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RESUMO

A ovinocultura leiteira no Brasil tem experimentado uma expansao nos ultimos anos, refletindo
um aumento tanto na producdo quanto na demanda por produtos derivados do leite de ovelha.
O manejo de ordenha dos animais destinados a exploragdo leiteira € um processo crucial, tanto
do ponto de vista econdmico, quanto para a obtencao de um leite integro. Ao adotar as praticas
adequadas de higiene e profilaxia é possivel minimizar os riscos e obter alimentos seguros e de
qualidade. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi caracterizar as propriedades leiteiras
nos estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e S&o Paulo, de modo a investigar as préaticas
de manejo, as percepcOes, as necessidades e as demandas dos produtores, e determinar as
condicdes higiénico-sanitarias dos rebanhos. Para tal, realizou-se a avaliacdo da qualidade
microbioldgica do leite cru, por meio das contagens e detec¢do de microrganismos, com énfase
no Staphylococcus aureus, com a avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos utilizados na
sanidade animal: eritromicina (15ug), linezolida (10ug), oxacilina (1jg), penicilina G (10ug),
cefoxitina (30pg), gentamicina (10ug), amoxicilina + &cido clavulanico (30ug) e clindamicina
(21g) e também exclusivamente na saude publica: cloranfenicol (30ug) e vancomicina (30ug)
e a expressdo dos genes de resisténcia mecA e vanA e 0s genes produtores de enterotoxinas
estafilocOcicas sea e see. As amostras de leite foram coletadas em duas propriedades do oeste
de Santa Catarina (Lageado Grande (P1) e Chapec6 (P2)). Ja o questionario foi aplicado para
todas as propriedades envolvidas no estudo, de forma presencial ou on-line. Nas amostras de
leite foram mensurados os valores de pH e a qualidade microbiolégica, por meio da detec¢édo
de Salmonella sp., e Listeria monocytogenes e das contagens de S. aureus, Escherichia coli,
Bacillus cereus, contagem bacteriana total, coliformes totais, bolores e leveduras. Nos isolados
de S. aureus foram avaliados o perfil de resisténcia frente aos antimicrobianos e a amplificagcdo
dos genes associados a resisténcia e produgdo de enterotoxinas, através de PCR. Os resultados
da aplicacdo do questionario revelaram as particularidades do setor, destacando diferencas nas
praticas adotadas e principalmente nos portes em relacdo ao efetivo animal, alem de
oportunidades de melhorias no manejo higiénico-sanitario da ordenha e na adocdo de
acompanhamento por profissionais zootecnistas ou veterinarios. Os produtores mostraram-se
cientes das limitacbes do negdcio e dispostos a aprimorar a atividade. Os resultados
laboratoriais indicaram que ndo houve diferenca significativa (p<0.05) para os valores de pH,
contagem bacteriana total, contagens de S. aureus, B. cereus e laticas entre as propriedades, do
mesmo modo, em ambas houve auséncia de patdégenos como E. coli, Salmonella sp. e L.

monocytogenes. As contagens de coliformes totais, bolores e leveduras apresentaram diferenca
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significativa (p<0.05) entre as propriedades, sendo maiores na P1. Observou-se ainda que 60%
das amostras de leite apresentaram S. aureus e a resisténcia bacteriana geral encontrada através
do teste de disco difusédo foi de 83,3%, com 75% para vancomicina, 8,3% para penicilina G e
oxacilina, e sem resisténcia aos demais antimicrobianos. A analise genotipica ndo detectou a
amplificacdo dos genes de resisténcia mecA e vanA ou dos genes produtores de enterotoxinas
sea e see. Assim, é essencial realizar monitoramentos continuos e investigac6es detalhadas dos
mecanismos genéticos de resisténcia antimicrobiana, além de desenvolver estratégias eficazes

de prevencao e controle focadas na garantia de alimentos seguros e de qualidade.

Palavras-chave: Food safety; Manejo; Ordenha; Qualidade do leite; Resisténcia bacteriana;
Sanidade.
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ABSTRACT

Sheep milk production in Brazil has expanded in recent years, reflecting increased production
and demand for sheep milk products. Managing dairy sheep is crucial both economically and
for obtaining high-quality milk. Proper hygiene and prophylactic practices are essential to
minimize risks and ensure safe, high-quality food products. In this context, the aim of this study
was to characterize dairy farms in the states of Santa Catarina, Rio Grande do Sul, and S&o
Paulo, in order to investigate management practices, perceptions, needs, and demands of
producers, as well as to determine the hygienic and sanitary conditions of the herds. For this
purpose, the microbiological quality of raw milk was evaluated through microbial counts and
detection, with an emphasis on Staphylococcus aureus, and the assessment of antimicrobial
susceptibility using the following antibiotics: erythromycin (15ug), linezolid (10ug), oxacillin
(1pg), penicillin G (10pg), cefoxitin (30ug), gentamicin (10pg), amoxicillin + clavulanic acid
(30ug), and clindamycin (2ug), as well as those exclusively related to public health:
chloramphenicol (30ug) and vancomycin (30ug), and the expression of the resistance genes
mecA and vanA, as well as the staphylococcal enterotoxin genes sea and see. Milk samples were
collected from two farms in western Santa Catarina, Lageado Grande (P1) and Chapeco (P2),
along with the application of a questionnaire. For the other farms, the questionnaire was
administered online. In the milk samples, pH values and microbiological quality were measured
through the detection of Salmonella sp., Listeria monocytogenes, and counts of S. aureus,
Escherichia coli, Bacillus cereus, total bacterial count, total coliforms, molds, and yeasts. The
S. aureus isolates were evaluated for antimicrobial resistance profiles and the amplification of
genes associated with resistance and enterotoxin production through PCR. The results of the
questionnaire revealed sector-specific characteristics, highlighting differences in the practices
adopted, particularly in terms of herd size, and opportunities for improvements in the hygienic
and sanitary management of milking, as well as in the adoption of oversight by animal scientists
or veterinarians. Producers were aware of the limitations of their businesses and showed
willingness to improve their activities. Laboratory results indicated no significant differences
(p<0.05) for pH values, total bacterial count, or counts of S. aureus, B. cereus, and lactic acid
bacteria between the farms. Similarly, there was no presence of pathogens such as E. coli,
Salmonella sp., or L. monocytogenes in either farm. However, there was a significant difference
(p<0.05) in the total coliforms, molds, and yeasts counts, which were higher in P1. S. aureus
was detected in 60% of the milk samples. The overall bacterial resistance found through the

disk diffusion test was 83.3%. The isolates showed resistance to vancomycin (75.0%),
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penicillin G (8.3%), and oxacillin (8.3%), with no resistance detected to the other
antimicrobials. Genotypic analysis did not detect the amplification of the mecA and vanA
resistance genes or the sea and see enterotoxin-producing genes. Thus, it is essential to conduct
continuous monitoring and detailed investigations of the genetic mechanisms of antimicrobial
resistance, in addition to developing effective prevention and control strategies focused on
ensuring safe and quality food.

Keywords: Bacterial resistance; Food safety; Health; Management; Milking; Milk quality.
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1 INTRODUCAO

A qualidade microbioldgica do leite ovino no Brasil apresenta um cenéario
complexo e multiforme refletindo ndo apenas a potencialidade expressiva da ovinocultura
no pais, mas também desafios significativos. O rebanho brasileiro de ovinos tem crescido
de maneira consistente, especialmente na regido Sul, considerada favoravel para a
producdo de ovinos leiteiros devido as condigdes climéticas (Bianchi, 2017). No entanto,
apesar do potencial econdmico reconhecido, a producdo de derivados lacteos
provenientes do leite ovino ainda ndo atingiu plenamente uma expressdo comercial
significativa (Bianchi, 2018).

Ainda que o leite de ovelha seja reconhecido por suas propriedades nutricionais
diferenciadas e pelo seu potencial para a fabricacdo de queijos de alta qualidade, a sua
utilizacdo em larga escala para 0 consumo humano é limitada em algumas regides do pais.
A falta de especializacdo e tecnificacdo na producéo é apontada como um dos fatores que
impedem a plena exploracdo desse nicho de mercado (Bianchi, 2018). Além disso, a
variabilidade nos sistemas de producdo, a auséncia de protocolos padronizados em
criacdo de pequena escala aumenta o risco de contaminacdo, trazendo desafios
significativos na garantia da qualidade microbioldgica do produto.

A presenca de microrganismos patogénicos e deteriorantes é uma preocupacgao
central, uma vez que a contaminacdo bacteriana do leite pode ocorrer tanto de forma
enddgena quanto exdgena (Fusco et al., 2020). A higiene no manejo de ordenha e o
controle das condigdes sanitarias sdo fatores cruciais que influenciam diretamente a
qualidade do leite (Azara et al., 2023). A presenca de patdgenos como Staphylococcus
aureus, representa uma preocupacao significativa para a industria lactea e a satde publica,
dada a sua capacidade de produzir toxinas. Este microrganismo é reconhecido como um
agente patogénico oportunista que pode causar uma variedade de doengas em animais e
humanos, incluindo intoxicagGes alimentares e infeccOes graves (Lv et al., 2021). A
resisténcia antimicrobiana do S. aureus representa um desafio adicional, com implicacdes
diretas na eficacia do tratamento e no controle de infecgbes. Neste contexto, torna-se
imperativo investigar as medidas profilaticas adotadas no manejo dos animais, bem como
a qualidade microbioldgica do leite.

Ademais, é crucial realizar uma anélise aprofundada das cepas isoladas, avaliando
suas expressdes fenotipicas e genotipicas. Essa abordagem permite a compreensao da

natureza e da extensdo da resisténcia microbiana, essencial para o desenvolvimento de

N
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estratégias de prevencdo e controle, visando garantir a seguranca dos alimentos e a

protecdo da salde publica.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1

Objetivos gerais

Uma andlise integrada que aborde tanto a caracterizacdo das propriedades

produtoras de leite ovino com énfase na qualidade microbioldgica do produto, de modo a

compreender os diversos aspectos relacionados aos sistemas de producdo, incluindo

praticas de manejo, condi¢cBes sanitarias e fatores ambientais que influenciam a

microbiota presente no leite. Além de identificar potenciais riscos a salde publica

associados a presenca de microrganismos patogénicos e deteriorantes.

Objetivos especificos

Avaliar comparativamente, as caracteristicas gerais e 0s manejos adotados nas
propriedades estudadas;

Verificar a ocorréncia de Salmonella sp., L. monocytogenes, B. cereus, E. coli,
coliformes totais e outras bactérias em amostras de leite cru oriundas de
propriedades produtoras de ovinos;

Verificar a ocorréncia da bactéria S. aureus em amostras de leite oriundas de
propriedades produtoras de ovinos;

Verificar a ocorréncia fenotipica de resisténcia nas cepas de S. aureus entre as
classes de antimicrobianos;

Verificar genotipicamente os isolados de S. aureus que apresentaram resisténcia
ou capacidade de resisténcia aos antimicrobianos pela presenca dos genes mecA e
vanA e producéo de enterotoxinas pela presenca dos genes sea e see.

Elaborar uma bacterioteca de cepas de S. aureus de origem ovina para estudos

futuros.

N
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PANORAMA DA OVINOCULTURA DE LEITE NO BRASIL

De acordo com os dados da Producéo da Pecuaria Municipal do ano de 2021, o
Brasil conta com mais de 20 milhdes de cabecas de ovinos (IBGE, 2022). No decorrer do
tempo, a criacdo de ovinos desenvolveu-se de forma gradativa e pontual no territorio
brasileiro, onde a regido sul foi protagonista (Guimarées; Souza, 2014). Contudo, na
atualidade o Sul do Brasil é a segunda regido em numero de cabecas (IBGE, 2017) e as
condi¢cdes climaticas favorecem a producdo e adaptacdo dos ovinos leiteiros e
consequentemente, sua produtividade de modo a apresentar elevado potencial econdmico
para o setor (Munieweg et al., 2017). Todavia, apesar das condi¢cdes favoraveis, a
atividade leiteira ainda ndo apresenta expressao econémica, ja que a potencialidade de
comercializacdo e consumo principalmente dos derivados lacteos ainda é pouco
explorada (Bianchi, 2018).

Segundo Escopelli et al. (2016), na Europa e Oriente Médio, o consumo de leite
de ovelha e seus derivados ocorre ha aproximadamente 2000 anos, mas no Brasil até entdo
é considerada incipiente. O leite de ovelha é apontado como o melhor de todos os leites
utilizados em laticinios, fator esse influenciado pela sua composi¢éo fisico-quimica, uma
vez que tem maior quantidade de sélidos totais quando comparado ao leite de vaca por
exemplo, o que eleva o rendimento na fabricacdo de derivados como o queijo (Ribeiro et
al., 2007). Ainda que esse produto alimenticio possua caracteristicas nutricionais
diferenciadas e com elevado potencial de consumo, em algumas regides do pais, grande
parte desse leite ndo € destinado ao consumo humano, sendo utilizado principalmente
para alimentagdo de suas crias e de outros animais, em funcdo da baixa especialidade e
tecnificacdo da producéo (Lucena; Guimaraes, 2018). Brom et al. (2020) evidenciam que
em sistemas de producdo de leite de ovelha e derivados em pequena escala, ha um risco
maior em relacéo a producdo industrializada devido ao processo produtivo parcialmente
protocolado e controlado, quando comparado a producéo industrializada.

Embora haja heterogeneidade entre os sistemas na producdo de leite ovino no
Brasil, dados mostram que alguns sdo extremamente eficientes na producdo e nos
indicadores econdmicos, expressando grande potencial no pais (Bianchi, 2018). Sendo

assim, o potencial para o mercado de lacteos funcionais, com fungdes probiodticas e que

N

@ P4g. 21 de 110 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https:/portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00043519/2024 e o cddigo N0O2Q89SP.



18

detenha alto valor agregado, merece destaque ja que possui capacidade de substituir
produtos lacteos de origem bovina, visto que esse produto derivado de ovinos é uma
alternativa alimentar para pessoas com alergias ou rejeicdo ao leite de vaca (Lucena;
Guimardes, 2018). O leite de ovelha ¢ utilizado principalmente na producéo de queijos
finos e iogurtes que encontraram um mercado receptivo que ganhou espago em nichos
especiais de lacteos (Morais, 2013).

De acordo com Guimardes e Souza (2014), tendo em vista a capacidade para a
geracdo de renda tanto para produtores quanto para os demais elos da cadeia produtiva,
deve-se considerar o desenvolvimento da ovinocultura de leite uma estratégia para o
desenvolvimento rural. Bianchi (2018) afirma que alguns entraves precisam ser vencidos,
tais como a implementacdo de programas de melhoramento genético que visem maior
producdo de leite por ovelha; estudos sobre possiveis polos estratégicos para a producao;
campanhas de promocao do leite e dos produtos enfatizando a qualidade nutricional;
melhor organizagdo do setor; gestdo eficiente dos recursos envolvidos na producéo e
estudos sobre normativas especificas que atendam tecnicamente a producéo do leite e dos
derivados. Em se tratando deste ultimo ponto, recentemente a ABCOL (Associacdo
Brasileira de Criadores de Ovinos Leiteiros) apresentou uma proposta sobre a cria¢do de
um regulamento técnico especifico referente a identidade e a qualidade do leite ovino,
devido as diferencas de caracteristicas fisico-quimicas e biologicas deste em relacdo ao
leite das espécies bovina e caprina (Ndbrega, 2023). Aliado a isso, para que haja um
crescimento efetivo deste nicho de mercado é necessario a contabilizacdo de dados
estatisticos sobre a producdo. Como destaca Farias (2020), no Brasil grande parte dos
produtores se caracteriza como pequenos agricultores, que utilizam o produto para
consumo ou venda direta aos consumidores, impossibilitando contabilizar esses valores
a dados estatisticos reais. Para que o setor produtivo se expanda, uma das medidas a ser

adotada € avaliar a qualidade do leite que esta sendo produzido.

2.1.1 Panorama da ovinocultura de leite em Santa Catarina

Conforme as estatisticas fornecidas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) referentes ao ano de 2022, destaca-se a presenca substancial de ovinos

no estado de Santa Catarina, totalizando aproximadamente 350 mil cabecas, sendo que o
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municipio de Agua Doce, situado na regifo do meio-oeste catarinense, apresenta-se como
detentor do maior rebanho (IBGE, 2022).

De modo a impulsionar efetivamente essa atividade no estado a Federacdo da
Agricultura e Pecuaria do Estado de Santa Catarina (FAESC) e a Associacdo dos
Criadores de Ovinos do Estado de Santa Catarina (ACCO), com o apoio do Sebrae/SC,
apresentaram ao governo do estado o Plano de Desenvolvimento da Ovinocultura
Catarinense. O objetivo principal é atingir a autossuficiéncia por meio da
profissionalizacdo dos agentes da cadeia produtiva, visando alcancar a producdo de 1
milhdo de animais/ano com faturamento em torno de 500 milhdes de reais/ano. O plano
contempla a criagdo do Fundo de Apoio ao Desenvolvimento da Ovinocultura do Estado
(FADOVINOS), vinculado a Secretaria da Agricultura, Pesca e Desenvolvimento Rural,
destinado a custear acdes, projetos e programas para o desenvolvimento da ovinocultura
em Santa Catarina.

A legislacdo especifica para o setor é considerada essencial, abrangendo
assisténcia técnica, aumento da oferta de animais e produtos, estabelecimento de padréo
genético, combate a doencas, pesquisa, marketing e imagem do produto catarinense. A
FAESC destaca a criacdo de ovinos como beneficiadora de aspectos socioeconémicos,
como a reducdo do éxodo rural e a oferta de matéria-prima para produtos artesanais. O
plano visa também a ampliacdo da capacidade produtiva no campo, a oferta de
alternativas estruturadas para o0s produtores catarinenses, a qualificacdo da
disponibilidade de produtos no mercado e o fortalecimento das organizacdes de
produtores e agroinddstrias da cadeia da ovinocultura.

O setor de ovinocultura de leite, atualmente incipiente, destaca-se no plano com a
formacgéo de bacias leiteiras proximas aos laticinios, estimulo a producdo de queijos
artesanais e autorais, bem como ao mercado de leite em po, visando um crescimento
organizado e viavel no longo prazo. A capacitagdo de técnicos especializados, adocao de
rastreabilidade e incentivo a projetos de pesquisa e extensao completam as acOes previstas
no plano (SENAR, 2022).

o
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2.2 LEITE OVINO

De acordo com Wendorff e Haenlein (2017) o leite de ovelha geralmente
apresenta niveis elevados de solidos, gordura, proteina, lactose e minerais em comparacao
com o leite de vaca. A composi¢do bruta do leite de ovelha varia de acordo com a estacédo
e 0 estdgio da lactacdo, com niveis aumentados de gordura, proteina, sélidos e minerais
observados no final da lactacdo. Ademais, o leite de ovelha apresenta niveis maiores de
caseina como proporcao de proteina verdadeira e uma maior relacdo caseina/gordura em
contraste com o leite de vaca. As propriedades fisicas do leite de ovelha, incluindo maior
gravidade especifica, viscosidade, indice de refracdo, acidez tituldvel e menor ponto de
congelamento, diferem das do leite de vaca. Essas disparidades nas propriedades fisicas
exercem um impacto na producdo de queijo, abrangendo o tempo de coagulacdo, a
firmeza e as caracteristicas da coalhada. Além disso, os lipidios também exibem atributos
fisicos aprimorados quando comparados aos do leite de vaca.

A Associagdo Brasileira de Criadores de Ovinos Leiteiros (ABCOL), em
colaboracdo com 6&rgdos governamentais pertinentes, tem dedicado esforcos
significativos para promover o desenvolvimento e a regulamentacéo do setor de producgéo
de leite ovino no Brasil (ABCOL, 2019). No entanto, até 0 momento presente, constata-
se a auséncia de uma legislacédo especifica que aborde de maneira adequada este segmento
em territorio nacional (Endres, 2022).

Para a avaliacdo da qualidade do leite ovino, é fundamental seguir os requisitos
estabelecidos pelas Instrucdes Normativas 76/2018 e 77/2018 (Brasil, 2018), as quais
aprovam o Regulamento Técnico de Producdo, Identidade e Qualidade do Leite Cru
Refrigerado e Critérios e procedimentos para a produgdo, acondicionamento,
conservacao, transporte, selecdo e recepcao do leite cru em estabelecimentos registrados
no servigo de inspecao oficial, respectivamente. No entanto, é importante ressaltar que ha
uma legislacédo especifica para o Leite de Cabra, a Instru¢cdo Normativa n® 37/2000, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entretanto os produtos
derivados do leite de ovelha s&o registrados pela Diviséo de Inspecéo de Leite e Derivados
(DILEI) do MAPA, com base em literatura cientifica e outras publicagdes relevantes ja
que inexiste um Regulamento Técnico especifico para produtos derivados do leite ovino
(Merlin Junior et al., 2015).

S}
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De acordo com Endres (2022) para uma compreensdo abrangente das
caracteristicas e qualidade do leite e dos produtos derivados e, consequentemente, para o
desenvolvimento de legislaces especificas, faz-se necessario investigar a composicao
microbiologica presente no leite ovino, pois a microbiota presente nos alimentos
desempenha um papel fundamental na determinacdo de suas propriedades e

caracteristicas, além de influenciar diretamente a seguranca e o0 bem-estar do consumidor.

2.2.1 Qualidade microbiologica do leite ovino

De acordo com Martin; Evanowski; Wiedmann (2023) o termo "alta qualidade™,
do ponto de vista microbioldgico, é frequentemente empregado para se referir ao leite cru
com baixas contagens totais de bactérias; no entanto, o termo também pode ser utilizado
para descrever o leite cru com niveis reduzidos de determinados grupos de bactérias como
os coliformes.

A complexa estrutura bioquimica dos constituintes do leite, aliado com a alta
capacidade hidrica, tornam esse produto um excelente substrato para a multiplicacdo de
microrganismos, sendo que a contaminacdo bacteriana do leite pode ocorrer por duas vias:
a enddgena e a exdgena (Menezes et al., 2014). Os elevados teores de sélidos, gorduras,
proteinas e minerais presentes no leite de ovelha, em comparagdo com o leite de vaca,
podem criar um ambiente propicio para o desenvolvimento de determinados
microrganismos (Wendorff e Haenlein, 2017).

O leite ovino exibe uma concentracao superior de &cidos graxos poli-insaturados
essenciais, suscetiveis a oxidacdo e a deterioracdo microbiana. Tal caracteristica, por
conseguinte, pode impactar a estabilidade e a qualidade microbioldgica do produto. Do
mesmo modo, aspectos fisicos distintivos do leite de ovelha, como maior viscosidade e
acidez titulavel, exercem influéncia sobre o crescimento e a atividade de microrganismos
especificos. Diferencas no teor mineral, especialmente os niveis superiores de calcio e
fosforo no leite de ovelha, tém o potencial de influenciar significativamente o crescimento
e a sobrevivéncia de bactérias especificas, conferindo caracteristicas Unicas a esse
substrato lacteo (Wendorff e Haenlein, 2017).

Dessa maneira, a qualidade do leite é influenciada pelos seus aspectos de

composicao singular e condicdes de higiene do manejo de ordenha. Como observado por

a
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Endres et al. (2021) ao caracterizarem comunidades microbianas do leite cru de ovelhas
da raga Lacaune na regido Sul do Brasil, constataram variagdes nas populagoes
bacterianas entre as propriedades avaliadas, sugerindo assim que a microbiota do leite
pode ser influenciada por fatores como alimentacdo animal, doencas da glandula mamaria
ou praticas de ordenha.

Com relagéo aos aspectos de higiene, alguns requisitos sdo fundamentais para
garantir a seguranga do leite, entre os quais pode-se citar as baixas contagens bacterianas
e de células somaticas, a auséncia de microrganismos patogénicos e de toxinas bacterianas
(Souza et al., 2014). Microrganismos contaminantes podem causar deterioracdo de modo
a comprometer a inocuidade do produto (Ferreira, 2021). Surge entdo a necessidade de
avaliar a microbiota quanto a presenca desses microrganismos deteriorantes e
patogénicos. No Brasil os parametros de qualidade avaliados em leite estdo vinculados as
exigéncias da legislacdo vigente (Brasil, 2018).

A microbiota patogénica pode estar presente em decorréncia da mastite que indica
problemas de sanidade do rebanho, ou ainda por contaminacgdo cruzada pos ordenha,
como mostra o estudo de rotas de contaminacdo utilizada pela comunidade de leveduras,
publicado por Quintana et al. (2020), onde o leite de ovelha foi afetado pelas préaticas de
manejo. Estes autores encontraram relagdes entre a presenca de leveduras no tanque de
leite e no ambiente da fazenda, e observaram gendétipos comuns em diferentes areas como
leite, racdo, ar e superficies das instalacdes da sala de ordenha e do alojamento das
ovelhas. Em se tratando de infec¢bes intramamarias, Majunder et al. (2021) conduziram
uma investigacdo em vacas acometidas por E. coli e afirmaram que, em contraste com
outros patdgenos, tais mastites raramente demandam intervencdes antibidticas, porém
acarretam possibilidade de infec¢des persistentes. Adicionalmente, os autores destacaram
que as cepas de E. coli residentes em ambientes de exploracdo leiteira apresentam
atributos virulentos e resisténcia a antimicrobianos, trazendo implica¢fes para a satde
publica, dadas as perspectivas de transmissdo por meio do leite e disseminacdo de

resisténcia antimicrobiana em dire¢éo a outras espécies bacterianas patogénicas.

2.2.1.1 Qualidade microbioldgica do leite: impactos na industria e na salde publica

A qualidade microbioldgica do leite abrange dois dominios essenciais: a qualidade

no contexto industrial e o0s potenciais riscos a saude publica. Esta qualidade esta

(6]

B9 P4g. 26 de 110 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https:/portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00043519/2024 e o cddigo N0O2Q89SP.



23

intrinsecamente ligada a sanidade dos animais e as praticas de manejo implementadas na
propriedade (Tronco, 2008).

As caracteristicas das bactérias presentes no leite devem ser analisadas sob
diferentes perspectivas: deteriorantes, patogénicas, indicadoras e benéficas. As bactérias
deteriorantes metabolizam a lactose, resultando na producéo de &cido latico, o que causa
a diminuigdo do pH (Ordobfiez, 2005). Assim, o pH é um indicador critico da qualidade
do leite. Tais bactérias provocam transformacdes indesejaveis na industria, como
alteracdes de cor e sabor, coagulacéo e estabilidade das proteinas (Carvalho, 2010).

Quanto a presenca de microrganismos benéficos, as bactérias acido-laticas (BAL)
presentes no leite de ovelha desempenham fungbes que vdo além da fermentacdo e
conservacao, contribuindo para a qualidade nutricional e a seguranca dos produtos lacteos
derivados. BALs como Lactococcus lactis e Leuconostoc lactis sdo utilizadas na
producdo de derivados como queijos e iogurtes, devido a sua capacidade de fermentar
lactose, produzindo &cido latico que auxilia na coagulacdo do leite e na formacdo de
sabores e texturas desejaveis (Gotteland et al., 2014). Além disso, segundo Guan et al.
(2017) a presenca dessas bactérias no leite pode inibir o crescimento de patdgenos por
meio da producdo de bacteriocinas, melhorando a seguranca microbiol6gica dos produtos.
Estudos demonstraram que cepas de Lactococcus lactis e Leuconostoc lactis isoladas do
leite ovino possuem caracteristicas probio6ticas promissoras, incluindo alta sobrevivéncia
em condicBes adversas como baixo pH e presenca de sais biliares, além de atividade
antimicrobiana (Eer et al., 2020). Estas propriedades tornam o leite de ovelha uma fonte
rica para a exploracdo de probioticos naturais.

Grace, Wu e Havelaar (2020) buscaram na literatura as doengas transmitidas por
alimentos (DTA) que podem ser causadas pelo consumo de leite e produtos lacteos em
paises subdesenvolvidos ao redor do mundo, e concluiram que tais DTAs sdo um
importante problema de saude publica e correspondem a elevadas perdas econdémicas nos
paises em desenvolvimento. Ademais destacam que estudos historicos e investigacdes de
surtos sugerem que entre 14 e 25% de todos os casos de DTA identificados possuem
relacdo com os laticinios. Campos, Silva e Vasquez (2023) encontraram S. aureus, E. coli
e Klebsiella sp. em amostras coletadas em resfriadores a granel de leite bovino na
Colémbia e entdo os autores destacaram a importancia de identificar os fatores de risco
presentes em paises de clima tropical, bem como o tipo de sistema de ordenha adotado,

tamanho do rebanho, além da rotatividade de ordenhador.
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Em um estudo europeu Albenzio et al. (2023) relatam que na inddstria de
laticinios, a contagem de células somaéticas € considerada o principal pardmetro indicativo
de sanidade do rebanho; no entanto, faltam indicaces legais sobre a contagem de células
para espécies leiteiras que ndo sejam bovinos. Assim sendo, mais pesquisas devem ser
conduzidas para aprofundar conhecimentos relevantes para um indice confiavel no leite,
que sera capaz de garantir a qualidade e seguranga do leite ovino e dos produtos lacteos.
Em uma investigacéo realizada por Munieweg et al. (2017) constatou-se que a maior parte
das amostras apresentaram contagem padrdo em placas acima do maximo permitido pela
legislacdo vigente, além de contagens elevadas para psicotropicos, coliformes totais e
Staphylococcus sp., 0 que salienta problemas vinculados a falhas de manejo e a satde do
rebanho, as condicGes sanitarias da ordenha e ao armazenamento refrigerado. Fotou et al.
(2011) analisaram duzentas e quarenta (240) amostras de leite cru de ovelha, e detectaram
a presenca de microrganismos potencialmente perigosos (S. aureus, Salmonella sp., E.
coli, C. perfringens e Bacillus sp.), e com base nisso os autores salientam o risco de
produzir derivados l&cteos a partir do leite cru.

Na Europa, Regecova et al. (2021) confirmaram a presenca de cepas de S.
chromogenes resistentes e multirresistente ao antibidtico meticilina em leite de ovelha e
queijos produzidos com leite de ovelha nédo pasteurizado. Souza et al. (2023) forneceram
o primeiro relato de enterococos resistentes em leite cru de ovelha e queijos do Sul do
Brasil, evidenciando assim um problema de saude pablica na interface homem-animal-
ambiente, o que corrobora com uma revisdo sistematica conduzida por Herawati et al.
(2023), que avaliou o perfil de bactérias resistentes isoladas de ovelhas e cabras em 17
paises em todo o mundo. Foi constatado que a grande maioria dos isolados bacterianos
manifestou resisténcia a antibi6ticos amplamente empregados na producdo animal. E
importante ressaltar que muitos desses antimicrobianos séo categorizados como de alta
importancia para a saude humana. Esse achado, portanto, intensifica a relevancia da
resisténcia antimicrobiana em pequenos ruminantes, emergindo como uma preocupacao
de magnitude global.

Brom et al. (2020) afirmam que o risco de infecgOes transmitidas pelo leite
diminuiu apés a industrializacdo, devido ao processamento térmico, padronizacdo dos
processos produtivos, boa fabricacdo e praticas de higiene ao longo da cadeia de
abastecimento, entretanto, enquanto 0s microrganismos estdo presentes no leite cru, o

consumo de laticinios que ndo passaram por processos térmicos sdo uma preocupacao de
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salude publica. O monitoramento da higiene em fazendas leiteiras de ovinos e a
erradicacdo de doencas sdo medidas gerais de prevencao para a obtencdo um leite indcuo,
no entanto, se tal leite é para transformacao em queijos de leite cru, medidas preventivas
rigorosas sdo necessarias durante o processamento, como esterilizacdo regular de
equipamentos de laticinios, monitoramento e rigorosa higiene dos operadores (Gonzales-
Barron et al., 2017). O estudo realizado por Evanowski et al. (2020) mostrou que o
treinamento de funcionarios sobre técnicas de higiene adotadas nas atividades da sala de
ordenha, levou a uma reducdo na presenca de bactérias formadoras de esporos como o
Bacillus sp. em leite cru. De modo semelhante, Goksoy et al. (2021) compararam as
analises microbioldgicas do leite cru, antes e ap6s treinamentos de boas préaticas na
ordenha. Os autores concluiram que as contagens microbioldgicas e contagem de células
somaticas (CCS) ap6s o treinamento apresentaram melhores resultados quando
comparadas as realizadas antes da capacitacao dos trabalhadores. Deste modo, melhorar
as praticas de higiene na ordenha, assim como fornecer conhecimento aos trabalhadores
envolvidos na atividade sdo cruciais para obtencdo de um leite ovino saudavel. A
obtencdo de um leite de melhor qualidade favorece um maior rendimento industrial
juntamente com um maior shelf life para os produtos e uma maior oferta de alimentos
seguros, do ponto de vista nutricional e sanitério, aos consumidores (Souza et al., 2014).

Considerando a salde publica, a abordagem One Health é um paradigma
interdisciplinar que realiza uma interconexao entre a satde humana, animal e ambiental,
reconhecendo que cada uma dessas esferas estd intrinsecamente ligada. Pesquisas
enfatizam a necessidade de colaboracdo entre profissionais de salde humana,
veterinarios, zootecnistas e ambientalistas para lidar com desafios emergentes de salde,
como a propagacao de doencgas zoonoticas e a resisténcia antimicrobiana. Essa abordagem
destaca a importancia de uma resposta coordenada e integrada para garantir a saide global
de maneira sustentavel e eficaz.

Em se tratando da produgéo de lacteos, Garcia, Osburnb, Cullora (2019) afirmam
que o conceito One Health aplicado aborda questdes pertinentes por meio da
implementacdo eficaz de sistemas de gestdo em fazendas, a utilizacdo criteriosa de
agentes antimicrobianos e a consideragdo abrangente do sistema completo de produgéo
leiteira. Tais técnicas gerenciais reiteram que os produtores de lacteos forneceram um
leite seguro, nutricionalmente rico que resulta em beneficios para a satde. Rahbarnia et

al. (2023) procederam a coleta de swabs nasais de individuos saudaveis, bem como
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amostras de queijo e de ovelhas com mastite, realizando uma comparacdo entre 0s
resultados obtidos nos trés grupos. Os autores concluiram que a elevada incidéncia de
fatores de viruléncia nos isolados de S. aureus oriundos de mastite e produtos lacteos é
um indicativo de alerta, uma vez que tais cepas podem representar uma fonte de
disseminacéo do S. aureus para 0s seres humanos. Entretanto, o caminho inverso também
deve ser considerado, j& que o homem pode atuar como um vetor de disseminacdo de
patdgenos na cadeia produtiva. Durante a manipulacdo de alimentos ou o contato direto
com os animais, individuos colonizados ou infectados por microrganismos podem
transferi-los para o ambiente de producéo.

Vasileiou et al. (2019) concluiram que a presenca de material genético de bactérias
resistentes a agentes antimicrobianos em produtos lacteos, adiciona outra preocupacgao
com a saude puablica, pois o leite pasteurizado anteriormente era considerado de baixo
risco para a transferéncia de genes de resisténcia, contudo novos achados indicam uma
rota adicional para a disseminacdo desses genes. Isso ocorre porque nem todas as
bactérias sdo igualmente suscetiveis ao calor, e algumas, podem resistir e carregar genes
de resisténcia. Esses genes podem ser transferidos para outras bactérias no intestino
humano apds o consumo de produtos pasteurizados. Além disso, a pasteurizacdo pode
ndo inativar completamente todo o material genético bacteriano, permitindo que a
transferéncia horizontal de genes ocorra no trato gastrointestinal. No entanto, ainda ha
lacunas de pesquisa sobre as taxas de sobrevivéncia especificas desses genes, indicando
a necessidade de estudos adicionais para entender melhor as implicag¢6es (Albenzio et al.
2012). Tais achados destacam a necessidade do monitoramento continuo da abordagem
no contexto de One Health de modo a mitigar os riscos envolvidos na resisténcia

bacteriana e minimizar as preocupacdes com a saude publica.

2.3 S.aureus

O género taxondmico Staphylococcus abriga uma diversidade composta por 85
espécies e 30 subespécies, todas pertencentes a familia Staphylococcaceae (Kovarovic et
al., 2022). No homem séo habitantes usuais da pele, das membranas mucosas e dos tratos
respiratorio e digestivo (Germano e Germano, 2001). Dentro deste grupo, S. aureus € uma

bactéria Gram-positiva, apresentando morfologia de coco, frequentemente organizada em
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aglomerados irregulares que se assemelham a cachos de uva, distribuindo-se em mdaltiplos
planos. Estes microrganismos sdo anaerdbios facultativos, ndo possuem flagelos e sdo
imdveis, além de ndo produzirem esporos (Gherardi, 2023). S. aureus € a mais resistente
das bactérias patogénicas ndo formadora de esporos (Germano e Germano, 2001), e a
espécie mais patogénica do género, com a capacidade de desenvolver uma variedade de
fatores de viruléncia (Koneman et al., 2012). Vale ressaltar que, de acordo com Amaral
et al. (2021), no Brasil, no periodo de 2015 a 2019 o S. aureus foi classificado como o
terceiro microrganismo mais associado a doencas transmitidas por alimentos (DTA).

Os animais, especialmente os de producdo, tém o potencial de abrigar estirpes
estafilococicas de origem humana, como evidenciado em bovinos, nos quais as mastites
estafilococicas sdo frequentemente atribuidas a cepas humanas, transmitidas durante o
processo de ordenha (Germano e Germano, 2001). A contaminagdo por S. aureus esta
relacionada com as deficiéncias da cadeia leiteira, compreendendo desde o manejo e
higiene durante a ordenha até problemas sanitarios como a mastite, além da falta de méo-
de-obra treinada para a execucdo do processo (Belotti et al., 2011). Além disso, tais
bactérias podem ter acesso ao leite ainda no ambiente intramamario, tendo em vista que
algumas espécies, entre delas o S. aureus sdo agentes etiologicos da mastite clinica e
subclinica (Bandeira et al., 2013).

2.3.1 Fatores de viruléncia

Determinadas espécies de Staphylococcus sp. sdo produtoras de algumas enzimas
como fatores de viruléncia, entre estas enzimas, destacam-se a catalase e a coagulase. A
catalase atua inativando o perdxido de hidrogénio e radicais livres toxicos formados pelo
sistema mieloperoxidase no interior das células fagocitarias e é utilizada para diferenciar
Staphylococcus sp.de Streptococcus sp, no diagnostico laboratorial.

Ja a presenca da enzima coagulase desempenha um papel fundamental na
diferenciacdo dos estafilococos em dois grupos: estafilococos coagulase-positiva e
estafilococos coagulase-negativa. Os estafilococos coagulase-positiva sdo caracterizados
pela producdo da enzima coagulase livre, que tem a capacidade de coagular o plasma
sanguineo, sendo este um importante marcador de viruléncia. Neste grupo, a espécie S.
aureus € reconhecida como a principal representante. Por outro lado, os estafilococos

coagulase-negativa sdo geralmente considerados ndo patogénicos e em raras vezes estes
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estdo associados a producéo de enterotoxinas estafilocdcicas (Feitosa et al. 2017; Gharib
et al., 2013; Vernozy-Rozand et al. 1996).

S. aureus apresenta a habilidade intrinseca de gerar uma diversidade de fatores de
viruléncia, entendidos como moléculas ou estruturas que capacitam a bactéria a induzir
patologias no hospedeiro (Markey et al., 2013). A ampla gama de fatores de viruléncia
produzidos correlaciona-se com a sua capacidade de adaptacdo a diferentes hospedeiros
e a capacidade de colonizar distintas regides do organismo hospedeiro (Quinn et al.,
2007). Essa flexibilidade adaptativa constitui um dos pilares para o sucesso patogénico
do S. aureus, permitindo-lhe instigar uma variada casuistica de infeccdes em animais

domésticos (Marques et al., 2013).

2.3.2 Enterotoxinas estafilocécicas

Enterotoxinas estafilocdcicas (SE do inglés, staphylococcal enterotoxin) séo
proteinas extracelulares de baixo peso molecular hidrossolUveis e resistentes a acdo das
enzimas proteoliticas do sistema gastrointestinal, mantendo-se ativas ap0s a ingestao.
Possuem capacidade de resistir a tratamento térmicos, como a pasteurizacdo devido a sua
termoestabilidade (Senger e Bizani, 2011).

SE sdo produzidas por algumas cepas de S. aureus e causam uma das DTA mais
comuns, a intoxicacdo alimentar estafilocdcica, que é resultante do consumo de alimentos
ou bebidas contendo a dose infectante de uma ou mais SE pré-formadas (Bastos, 2013).
Apds a ingestdo, as toxinas produzidas por cepas de S. aureus podem causar uma série de
sintomas gastrointestinais (Abolghait et al., 2020; Le Loir e Hennekinne, 2014). Quando
ingeridas em quantidades suficiente, o inicio dos sintomas da intoxicacéo estafilococica
geralmente é rapido, evoluindo de uma a sete horas, dependendo da suscetibilidade
individual a toxina, da quantidade de toxina ingerida e da saude geral do individuo (FDA,
2012). Os sintomas classicos da intoxicagdo alimentar estafilococica incluem nauseas,
vomitos, dores abdominais, diarreia, sudorese, dores de cabeca, calafrios, queda de
pressdo arterial e, em raras vezes, febre, quando a quantidade de toxina ingerida é grande
(Franco e Landgraf, 2008).

A literatura descreve 26 diferentes tipos de SE (Aguiar et al., 2022). Dentre elas,
as mais estudadas sdo: sea, seb, sec, sed e see, as quais SA0 responsaveis por

aproximadamente 95% dos casos e surtos de intoxicacdo alimentar estafilococica (Al-
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Tarazi et al., 2009; Johler e Stephan, 2010). Destas, a enterotoxina A é reconhecida como
a principal causadora de intoxicagdo alimentar em humanos em nivel mundial (Argudin
et al., 2010; Hu e Nakane, 2014), enquanto a seb é associada a sintomas mais severos
quando comparadas com outras enterotoxinas. O gene sec é frequentemente encontrado
em cepas de S. aureus isoladas de leite (Argudin et al., 2010; Carfora et al., 2015;
Valihrach et al., 2013). A sed é reconhecida como a segunda mais comumente associada
a casos de intoxicacdo alimentar no mundo, mediante a sua elevada viruléncia mesmo em
pequenas doses (Pinchuk et al., 2010). A see, também esta associada a casos de
intoxicacdo alimentar, embora com menor frequéncia.

Em se tratando de S. aureus provenientes de leite e produtos lacteos, estudos
demonstram uma ampla diversidade nos tipos de enterotoxinas presentes. Carfora et al.
(2015) ao avaliarem leite das espécies bovino, ovina, caprina e bubalina, encontraram
prevaléncia do gene da sec em 28,6% dos isolados, seguido pelos genes das enterotoxinas
A e D em 20%. Em contraste, em estudos com isolados de leite de vacas com mastite,
ndo foram encontrados isolados portadores dos genes das enterotoxinas A, B e C (Gémez
et al., 2007). Estudos adicionais mostraram que as condi¢des ambientais favoraveis
podem promover a producdo de SE em alimentos contaminados (Santana et al., 2010).

A incidéncia de intoxicacdo alimentar estafilocdcica associada ao consumo de
leite e seus derivados pode ser atribuida a fatores, que incluem a inadequada associa¢ao
do tempo e temperatura, a falha na descontaminacdo de superficies e utensilios, a
contaminacdo durante o preparo dos alimentos por parte dos manipuladores e a formacéo
de biofilmes. Os Staphylococcus sp. possuem capacidade de se adequar e tolerar uma
variedade de condi¢des ambientais, como temperatura e pH, promovendo a habilidade de
se proliferar em mdaltiplos tipos de alimentos. (Bhatia e Zahoor, 2007; Pinchuk et al.,
2010).

2.3.3 Resisténcia aos antibidticos

Conforme indicado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em seu relatério
de 2021, a resisténcia antimicrobiana emerge como um dos principais desafios globais
contemporaneos a saude publica (WHO, 2021). Uma bactéria € categorizada como

resistente quando adquire a habilidade de subsistir e se multiplicar na presenca de um
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antibiotico que, em condicdes normais de concentracdo, seria eficaz em sua erradicacédo
ou na inibicdo de seu crescimento (Guardabassi e Kruse, 2010).

Em geral, a eficicia de um agente antimicrobiano depende da expresséo de genes
de resisténcia de cepas bacterianas, podendo ser influenciada pela exposicao anterior ao
antimicrobiano e pela pressdo seletiva que o mesmo determina. O amplo uso de
antimicrobianos na producdo animal e no tratamento clinico de animais e seres humanos
tem contribuido para o aumento de bactérias multirresistentes, ou seja, aquelas que
apresentam resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos (EFSA, 2014). A pressado
seletiva exercida pelos antimicrobianos da-se através do contato com 0s microrganismos,

provocando a morte de bactérias suscetiveis e a manutencdo das resistentes (Figura 1).

Figura 1: Propagacao de bactérias resistentes a antibidticos por selecao natural.
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Fonte: Nicolik e Mudgil (2023).

Por este motivo, em ambientes com o uso recorrente de antimicrobianos, como é
0 caso da producdo animal quando utiliza tais drogas como uso profilatico ou como
promotor de crescimento a disseminagdo de bactérias resistentes é favorecida, fazendo
com que prevalecam na comunidade de uma forma geral, levando ao aparecimento de
cepas multirresistentes (Silva de Jesus et al., 2022).

Devido ao amplo numero de antimicrobianos e classes de antimicrobianos, sao

varios mecanismos biogquimicos que podem levar uma bactéria a se tornar resistente:
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producdo de enzimas que modificam a molécula do antibacteriano tornando-o inativo;
alteracdo do alvo; diminuicdo da permeabilidade a entrada do antibacteriano; sintese de
novas enzimas que ndo sofrem acdo do antibacteriano e expulsdo do antibacteriano da
célula (Trabulsi e Alterthum, 2008).

O mecanismo enzimatico pode ser exemplificado pelas enzimas f-lactamases que
desintegram os antimicrobianos pertencentes a classe dos g-lactamicos, como penicilinas,
e enzimas modificadoras, que podem inativar cloranfenicol, farmaco utilizado na satude
humana e aminoglicosideos, como a gentamicina. As bombas de efluxo conferem a
expulsdo do antimicrobiano do meio intracelular, mediando resisténcia a tetraciclina,
cloranfenicol e fluorquinolonas, por exemplo (Morrison e Zembower, 2020). O
mecanismo de alteracdo do sitio de acdo caracteriza-se pela redugdo, ou mesmo auséncia
de afinidade do antibidtico pelo local de ligacdo na bactéria, sendo este tipo de resisténcia
observado em antimicrobianos g-lactamicos e glicopeptideos (Fluit; Visser; Schmitz,
2001; Rice e Bonomo, 2005). Para o ultimo caso, um exemplo ¢ a resisténcia aos [-
lactdmicos em MRSA, que é mediada pelo gene mecA néo nativo, que codifica a proteina
de ligacdo a penicilina modificada (PBP2a), que tem uma afinidade extremamente baixa
por p-lactamicos, fazendo com que ndo tenham efeito bactericida (Boonsiri et al., 2020).

Embora os genes responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos contidos em
elementos genéticos moveis, como plasmideos, normalmente codifiguem enzimas que
inativam os antimicrobianos ou reduzem a permeabilidade das células, na resisténcia
conferida por mutacdes cromossomais geralmente o mecanismo de resisténcia envolve a
modificacdo do alvo, ndo ocorrendo a ligacdo do antimicrobiano com a bactéria alvo
(Neidhardt, 2004). No entanto, um mesmo tipo de mecanismo de resisténcia pode ser
identificado por muitos genes diferentes, a exemplo das bombas de efluxo, que conferem
resisténcia as tetraciclinas, onde mais de 40 determinantes genéticos ja foram descritos
(Roberts e Schwarz, 2016). Além disso, mais do que um tipo de mecanismo pode
proporcionar resisténcia ao mesmo antibidtico, sendo a resisténcia para tetraciclina
ocorrendo tanto atraves de bombas de efluxo, como por proteinas de protecao ribossomal
(Connell et al., 2003; Guillaume et al., 2004).

Dada a origem da resisténcia bacteriana decorrente do uso indiscriminado dos
antimicrobianos e, considerando a escassez de novas moléculas no mercado, ha
necessidade de medidas de controle para mitigar uma crise global na area da saude e

impedir a era pos-antibidtica, como utilizacdo racional de agentes antimicrobianos na

[

I© P4ag. 35 de 110 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00043519/2024 e o cddigo N0O2Q89SP.



32

salde animal e humana, rigoroso controle de higienizacdo e prevencao de infecgdes bem

como a intensificacdo da vigilancia da resisténcia antimicrobiana (WHO, 2019).

2.3.4 Resisténciaem S. aureus

S. aureus apresenta um conjunto de genes que confere a habilidade de aumentar
as perspectivas de sobrevivéncia diante dos potenciais locais de migragdo no interior do
hospedeiro. A regulacdo da producdo dos fatores de viruléncia, em resposta a densidade
celular, disponibilidade energética e sinais ambientais, é viabilizada por meio de um
intricado sistema de regulacéo (Conrad, 2014).

Conforme Mediavilla et al. (2012), um dos principais atributos da maioria das
espécies de estafilococos é a capacidade de desenvolver rapidamente resisténcia a agentes
microbianos. McCallum et al. (2010) afirmam que de modo geral, 0s mecanismos de
resisténcia sdo: alteracbes na permeabilidade da parede celular (PC), inativagdo
enzimatica dos agentes antimicrobianos, modificacbes no alvo do antibidtico e na
ativacdo das bombas de efluxo, que atuam no mecanismo de transporte ativo nas
membranas. De modo que devido a variabilidade de mecanismos utilizados pelo
microrganismo, Nascimento et al. (2019), destacam a magnitude do problema da
resisténcia bacteriana e enfatizam a importancia de abordagens abrangentes para
preservar a eficacia dos antibioticos existentes.

A descoberta da penicilina foi realizada por Alexander Fleming em 1928, porém
sua introducdo para uso médico ocorreu apenas em 1944, quando, permitiu o tratamento
de infeccOes bacterianas graves que anteriormente ndo respondiam ao tratamento,
incluindo as causadas por Staphylococcus sp. Dois anos apés sua introducéo, foi isolada
a primeira cepa de S. aureus resistente a penicilina, tal cepa era resistente devido a
aquisicdo do gene blaZ, o qual codifica a proteina B-lactamase que inibe a agdo da
penicilina hidrolisando a estrutura do anel B-lactdmico (Bush e Bradford, 2016).

A Figura 2 apresenta a linha do tempo do ano de introducdo dos antibidticos
abaixo citados na clinica e o ano do primeiro relato de cepas de S. aureus resistentes a

tais farmacos.
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Figura 2: Cronologia do desenvolvimento da resisténcia aos antibioticos em S.

aureus
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Fonte: Nicolik e Mudgil (2023).

A meticilina introduzida em 1959 foi uma alternativa de tratamento, apé6s a
resisténcia a penicilina ser identificada em SA. No entanto, assim como ocorreu com a
penicilina, o uso indiscriminado deste antibiético promoveu o desenvolvimento e a
disseminacéo da resisténcia, e em apenas dois anos apos sua introduc¢ado, foram relatados
casos de cepas de S. aureus resistentes a meticilina.

O S. aureus desenvolveu resisténcia a meticilina gragas a aquisicdo do gene mecA.
A evolucdo do MRSA ainda esta sendo investigadas, duas hip6teses foram propostas para
explicar o surgimento e a disseminacdo do MRSA em hospitais e ha comunidade. A
primeira € a teoria do clone Unico, que sugere que todos os clones de MRSA tém um
ancestral comum sensivel & meticilina, S. aureus (MSSA). A segunda € a teoria do multi-
clone, que sugere que o SCCmec contendo o mecA foi introduzido vérias vezes em
diferentes linhagens ancestrais de MSSA, sendo esta mais bem sustentada pela literatura.

De acordo com Tsubakishita et al. (2010), a origem do SCCmec encontrado em
MRSA ¢é desconhecida, mas é encontrado em outras espécies de estafilococos coagulase
negativos. Especula-se que o SCCmec seja capaz de ser transferido entre espécies de
estafilococos, inclusive a literatura considera a origem mais provavel ser de um coagulase
negativo.

A vancomicina, droga utilizada na satde humana foi considerada um dos Gltimos
recursos para tratar MRSA, mas até mesmo ela foi tornada ineficaz contra certas

linhagens de MRSA que adquiriram resisténcia. Inicialmente, isolados de MRSA com
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susceptibilidade reduzida a vancomicina foram relatados em 1997, seja como S. aureus
resistentes a vancomicina (VISA) ou VISA heterogéneos (hVISA). O VISA refere-se a
cepas com susceptibilidade reduzida em toda a populacdo, enquanto o hVVISA refere-se a
populacdes com MIC aceitdvel de vancomicina que também contém uma pequena
subpopulacdo que tem susceptibilidade reduzida a vancomicina. O VISA é tipicamente
causado por mutagdes cromossdmicas que conferem resisténcia ligeiramente aumentada
a vancomicina. Além disso, existem cepas de S. aureus resistentes a vancomicina
(VRSA), sendo que a primeira foi relatada nos Estados Unidos da América em 2002.
Daptomicina é um antibiotico peptidico ciclico. Foi aprovado para uso contra S.
aureus e e fundamental na terapia anti-MRSA. O modo de ag&o requer célcio, formando
um complexo que se comporta como um peptideo catidnico e oligomeriza, formando
micelas, as quais penetram na PC e se inserem na membrana lipidica, perturbando a
membrana causando despolarizacdo, permeabilizacdo e vazamento de ions. Quanto a
resisténcia a esse antimicrobianos existem varias explicaces potenciais, incluindo uma
membrana mais positivamente carregada, mudancas na fluidez da membrana e alanilagdo

de &cidos teicoicos (Casanova; Ruiz e Bellido, 2017).

2.34.1 MRSA

O MRSA emerge como uma das principais cepas contribuintes para esse cenario
preocupante, a resisténcia do MRSA aos antibioticos tradicionais, como meticilina e
oxacilina, destaca a necessidade de estratégias inovadoras no tratamento de infeccdes
bacterianas.

De acordo com Barberato-Filho (2020) os animais destinados a producéo de
alimentos, além de serem considerados a principal fonte de MRSA, estdo envolvidos na
transferéncia zoonotica dessas cepas com elevados niveis de resisténcia devido ao uso de
antimicrobianos na promocéo do crescimento, na prevencao e tratamento de doencas.

Turner et al. (2019) ressalta sua versatilidade e imprevisibilidade, atributos que a
tornam uma ameaca & salde humana e animal. A habilidade do MRSA em se adaptar
geneticamente e o surgimento sequencial de cepas epidémicas bem-sucedidas perpetuam

sua relevancia como um desafio consideravel na esfera da One Health.

[
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2.3.4.1.1 Gene mecA

O gene mecA, central na resisténcia a meticilina em SA, é de particular relevancia
nas discussdes sobre resisténcia antimicrobiana no contexto da producdo animal e
alimentos. Recentemente, estudos tém destacado a presenca e disseminacdo do gene
mecA em cepas de S. aureus isoladas de animais de producdo e produtos alimenticios
(Quijada, 2019; Zhang, 2020). Tal observacdo é premente, pois sugere a possivel

transmisséo de resisténcia ao longo da cadeia alimentar.

2.34.2 VRSA

O VRSA representa um desafio significativo a sadde publica devido a sua
resisténcia completa a vancomicina, um dos antibidticos de ultima linha utilizados para
tratar infecches graves em humanos causadas por patdgenos multirresistentes. A
resisténcia em VRSA é mediada pela aquisicdao do gene vanA, que codifica uma alteracdo
no peptidoglicano da PC bacteriana, substituindo a terminacdo D-Ala-D-Ala por D-Ala-
D-Lac (Perichon e Courvalin, 2012; Bugg et al., 1991). Esta modificacdo diminui
drasticamente a afinidade da vancomicina pelo seu alvo, resultando em uma eficécia
terapéutica nula. A transferéncia horizontal do gene vanA, ocorre frequentemente de
enterococos resistentes a vancomicina através de elementos genéticos moveis como
plasmideos, sendo o mecanismo central na disseminacao dessa resisténcia.

A resisténcia a vancomicina € encontrada em cepas de MRSA devido a aquisi¢édo
do operon vanA, que confere resisténcia a vancomicina alterando a sintese da PC para

remover o sitio de ligacdo da vancomicina (McGuinness et al., 2017).

2.3.4.2.1 GenevanA

O gene vanA € responsavel pela resisténcia a vancomicina, presente em cepas de
uma variedade de microrganismos entre eles Enterococcus sp. e S. aureus. Aquib e
Alsayegh (2022), afirmam que a transferéncia de resisténcia é extensa entre animais,

humanos e 0 meio ambiente, com pleno potencial de zoonoses, provocando prejuizos
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econémicos significativos e ameagando a sanidade animal, a seguranca dos alimentos a
salde publica.

A adaptacgdo genética é preocupante, ja que a vancomicina é utilizada amplamente
no tratamento de infec¢cbes por MRSA (Cong et al., 2020). Existem duas formas de
resisténcia a vancomicina em S. aureus: cepas de resisténcia intermediaria a vancomicina
(VISA) que tendem a surgir apés tratamentos prolongados com vancomicina, e a
heterorresisténcia, onde diferentes mutacGes conferem graus variados de resisténcia a
vancomicina dentro de uma populacdo. O tempo e a pressao seletiva, como tratamentos
prolongados com vancomicina, selecionam cepas que acumulam multiplas mutacdes,
resultando em altas MICs, isso destaca como os diferentes componentes genémicos
podem influenciar de maneira Unica a aquisicdo de resisténcia a antibiéticos, como
observado por meio do sequenciamento do genoma completo em isolados de S. aureus,

mostrando mais de 30 mutacdes diferentes (Mwangi et al. 2007).

]
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3 ARTIGO 1: PRODUCAO DE LEITE OVINO: CARACTERIZACAO DAS
PROPRIEDADES E DO MANEJO HIGIENICO-SANTARIO DA ORDENHA

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados na forma de artigo j& publicado

na Revista “Observatorio de la Economia Latinoamericana” sob o DOI:

10.55905/0elv22n7-084.

RESUMO

O leite de ovelha é uma fonte rica de nutrientes e serve como base para uma
variedade de produtos lacteos, apesar da possibilidade de ser um produto com alto valor
agregado, a producéo brasileira ainda é modesta. Este trabalho teve como objetivo a
caracterizacdo das propriedades produtoras de leite ovino, de modo a investigar as
praticas de manejo, as percepc¢des, as necessidades e as demandas dos produtores. A
caracterizacdo das unidades de producdo de leite foi realizada utilizando-se um
questionario em sete propriedades de diferentes municipios de Santa Catarina, Sdo Paulo
e Rio Grande do Sul. Os resultados destacaram uma ampla diversidade de tamanhos de
propriedades e nimero de animais. Além disso, percebeu-se contrastes entre tipos de
méo-de-obra, sistema de producéo, tendo ou ndo a ovinocultura como atividade principal.
Entre a similaridade destaca-se a ordenha mecanica e a predominancia da raca Lacaune,
bem como o desejo dos produtores em melhorarem sua producdo. Deste modo, este
trabalho fornece insights para a compreensdo do panorama da producéo de leite ovino e
direciona possiveis melhorias na gestdo e nas praticas de manejo.

Palavras-chave: Leite de ovelha, Manejo, Produtor de leite, Sanidade.

ABSTRACT

Sheep milk is a rich source of nutrients and is used for the production of a variety
of derivatives. Despite its potential as a high-value product, sheep milk production in
Brazil remains modest. This study aimed to characterize sheep milk-producing properties
in order to investigate management practices, perceptions, needs, and demands of
producers. The characterization of milk production units was carried out using a
questionnaire in seven properties located in different cities of three Brazilian states: Santa
Catarina, Séo Paulo, and Rio Grande do Sul. The results highlighted a wide diversity of
property sizes and numbers of animals. Additionally, there were contrasts between types
of labor, production systems, and sheep farming as the main activity. Among the
similarities, the use of mechanical milking and the predominance of the Lacaune breed
were highlighted, as well as the desire of farmers to improve production and quality. Thus,
this study provides important insights into the chain of production for sheep milk and
directs possible improvements in management and handling practices.

Keywords: Health, Management, Milk producer, Sheep milk
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RESUMEN

La leche de oveja es una fuente rica de nutrientes y sirve como base para una
variedad de productos lacteos. Este estudio tuvo como objetivo caracterizar las
propiedades productoras de leche ovina para investigar préacticas de manejo,
percepciones, necesidades y demandas de los productores. La caracterizacion de las
unidades de produccion de leche se llevd a cabo mediante un cuestionario en siete
propiedades ubicadas en diferentes municipios de Santa Catarina, S&o Paulo y Rio Grande
do Sul. Los resultados resaltaron una amplia diversidad de tamafios de propiedades y
numeros de animales. Ademas, hubo contrastes entre tipos de mano de obra, sistemas de
produccion y la ovinocultura como actividad principal. Entre las similitudes, se
destacaron el uso de ordenadoras mecéanicas y la predominancia de la raza Lacaune, asi
como el deseo de mejorar la producciéon. Por lo tanto, este estudio proporciona
informacién importante sobre el panorama de la produccion de leche ovina y dirige
posibles mejoras en las précticas de gestion y manejo.

Palabras clave: Leche de oveja, Manejo, Productor de leche, Sanidade.

3.1 INTRODUCAO

Em &mbito mundial o leite de ovelha além de consumido diretamente é empregado
na elaboracdo de derivados relevantes na indUstria alimenticia com potencial para atender
as demandas por alimentos funcionais. A producdo de leite e derivados constitui uma
cadeia produtiva em diferentes niveis de organizacao, que variam de acordo com o estagio
de desenvolvimento regional, tanto em formatos formais quanto informais (Bianchi et al.,
2023). No Brasil, a producéo possui potencial para se tornar um componente essencial da
agropecuaria, pela diversificacdo de produtos lacteos e pela possibilidade de ampliacédo
de renda e desenvolvimento econdémico em &reas rurais. A relevancia do setor é
evidenciada pelas mais de 20 milhGes de cabecas distribuidas por todo o pais (IBGE,
2022). A demanda por produtos lacteos de ovelha estd aumentando diante do crescente
interesse dos consumidores por alternativas aos lacteos tradicionais de origem bovina
(Heidorn et al., 2022). Esse interesse é alimentado pelo perfil nutricional do leite de
ovelha, que possui alta concentracdo de proteinas, vitaminas, calcio e outros nutrientes
essenciais e por ser considerado de facil digestibilidade para pessoas com disturbios
digestivos como a intolerancia a lactose. Portanto, é indispensavel compreender aspectos
como a qualidade e a sustentabilidade da producgéo, visando promover avangos neste
segmento. Diante do exposto, este estudo teve como objetivo caracterizar as propriedades

produtores de leite de ovelha, investigar as praticas de manejo, as percepcdes, as

]
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necessidades e as demandas dos produtores, visando contribuir para o desenvolvimento

do setor.

3.2 REFERENCIAL TEORICO

Estudos de mercado indicam um aumento na demanda por produtos como
iogurtes probidticos e enriquecidos com nutrientes especificos, devido aos seus potenciais
beneficios para a satde (Bakshi et al., 2020; Diaz et al., 2020). O leite ovino destinado a
produtos de alto valor agregado, estd ganhando cada vez mais destaque devido as suas
propriedades nutricionais e sensoriais diferenciadas. Entretanto, embora o setor apresente
potencial para o crescimento, ainda ha desafios a serem superados, como a falta de
padronizacdo nas praticas de manejo e a necessidade de maior acesso a material genético
de boa qualidade (Bianchi, 2018).

Para que essa atividade atinja seu potencial é necessario abordar desafios
estruturais e operacionais. Morantes et al. (2017) indicam que a melhoria dos processos
de producdo é altamente recomendavel, pois permite a identificacdo de falhas e a
implementacdo de acles corretivas de maneira oportuna. Esse aprimoramento pode
resultar em avancos significativos tanto nos aspectos técnicos quanto econdmicos. A falta
de padronizacdo nas praticas de manejo é um problema critico que afeta diretamente a
consisténcia da qualidade do leite ovino. Além disso, a auséncia de treinamento
especializado para trabalhadores rurais, bem como o acesso limitado a tecnologias
modernas de ordenha e equipamentos para processamento de leite, podem dificultar a
expansao do setor (Paulo e Rodrigues, 2022). Outro desafio importante esta relacionado
a sanidade dos rebanhos. A auséncia de programas sistematicos de vacinagdo e controle
de doencas pode impactar negativamente a producdo e aumentar 0s custos operacionais
(Rocha, 2016).

Gelasakis, Kalogianni e Bossis (2019) enfatizam que mesmo em paises onde a
ovinocultura leiteira é tradicional, como na Grécia, alguns produtores ndo compreendem
a importancia econdmica da implementagéo precoce de medidas preventivas apropriadas
para o controle de doencas. Concluindo que a educacéo e treinamento por profissionais é
fundamental para a sustentabilidade econdmica das fazendas e o bem-estar dos animais.

Pois a producdo leiteira, o rendimento e a composicdo do leite sdo determinados

N
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principalmente por fatores genéticos, nutricionais e condi¢cbes de manejo em que 0S
animais sdo submetidos (Legarra et al. 2014; Ogorevc et al., 2009)

Todos esses fatores tornam a producdo leiteira ovina desafiadora, diante da
dependéncia de uma série de variaveis, como mao-de-obra, manejo de ordenha e
nutricional, genética, sanidade e qualidade do leite. Deste modo, torna-se necessario 0
desenvolvimento de pesquisas que embasem a tomada de deciséo precisa, fundamental

para garantir a qualidade e a sustentabilidade da producéo de leite ovino.

3.3 METODOLOGIA

Apds a aprovacgdo pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos da
UDESC, durante o periodo de outubro de 2023 a marco de 2024, foi aplicado um
questionario em entrevistas durante visitas as propriedades ou por meio de formulario
eletronico on-line encaminhado por e-mail. Sete propriedades, distribuidas nos estados
de Rio Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC) e S&o Paulo (SP) participaram do estudo.
A selecdo das propriedades foi realizada a partir da identificacdo dos associados dos
produtores das racas leiteiras Lacaune, East Friesian ou Bergamécia listados na
Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO). Néao foi adotado critério de
selecdo com base no nimero de animais, devido a variacdo existente nos rebanhos. O
principal critério de participacdo foi a disposic¢do do produtor em colaborar com o estudo.

A coleta de dados abarcou uma gama de informac6es, desde aspectos gerais sobre
a propriedade até detalhes especificos, incluindo aspectos sanitarios, nutricionais e
praticas relacionadas a ordenha. Os dados foram submetidos ao processo de tabulagédo e
sintese e, posteriormente, analisados por meio de estatistica descritiva, visando

proporcionar uma compreensdo do panorama da produgéo no contexto investigado.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.4.1 Caracterizagdo das propriedades

A Tabela 1 mostra as sete propriedades avaliadas: 57,1% localizadas no RS,
28,6% em SC e 14,3% em SP. O tamanho das propriedades variou de 6 a 333ha. O RS
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conta com a maioria das propriedades, tal fator é atribuido por seu pioneirismo na
atividade desde a década de 90 (Brito et al., 2006).

O sistema de produgdo mais utilizado foi o intensivo (57,1%). Os sistemas
adotados sdo um fator importante na cria¢do de ovinos, os quais podem ser classificados
como intensivos, semi-intensivo e extensivo (Silva, 2018). A nivel nacional, a maioria
dos criadores utilizam semi-intensivo e extensivo, principalmente no semi-arido
nordestino (Medeiros et al., 2005). O sistema extensivo é mais simples, ja que nele os
animais sdo criados a pasto, com custo de producdo baixo, e o desempenho dos animais
depende das condicdes climaticas e da fertilidade do solo, e ainda, 0 emprego de
tecnologias € mais baixo, 0 que impacta diretamente a produtividade (Monteiro et al.,
2021).

Por sua vez, na regido Sul, hd predominancia do sistema intensivo, onde 0s
animais ficam confinados em instalacdes que permitem maior tecnificacdo e controle
ambiental. Levando em consideracdo o tamanho do pais e as particularidades de cada
regido é fundamental reconhecer que néo existe um modelo Unico ou ideal de producéo,
e sim uma variedade de abordagens que podem ser adaptadas as diferentes realidades e
objetivos dos produtores.

A ovinocultura de leite era a atividade principal em 71,4% das propriedades.
Criadores que possuem tal atividade como secundaria muitas vezes ndo adotam todas as
praticas de controle zootécnico e manejo, 0 que representa um obstaculo para a
profissionalizacio da atividade (Aquino et al., 2016). E sabido ainda que grande parte dos
produtores ndo tem como atividade principal a caprinovinocultura, o que acaba levando

a uma baixa especializagéo, independentemente da aptiddo do rebanho (Sorio, 2017).

Tabela 1: Caracterizacdo das propriedades

Propriedade UF Avrea (ha) Sistema Atividade principal Raca N° de animais
1 SC 35 Intensivo Sim Lacaune 850
2 SC 98 Intensivo Sim Lacaune 726
3 SP 12 Intensivo Sim Lacaune 850
4 RS 6 Extensivo N&o Lacaune 20
5 RS 11 Extensivo Sim Lacaune 26
6 RS 333 Extensivo Nao Lacaune 35
7 RS 29 Intensivo Sim East Frisean 45

Fonte: dados da pesquisa

71,4% dos proprietarios entrevistados possuiam graduacdo ou p6s-graduacao,

enquanto 28,6% nivel fundamental ou médio. Balsadi (2008) e Buainain; Dedecca (2010)

=X

I© P4g. 45 de 110 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00043519/2024 e o cddigo N02Q89SP.



42

consideram a escolaridade dos produtores rurais como uma representacao indireta da
competéncia destes. Kruger et al. (2021) e Paula Junior (2019) afirmam que a
produtividade tende a ser maior, quanto maior for o nivel de escolaridade, mesmo que a
formacéo académica ndo seja na area agraria. Por outro lado, os proprietarios com nivel
de escolaridade basico ou fundamental podem enfrentar desafios na implementacéo de
praticas avancadas, no uso de tecnologias modernas, e compreender aspectos complexos
da producdo, dificultando a tomada de decisGes fundamentadas e estratégicas em relacéo
ao manejo dos rebanhos e gestdo da propriedade (Figueiredo, 2014). E importante
ressaltar que a experiéncia pratica e o conhecimento adquirido ao longo do tempo sao
cruciais no sucesso da atividade, permitindo que produtores com niveis mais baixos de
escolaridade compensem essa lacuna por meio de aprendizado pratico, mentorias e
participacdo em programas de capacitacdo e extensdo rural. Brito (2022) ressalta a
necessidade de integrar ao ambiente de conhecimento cientifico os saberes praticos e
populares, provenientes de produtores rurais, de modo a dialogar com as préticas e
tradicGes daqueles que compreendem a realidade do campo, sendo possivel criar uma
abordagem coletiva com a experiéncia do campesinato.

Em relacdo ao tipo de mdo de obra, 28,6% das propriedades contavam com
trabalhadores assalariados como principal recurso humano, 42,9% dependiam da méo de
obra familiar, e o restante utilizava tanto familiar, quanto contratada. A eficécia da méo
de obra familiar desempenha uma contribuicao crucial na reducdo de custos operacionais
e no aumento da produtividade em propriedades rurais. E importante ressaltar a reducéo
dos custos de gerenciamento e supervisdo da mdo de obra familiar, bem como a
diminuicdo dos custos operacionais associados ao uso de trabalhadores familiares, que
possuem incentivos diretos para evitar o desperdicio. Além disso, destaca-se a maior
produtividade alcangada em tarefas delicadas de manuseio e aten¢do, em comparacao
com o trabalho assalariado e, por fim, a melhor qualidade do produto obtida quando os

proprios interessados estdo envolvidos (Buanain, Romeiro e Guanzirol, 2003).
3.4.2 Rebanhos
A raca Lacaune foi predominante em 85,7% das propriedades (Tabela 1),

evidenciando sua relevancia na producdo de leite. A Lacaune, originaria da Franca, é

reconhecida por sua alta capacidade leiteira e pela qualidade do leite produzido (Barillet
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et al., 2001; Figueira et al., 2018; Li et al., 2022; Zvonko et al., 2022). A Associagédo
Brasileira de Criadores de Ovinos Leiteiros (ABCOL) salienta que os ovinos Lacaune
destacam-se por sua adaptacdo a diferentes ambientes, e apresentam rusticidade e
resisténcia a doencas. Alem disso, possuem uma média de producéo anual que pode variar
de 300 a 600 litros por animal. Entretanto, um dos fatores criticos da atividade esta
relacionado ao alto custo para aquisi¢ao desses animais e a baixa disponibilidade de ragas,
que se limita entre Lacaune e East Friesian (Bianchi e Morais, 2016).

Quanto aos plantéis, 42,9% possuiam mais de 700 animais, enquanto 57,1% eram
menores que 50 animais (Tabela 1). A diversidade de escalas de producdo entre as
propriedades participantes destaca a heterogeneidade das estruturas. Em propriedades que
contam com um menor rebanho, uma alternativa para a viabilidade econdmica da
atividade é a criacdo de cordeiros e ovelhas leiteiras para reposicédo do rebanho, além da

producdo de leite em si (Bianchi et al., 2023).

3.4.3 Manejo nutricional

No manejo nutricional, observou-se uma diferenciacdo entre as praticas
adotadas. Enquanto 28,6% dos proprietarios alimentavam seus animais exclusivamente
com silagem e concentrados - 71,4% além do fornecimento de silagens e concentrados,
permitiam aos animais 0 acesso a pastagens, como o campo nativo. O manejo nutricional
pode influenciar significativamente o desempenho produtivo, impactando ndo apenas a
producdo de leite, mas também a salde e o bem-estar dos animais. Ao comparar a
producéo de leite de ovelhas mantidas a pasto ou confinadas, Queiroz (2008) afirma que
mesmo que o confinamento tenha resultado em maior producdo e, consequentemente,
receita mais elevada, isso ndo foi suficiente para gerar lucros mais significativos,
considerando-se o custo da méo de obra para alimentagéo e limpeza das baias, o que eleva
as despesas desse sistema. De todo modo, o autor ressalta que os resultados poderiam ser
diferentes com um ndmero maior de animais ou com ovelhas de maior produtividade,
corroborando a ideia de que o produtor pode adotar ambas as técnicas, aproveitando as

pastagens quando estdo em abundancia e utilizando o confinamento durante a estiagem.
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3.4.4 Manejo sanitario

A utilizac&o criteriosa de antibidticos é uma pratica em 100% das propriedades,
sendo estes empregados apenas quando necessario. Entre os antibiéticos mais utilizados
estdo a penicilina, enrofloxacina e sulfas. Segundo Costa (2013), o uso de antibidticos na
ovinocultura de leite faz-se necessario para o tratamento de enfermidades como a mastite.
A penicilina, um antibidtico beta-lactamico, é frequentemente empregada no tratamento
de infeccBes bacterianas, atuando contra uma ampla variedade de patdgenos. A
enrofloxacina, pertencente a classe das fluoroquinolonas, apresenta eficacia contra
infeccdes causadas por bactérias gram-negativas e algumas gram-positivas. Ja as sulfas,
sdo amplamente utilizadas no controle de infec¢Bes bacterianas, agindo como inibidoras
do metabolismo bacteriano. A utilizagdo desses antibioticos requer cautela, visando evitar
a resisténcia bacteriana e a presenca de residuos nos produtos lacteos, que podem
representar riscos a saude publica (Wemette et al., 2020).

Do mesmo modo, todas as propriedades eram adeptas ao calendario vacinal,
adotando a vacinacgao correspondente a cada categoria. Tal prética é primordial para
prevenir o surgimento de doencas no rebanho. A adocdo de um calendéario vacinal é
crucial para determinar o momento adequado para a administracdo das vacinas,
garantindo a eficacia da imunizagdo e a sanidade do rebanho. Essa abordagem, ndo apenas
protege 0s animais contra doencas especificas, mas também sustenta a rentabilidade e a
viabilidade da atividade (Rocha, 2016).

Quanto a realizacdo de exames laboratoriais, 42,9% realizavam exames por
conta prépria, sendo que 14,3% eram parceiras de universidades, onde esporadicamente
académicos e docentes realizavam coletas de material para pesquisa e posteriormente
informavam os resultados. A auséncia deste monitoramento regular pode representar um
desafio para a detecgé@o precoce de doencas e a implementacdo de medidas preventivas
adequadas. A parceria com universidades para realizacdo de exames laboratoriais
demonstra uma iniciativa positiva, possibilitando o0 acesso a recursos técnicos e
cientificos especializados, contribuindo para a melhoria da gestéo sanitaria e a tomada de
decisdes embasadas em evidéncias cientificas. Entre os exames realizados, estava 0 OPG
(ovos por grama) das fezes que tem grande importancia para o controle efetivo da carga
parasitaria nos ovinos. As endoparasitoses retardam o crescimento, prejudicando o

desempenho reprodutivo e afetando a producao de leite das fémeas durante a lactacao,
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além de aumentar as taxas de mortalidade, o que traz impactos econdmicos para 0s
criadores (Costa, 2009; Falasca et al., 2023)

Apenas 57,1% das propriedades contavam com assisténcia técnica veterinaria. A
auséncia de um acompanhamento especializado pode acarretar consequéncias negativas
para a producdo, tais como dificuldades na identificacdo e manejo adequado de doencas,
desafios na implementacdo de préticas de manejo nutricional e sanitario eficazes, e até

mesmo limitagdes na otimizagdo do desempenho reprodutivo e produtivo do rebanho.

3.4.5 Manejo de ordenha

A ordenha mecénica adotada em todas as propriedades oferece vantagens em
termos de eficiéncia e produtividade. (Dias, Beloti e Oliveira, 2020; Marie-Etancelin et
al., 2006; Romero et al., 2020). No entanto, a fim de garantir a qualidade do leite e
minimizar a contaminagdo microbioldgica é necessdria a adequada manutencdo e
higienizagéo dos equipamentos (Stroher, Santos Jr. e Salazar 2023).

Em 57,1% das propriedades foi observado gue as ovelhas tinham contato com o
pastejo antes da ordenha. Esse contato deve ser acompanhado do monitoramento da
qualidade e da lotagdo das pastagens de modo a garantir que o ambiente esteja livre de
contaminacdo por parasitas intestinais que podem prejudicar a qualidade do leite
(Amarante, Ragozo e Silva, 2014). Queiroz et al. (2012) compararam a incidéncia de
mastite em ovelhas mantidas em pasto e confinamento e notaram que 35,3% das ovelhas
mantidas em confinamento apresentaram mastite, enquanto as mantidas em pastagem
apenas 28,6% foram acometidas pela infeccdo. Concluindo que, provavelmente, as
ovelhas confinadas ficaram mais expostas aos agentes contaminantes, ja que eram
mantidas em baias e a cama pode favorecer a contaminacdo. Ao sairem da sala de
ordenha, o esfincter dos tetos encontra-se aberto, e normalmente apds o manejo 0s
animais deitam-se, o que predispde a maior chance de infeccao (Paulo e Rodrigues, 2022).
Porém, as ovelhas com acesso ao pasto, ao sair da sala de ordenha, procuram
imediatamente a pastagem e iniciam o pastejo (Queiroz, 2008).

Em 57,1% das propriedades apesar da realizacdo do descarte dos primeiros trés jatos
de leite, ndo ocorria a adogdo da pratica do pré e pos-dipping. A implementacdo de
medidas de manejo da ordenha, como o descarte dos trés primeiros jatos, a lavagem dos

utensilios de ordenha e o pré-dipping, resultou em uma reducdo média de 87,0% na
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contagem bacteriana total e de 51,9% na contagem de células somaticas (Vallin et al.,
2009). A desinfeccdo dos tetos ap0s a ordenha auxilia a manuten¢éo da satde do ubere e,
por consequéncia, na qualidade do leite (Dias, Beloti e Oliveira, 2020; Locatelli et al.,
2023; Romero et al., 2020). A falta de implantacdo de praticas como essas pode ser
contornada com a introducdo de boas praticas pelos produtores, derivadas de iniciativas
efetivas por parte da Unido que promovam o desenvolvimento de a¢Bes voltadas a
assisténcia técnica e a capacitagdo (Cruz et al., 2019).

34.6 Leite

O estudo revelou que 28,6% das propriedades possuiam informagdes sobre a
qualidade do leite, obtidas por meio de analises laboratoriais realizadas pelos laticinios.
Além disso, 71,4% das propriedades relataram que a qualidade do leite nos trés altimos
meses estava de acordo com as Instru¢fes Normativas n°76 e n°77 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2018).

A qualidade do leite esta diretamente relacionada a seguranca alimentar e a
reputacdo do produto. No entanto, a avaliacdo sistematica da qualidade do leite nem
sempre é realizada por todos os produtores. A qualidade do leite pode ser influenciada
por fatores como saude e nutri¢do do rebanho, as praticas de manejo durante a ordenha e
0 armazenamento adequado do leite. A realizacdo de analises laboratoriais periddicas
permite a deteccdo precoce de problemas de qualidade, como contaminacdo por
microrganismos, presenca de residuos medicamentosos e teores de gordura e proteina. De
acordo com Vieira et al. (2021), por vezes a ado¢do de simples praticas, corretamente
aplicadas na rotina da propriedade, séo capazes de trazer melhorias a qualidade do leite.

No Brasil, as Instru¢cbes Normativas n°76 e n°77 do MAPA (Brasil, 2018)
estabelecem diretrizes regulatdrias visando garantir a qualidade e seguranga do leite.
Todavia, € importante destacar que ndo existem regulamentacdes especificas para o leite
ovino, sendo uma lacuna a ser considerada, ja que pode resultar em uma falta de padrdes
para esse produto. Portanto, é crucial que sejam desenvolvidas regulamentacGes
especificas para o leite ovino, garantindo qualidade e seguranga, e promovendo 0
desenvolvimento da atividade com um produto competitivo e confiavel no setor lacteo.

Entretanto, a falta de monitoramento regular da qualidade do leite, mesmo que

seguindo a legislacao especifica para bovinos ou a Instru¢do Normativa n° 37, que aprova
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0 Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Leite de Cabra (Brasil, 2000), pode
mascarar problemas subjacentes que, se ndo forem identificados e corrigidos a tempo,
afetardo negativamente a salude publica e a viabilidade econémica. Nesse sentido, €
indispensavel que os produtores de leite ovino adotem praticas de monitoramento da
qualidade, incluindo analises laboratoriais regulares, conforme recomendado pelas
autoridades sanitarias e 6rgdos reguladores.

A auséncia de pasteurizacdo em 42,9% das propriedades pode expor 0s
consumidores a riscos desnecessarios, considerando que o leite cru pode ser veiculo de
patogenos (Alegbeleye et al., 2018; Nespolo, Taffarel, Brandelli, 2009). Tais resultados
evidenciam a importancia do manejo higiénico-sanitéario da ordenha na producdo de leite
ovino. A diversidade de praticas sugere oportunidades de melhorias e colaboragdes para

impulsionar o desenvolvimento sustentavel da industria.

3.4.7 Oportunidades de melhoria na atividade

Quando indagados se possuiam conviccdo quanto a possibilidade de melhorias
da producdo de modo geral, a resposta dos produtores foi unanime (100%). Entre as
demandas citadas pelos produtores a necessidade de uma melhor genética disponivel, para
que seja possivel a selecdo de animais com caracteristicas produtivas desejaveis.

Quanto a preocupacdo com a opinido e o conhecimento dos envolvidos na rotina
diaria da atividade no processo de formulacdo de normativas e legislacdes destacada por
14,6%, revela a importancia da participacdo ativa dos produtores na tomada de decisfes
que impactam diretamente o setor. Belanche (2021) corrobora afirmando que na produgéo
de ovinos as visdes e percepcdes dos atores relevantes precisam ser consideradas para
alcancar resultados significativos por meio da interacdo multidirecional de conhecimento
entre pesquisadores, tomadores de decisao e outros beneficiarios da ciéncia.

57,1% das propriedades recebiam assessoria de veterinarios ou zootecnistas,
enquanto as demais ndo contavam com esse suporte técnico. A falta de assessoria técnica
é um ponto critico, que evidencia a necessidade de suporte profissional para aprimorar a
gestdo e a eficiéncia da producdo. De acordo com Pacheco et al. (2023) a presenca da
assisténcia técnica nas propriedades leiteiras permite a evolucdo do desempenho
econémico da propriedade e da cadeia produtiva. Ja as parcerias com instituicoes

académicas, como universidades é enriquecedora para ambos os lados como visto em um
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estudo conduzido por Savi et al. (2022), com propriedades produtoras de leite bovino
onde foi observado que a colaboracdo entre produtores e académicos € considerada
benéfica para a producdo, uma vez que a parceria propicia discussdes técnicas que podem
resultar em melhorias nos indices de produtividade e renda. Ademais, essa sinergia reflete
no bem-estar e na salde dos animais, uma vez que as praticas e técnicas aprimoradas
resultam em melhores condi¢Oes da producéo. Silva et al. (2020) afirmam que quando os
produtores recebem orientagGes técnicas e informagdes praticas de manejo, eles obtém o
suporte necessario para desenvolver suas atividades de maneira eficaz e produtiva. 1sso
resulta em rebanhos com potencial competitivo no mercado.

Considerando a necessidade destacada pelos produtores (28,6%), as otimizagdes
nos manejos nutricionais, englobam a expansdo da capacidade de armazenamento de
forragens e aprimoramento do uso das pastagens. Essas medidas visam potencializar a
utilizacdo dos recursos disponiveis, garantindo um fornecimento continuo e de alta
qualidade ao longo do ano, com o intuito de reduzir a dependéncia de fontes externas e
0s custos correlatos. As intervengdes nutricionais em pequenos ruminantes desempenham
um papel essencial na producdo de laticinios, pois possibilitam modificacbes na
composicdo de gordura, perfil de acidos graxos e caracteristicas sensoriais do leite
(Ponnampalam et al., 2023).

Sendo assim, as consideragdes dos produtores destacam a complexidade e a
interdependéncia de diversos fatores que influenciam a producéo de leite ovino. A busca
por melhorias genéticas e sanitarias, aliada a participacdo ativa dos produtores na
formulacdo de politicas e a disponibilidade de assessoria técnica especializada, séo
elementos-chave para impulsionar o setor e promover um crescimento sustentavel e
qualitativo na producdo de leite ovino. Essas questbes devem ser consideradas no

desenvolvimento de estratégias e politicas que visam fortalecer e otimizar a atividade.

3.5 CONCLUSAO

Em suma, este estudo oferece percepcOes sobre a produgéo de leite ovino e suas
particularidades; destacando areas de oportunidade para aprimoramentos nas praticas de
manejo higiénico-sanitario na ordenha, como a adocao da préatica do descarte dos trés

jatos de leite, e do pré e p6s-dipping, bem como melhorias na sanidade do rebanho, com
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a realizacao de exames laboratoriais e 0 acompanhamento das atividades por profissionais
médico-veterinarios ou zootecnistas. Os produtores expressaram sua aspiracao de aprazar
a atividade, seja por meio do acesso a material genético, implementacdo de manejo
nutricional mais eficiente e orientacdo profissional. Estes dados ressaltam a necessidade
de uma abordagem integrada e participativa, envolvendo produtores, profissionais,
extensionistas, pesquisadores e autoridades para fomentar praticas sustentaveis na

ovinocultura de leite.

(03]
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4 ARTIGO 2: QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE OVINO:
AVALIACAO FENOTIPICA E GENOTIPICA DE Staphylococcus aureus

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados na forma de artigo a ser

submetido a Revista Pesquisa Agropecudria Brasileira.

RESUMO: A producéo de leite ovino apresenta crescente demanda no Brasil, sendo que
a regido sul se destaca na exploracdo da atividade e producao de derivados. Este estudo
investigou a qualidade microbioldgica do leite ovino, focando na expressao fenotipica de
resisténcia a antimicrobianos e deteccdo de genes relacionados a producdo de
enterotoxina e resisténcia a antibidticos em amostras de leite cru coletadas de duas
propriedades nos municipios de Lageado Grande (P1) e Chapec6 (P2), no oeste de Santa
Catarina. As amostras (n=20) foram submetidas a analises de pH, contagem de bactérias
totais, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, coliformes totais, bolores, leveduras,
além da deteccdo de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes. Os isolados de S. aureus
obtidos foram analisados quanto a sua sensibilidade frente a dez antimicrobianos:
cloranfenicol (30ug), eritromicina (15upg), linezolida (10pg), oxacilina (1pg),
vancomicina (30ug), penicilina G (10ug), cefoxitina (30ug), gentamicina (10ug),
amoxicilina + &cido clavulanico (30pg) e clindamicina (2ug). Paralelamente, avaliou-se
a amplificacdo de dois genes de resisténcia aos antimicrobianos (mecA e vanA) e dois
genes de producdo de enterotoxinas estafilocdcicas (sea e see). Os resultados laboratoriais
indicaram que ndo houve diferenca significativa (p<0.05) para os valores de pH,
contagem bacteriana total, contagens de S. aureus, B. cereus e laticas entre as
propriedades, do mesmo modo, em ambas houve auséncia de patdégenos como E. coli,
Salmonella sp. e L. monocytogenes. As contagens de coliformes totais, bolores e
leveduras apresentaram diferenca significativa (p<0.05) entre as propriedades, sendo
maiores na P1. Um total de 60,0% das amostras de leite apresentou contagem de S.
aureus. A resisténcia bacteriana geral encontrada através do teste de disco difusdo foi de
83,3%, com 75% para vancomicina, 8,3% para penicilina G e oxacilina, e sem resisténcia
aos demais antimicrobianos. A analise genotipica ndo detectou a amplificagdo dos genes
de resisténcia mecA e vanA ou dos genes produtores de enterotoxinas sea e see. A
variabilidade nas contagens bacterianas sugere que as praticas de manejo adotadas
interferem na qualidade microbioldgica do leite. A auséncia de genes de resisténcia,
combinada com os resultados fenotipicos, sugere que a resisténcia pode estar relacionada
a outros mecanismos genéticos. Sendo assim, o estudo destaca a importancia de praticas
rigorosas de higiene e monitoramento continuo para garantir a seguranca do leite ovino e
a saude publica.

Palavras-chave: Leite de ovelha; Resisténcia bacteriana; Qualidade do leite;

Vancomicina.
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4.1 INTRODUCAO

A producéo de leite ovino no Brasil desponta como uma atividade com potencial
econémico significativo, impulsionada pelo crescimento consistente do rebanho,
especialmente na regido Sul do pais, onde as condicdes climaticas favorecem a criagédo
de ovinos leiteiros (Munieweg et al., 2017). Embora reconhecido pelas suas propriedades
nutricionais diferenciadas e pelo potencial na producdo de queijos de alta qualidade, o
leite de ovelha ainda enfrenta limitacGes no seu consumo em larga escala em algumas
regides do Brasil. A falta de especializacdo e tecnificacdo na producéo, aliada a auséncia
de protocolos padronizados em sistemas de pequena escala, representa obstaculos para a
plena exploracdo desse nicho de mercado (Bianchi, 2018). Essa falta de padronizacao
aumenta o risco de contaminacdo microbioldgica, destacando a necessidade premente de
regulamentacfes e praticas mais rigorosas para garantir a seguranca e a qualidade do leite
ovino. A contaminac¢do bacteriana do leite, tanto de forma enddgena quanto exdgena, é
uma preocupacdo central (Fusco et al., 2020). Nesse contexto, a higiene no manejo de
ordenha e o controle das condigdes sanitarias emergem como fatores cruciais que
influenciam diretamente a qualidade do produto.

O Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) dos Estados Unidos, afirma
que alimentos manuseados apds o cozimento, representam um maior risco de causar
intoxicacdo alimentar, pois esses alimentos podem conter enterotoxinas produzidas por
Staphylococcus sp., sem apresentar qualquer alteracdo perceptivel no sabor ou na
aparéncia, o0 que torna os consumidores mais suscetiveis a contaminacdo (CDC, 2023).
Além do potencial de causar intoxicacdo alimentar, hd uma preocupacao crescente com a
presenca de cepas de Staphylococcus resistentes a meticilina (MRSA), comumente
encontradas em animais de producéo e, consequentemente, nos alimentos. Essa situacdo
pode agravar os casos de intoxicacdo alimentar e contribuir para a disseminagdo da
resisténcia aos antimicrobianos (EFSA, 2009).

A deteccdo de microrganismos patogénicos e resistentes a antimicrobianos e
produtores de enterotoxinas estafilocdcicas em produtos lacteos reforca a importancia da
implementacdo de medidas rigorosas de prevengdo em toda a cadeia produtiva, visando
a seguranca alimentar e a protecdo da satde publica.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiologica do

leite ovino cru, com foco na quantificacdo, isolamento e caracterizacdo fenotipica e

(0}

I© P4g. 55 de 110 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00043519/2024 e o cddigo N0O2Q89SP.



52

genotipica de S. aureus, a partir de amostras coletadas em duas propriedades rurais com

producdo de ovinos leiteiros na regido Oeste de Santa Catarina.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas no més de outubro de 2023 em duas propriedades do
Oeste catarinense, localizadas nos municipios de Chapeco e Lageado Grande, ambas com

sistema de ordenha mecanica.
4.1.1 Coleta de leite

No dia da coleta realizou-se a afericdo da temperatura ambiente, bem como
umidade relativa, com auxilio de termohigrometro. Na propriedade 1, a temperatura era
de 20,3°C e a umidade relativa em torno de 81%. Ja na propriedade 2 os valores eram de
13,3°C e 77%, respectivamente. A coleta do leite cru foi realizada diretamente na
tubulacédo antes da chegada ao tanque de refrigeracdo, com aproximadamente 80 mL de
leite coletados em frascos estéreis, sendo que cada amostra representava a ordenha
coletiva dos animais alojados em uma mesma baia, com numero variando entre 12 a 24
ovelhas. Os frascos devidamente identificados foram armazenados sob refrigeragcdo em
caixas isotérmicas e transportadas ao Laboratério de Biologia Molecular, Microbiologia
e Imunologia (LABMIM) da UDESC, onde foram avaliados os parametros

microbiologicos.

4.1.2 Analises de pH

No laboratério, apds a homogeneizagdo, realizou-se a analise de pH das amostras
de leite ovino com pHmetro marca Alfakit, modelo AT-315, calibrado previamente. Os

resultados foram expressos em média.

4.1.3 Analises microbioldgicas

As avaliacOes laboratoriais do leite cru foram conduzidas no dia da coleta,

seguindo uma abordagem meticulosa para minimizar fatores que poderiam influenciar o
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processo. No laboratorio os frascos contendo as amostras foram higienizados com solucao
de alcool 70% e homogeneizadas anteriormente a realizacdo das andlises.

Em cada amostra de leite cru foram avaliadas a contagem bacteriana total pela
metodologia tradicional e as contagens de S. aureus, bolores e leveduras, coliformes totais
e termotolerantes, utilizando a metodologia comercial Petrifilm™. As analises de
Salmonella sp. e Listeria monocytogenes. seguiram a metodologia padréo-ouro conforme
a ISO 6579 e ISO 11290, respectivamente. Para as contagens de B. cereus, conforme
preconizado nos “Métodos Oficiais para Analise de Produtos de Origem Animal”
(BRASIL, 2022), seguiu-se a metodologia da 1ISO 7932:2004.

Na avaliagdo da Contagem Bacteriana Total empregando o meio de cultura PCA
(Plate Count Agar), de acordo com a metodologia 1SO 4833-1:2015. O procedimento de
diluicdo do leite cru em BPW (&gua peptonada tamponada). As diluicdes de 1:10 e 1:100
foram realizadas, e posteriormente, 1000 uL de cada diluicdo foram distribuidos em
placas, utilizando a técnica de plaqueamento em profundidade (pour plate). As placas
foram incubadas de forma invertida em estufa a 37°C por um periodo de 48 horas. Ap6s
o ciclo de incubacéo, procedeu-se a contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC)
presentes nas placas de ambas as dilui¢Ges, de acordo com a ISO 14661:2005 e o resultado
expresso em UFC/mL.

Para as analises de Coliformes Totais e coliformes termotolerantes (EC) (Figura
3), S. aureus (STX) e Bolores e leveduras (YM), utilizou-se a técnica de analise
microbioldgica utilizando Petrifilm™ consiste na utilizacdo de filmes plasticos de agar
prontos para o0 uso, revestidos com um meio de cultura seletivo e indicador de coldnias
microbianas. Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas, em seguida, 1 mL de leite
cru foi inoculado a superficie do filme Petrifilm™, que foi entdo selado e incubado em
condigdes recomendadas pelo fabricante, permitindo o crescimento microbiano. As
colbnias resultantes foram contadas e interpretadas de acordo com as caracteristicas
especificas do meio seletivo, facilitando a identificacdo e enumeracéo de diferentes tipos
de microrganismos presentes na amostra. Para a anélise de S. aureus apés o periodo de
incubacéo foi adicionado o Disco STX e realizada incubacdo por mais trés horas. Apds o
periodo em questdo as colbnias que apresentaram o desenvolvimento de uma zona de

coloracéo rosada foram contadas.
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Figura 3: Contagem de coliformes totais e termotolerantes
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Fonte: da autora

A metodologia adaptada da norma ISO 6579 para deteccdo de Salmonella
envolveu etapas subsequentes. Ap6s a incubacdo em BPW por 18-24 horas a 37°C, as
amostras foram submetidas a um enriquecimento em meio seletivo, Caldo Rappaport-
Vassiliadis (RVS), sendo incubadas a 42°C por 18-24 horas, permitindo o crescimento
seletivo de Salmonella sp. Ap6s o enriquecimento, as culturas foram transferidas para o
meio de isolamento Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), e incubadas a 37°C por 24
horas para a diferenciacéo e selecdo de coldnias suspeitas. As colnias suspeitas foram
posteriormente submetidas a testes bioquimicos e soroldgicos para confirmacdo da
presenca de Salmonella sp., com o uso de meios como Agar Triptofano Lisina e testes de
aglutinacdo. O procedimento segue critérios estritos para confirmacéo, baseando-se na
morfologia das coldnias, reacdes bioquimicas e caracteristicas sorolégicas, garantindo a
precisdo e confiabilidade na deteccdo do patogeno.

A metodologia de deteccdo de L. monocytogenes, conforme a norma ISO 11290,
também segue um protocolo especifico. Inicialmente, a amostra foi submetida a um
enriguecimento em meios seletivos, como o Caldo Half Fraser e Caldo Fraser, e incubada
a 30°C por 24 horas, possibilitando o crescimento seletivo do patdgeno. Apds esse
periodo, a cultura foi transferida para meios de isolamento, como Agar ALOA (Agar
Listeria Ottaviani Agosti) e Agar Palcam, sendo incubada a 37°C por 48 horas,
permitindo a diferenciacdo e selecdo de coldnias suspeitas. Estas colnias suspeitas
passaram por testes bioquimicos e soroldgicos para confirmacdo de L. monocytogenes,

incluindo testes de hemolise, catalase, entre outros.
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Para a contagem de B. cereus seguiu-se a 1ISO 7932:2014, onde 0,1 mL de leite
cru de cada uma das amostras foi inoculada na superficie do meio seletivo Agar de
Manitol Yolk Polimixina (MYP), conforme Figura 4 e espalhadas uniformemente com
uso de uma al¢a de Drigalski. As placas foram incubadas a uma temperatura de 30°C por
um periodo de 48 horas. Apos o periodo de incubacdo, as colonias tipicas de B. cereus
foram contadas e seguiram para a etapa de confirmacéo em &gar Sangue, incubado por 24
horas a 30°C. Com base na contagem de col6nias e nas dilui¢fes utilizadas foram

calculadas as concentracdes de B. cereus nas amostras, expressas em UFC/mL.

Figura 4: Agar MYP para contagem de B. cereus

e

Fonte: da autora

Em uma placa de Agar Sangue foram adicionados 100ul de leite cru, e com auxilio
de uma alga de Drigalski a amostra foi espalhada sobre a placa. O &gar sangue foi
incubado a 37°C por 24 horas, posterior foi realizado a contagem e a caracterizacdo
quanto coloracdo, morfologia, aspecto e tamanho das coldnias crescidas, além da
presenca ou auséncia de hemolise. As coldnias suspeitas de lactobacilos isoladas em Agar
Sangue, foram repicadas para BHI que foi incubado por 24 horas a 37°C, posteriormente
1 mL desse caldo foi inoculado em uma placa com adicdo por pour plate de agar De Man,
Rogosa e Sharpe (MRS). As placas foram entdo incubadas em jarras de anaerobiose por
48 horas a 37°C. Ap0s a incubacéo, as col6nias foram contadas e submetidas as provas
de catalase e coloragdo de Gram.
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4.1.4 S.aureusem leite ovino

Os isolados bacterianos previamente identificados como S. aureus no Petrifilm
STX, foram armazenados com o uso da técnica de congelamento convencional. Essa
técnica consiste na preservacdo dos agentes microbioldgicos em agar triptona de soja
(TSA) adicionado de glicerol, por meio do congelamento a -20°C. Posteriormente, as
cepas preservadas foram reativadas e submetidas a confirmac&o microscopica por meio

da coloragéo de Gram, testes de catalase e coagulase.

4.1.4.1 Coloracéo de Gram

A coloragdo de Gram, desenvolvida por Christian Gram em 1884, é um método
de coloracéo diferencial fundamental para a microbiologia, permitindo a distingdo entre
os dois principais grupos de bactérias: Gram-positivas e Gram-negativas. Essa
diferenciacéo baseia-se nas propriedades fisico-quimicas da PC bacteriana, que impactam
na retencdo do corante cristal violeta durante o processo de coloracdo (Prescott et al.,
2018).

As bactérias Gram-positivas, como o0s estafilococos apresentam uma estrutura
complexa em sua PC, que é composta por peptidoglicano, &cidos teicdicos e outros
componentes. O peptidoglicano é um polimero rigido e poroso que permite a retencdo do
cristal violeta durante a coloracdo (Jawetz; Melnick e Adelberg, 2022). Essa retengédo
resulta na cor violeta caracteristica das células Gram-positivas apés a aplicacédo de lugol

como mordente e a subsequente descoloracdo com alcool-acetona (Tortora et al., 2019).

41.4.2 Teste de catalase

Para conduzir o teste de catalase, uma aliquota proveniente do TSA com adicéo
de glicerol foi transferida para uma placa de TSA e incubada overnight a temperatura de
37°C. Posteriormente, uma pequena quantidade de col6nia bacteriana foi transferida para
uma lamina de vidro. A seguir, uma gota de perdxido de hidrogénio (H202) a 3% foi
adicionada a colonia na lamina, e a reacdo observada (Zurita; Mejia e Guzman-Blanco,
2010). A interpretacdo dos resultados baseou-se na presenga ou auséncia de
efervescéncia. Cepas catalase-positiva apresentaram efervescéncia resultante da liberagéo

de oxigénio, indicando a atividade da enzima catalase.
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4.1.4.3 Teste de coagulase

Para confirmagao adicional dos isolados do Petrifilm STX, realizou-se o teste de
coagulase, onde uma aliquota proveniente do meio de cultura TSA com adi¢&o de glicerol
foi transferida para o caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubada overnight a
temperatura de 37°C. Em seguida, foram adicionados 0,1 mL da suspenséo bacteriana ao
tubo de ensaio, juntamente com 0,3 mL de plasma de coelho reidratado (Laborclin).
Procedeu-se a uma nova incubagdo overnight a 37°C, durante a qual a formacdo de
coagulos foi observada como indicativo da presenca da enzima coagulase produzida por
S. aureus (Zurita; Mejia e Guzman-Blanco, 2010). Como controle positivo utilizou-se a
cepa padrdo ATCC 25923. A auséncia de coagulos foi interpretada como um resultado
negativo para o teste, sugerindo a inexisténcia da enzima coagulase no isolado em analise.

Esse resultado contribui para a caracterizacdo fenotipica da cepa.

4144 Perfil de sensibilidade antimicrobiana

O teste foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto SENAI de
Alimentos e Bebidas em Chapec6-SC. O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das
cepas de S. aureus isoladas foi determinada por meio da metodologia aprovada pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018) e pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003) que consta na IN M-2 A-8 de Padronizagdo dos
Testes de Sensibilidade aos Antimicrobianos por Disco-difuséo.

Foram testados 27 isolados de S. aureus provenientes de 12 amostras (P1= 4,
P2=8), frente a dez antibidticos com diferentes mecanismos de acdo, sendo eles:
cloranfenicol (30ug), eritromicina (15ug), linezolida (10ug), oxacilina (1pg),
vancomicina (30ug), penicilina G (10ug) e cefoxitina (30ug) (Laborclin), gentamicina
(10ug) (Cecon), amoxicilina + &cido clavulanico (30ug) e clindamicina (2ug) (Sensifar).
Uma suspensdo bacteriana foi diluida para padrbes de turbidez de MacFarland de 0,5 e
inoculadas, com auxilio de swab, na superficie de MHA (Kasvi) Ap6s 20 horas de
incubacéo a 35+2°C as placas MHA (agar Muller-Hinton) foram submetidas a leitura do
teste quanto a presenca de um halo de inibicdo de crescimento bacteriano com o auxilio
de uma régua (Figura 5) e foram classificados de acordo com padrdes descritos pelo CLSI
(2020), de acordo com a Tabela 2, classificando os isolados de S. aureus em sensiveis ou

resistentes, sendo que as amostras que apresentaram perfil intermediario foram
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consideradas sensiveis (ANVISA, 2003). Para a deteccdo fenotipica do MRSA, utilizou-

se a mesma metodologia com adicdo de 4% de NaCl no MHA, conforme recomendado

pelo guia. Utilizou-se uma cepa S. aureus ATCC® 25923 como controle.

Figura 5: Leitura do perfil de sensibilidade antimicrobiana

Tabela 2: Zonas de inibi¢ao avaliadas pelo diametro dos antimicrobianos utilizados

Fonte: da autora

Zona de Inibicdo (mm)

Classe Antimicrobiano
Resistente  Intermediario Sensivel

Amoxicilina + clavulonato >29 - <28
Penicilinas Penicilina G >28 - <29

Oxacilina >17 - <18
Oxazolidinonas Linezolida >20 - <21
Glicosideos Vancomicina >21 - <17
Aminoglicosideo  Gentamicina >12 13-14 <15
Fenicois Cloranfenicol >12 13-17 <18
Macrolideos Eritromicina >13 14-22 <23
Lincosamidas Clindamicina > 14 15-20 <21
Cefalosporinas Cefoxitina >22 - <21

Fonte: CLSI (2020).
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4.1.45 Extracdo de DNA do S. aureus

As colbnias de S. aureus obtidas em BP foram suspensas em 200 pL de PBS
(Phosphate-Buffered Saline) 1X e homogeneizadas em um vortex até a diluicdo completa.
A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit DNeasy Powersoil Pro (Qiagen, Hilden,
Alemanha). De acordo com as instrugdes do fabricante, as colnias de S. aureus foram
lisadas em 180 pL de tampéo de lise composto por lisozima 20 mg/mL por 30 minutos a
37°C. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 5000g por 10 minutos para
concentrar as bactérias. O pellet obtido foi suspenso em 180 pL de lisozima (20 mg/mL)
e incubado a 37°C por 30 minutos. Em seguida, 20 pL de proteinase K e 800 pL da
solucdo CD1 foram adicionados. As amostras foram agitadas em vortex horizontal por 7
minutos. Apos a agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 15000g por 1 minuto para
separar o sobrenadante. Aproximadamente 600 uL do sobrenadante foram transferidos
para um novo microtubo de 2 mL e incubados a 56°C por 30 minutos, seguido de uma
incubacéo a 95°C por 15 minutos. Depois, as amostras foram novamente centrifugadas
por 30 segundos a 15000g. Para a purificacdo do DNA, foram adicionados 200 L de
CD2 as amostras, seguidos de uma agitacao rapida em vortex por 5 segundos. As amostras
foram centrifugadas a 150009 por 1 minuto, e 0 sobrenadante (aproximadamente 700 uL)
foi transferido para um novo microtubo. Para precipitar o DNA, foram adicionados 600
pL de CD3, seguidos de agitagdo em vortex por 5 segundos. Em seguida, 650 pL do
lisado foram transferidos para uma coluna MB Spin, onde ocorreu a separacdo do DNA
por centrifugacdo. Apos a centrifugacdo por 1 minuto a 15000g, o fluxo foi descartado e
0 restante do lisado foi transferido para a coluna MB Spin para uma segunda
centrifugagéo. A coluna foi entdo colocada em um novo tubo de coleta de 2 ml e lavada
com 500 pL de EA, seguida de centrifugacdo por 1 minuto a 15000g. Outra lavagem foi
realizada com 500 pL de C5, seguida de centrifugacdo por 1 minuto a 15000g. Uma
centrifugac&o final de 2 minutos a 16000G foi realizada para secar a coluna. Finalmente,
a coluna foi transferida para um tubo de eluicdo de 1,5 mL e 50 puL de C6 foram
adicionados ao centro da membrana do filtro. Apds centrifugacdo por 1 minuto a 15000g,
finalmente, a concentracdo de DNA da amostra foi medida utilizando plataformas de

medicdo de micro-volume NanoDrop (Thermo Scientific) e armazenada a -20°C.
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4.1.4.5.1 Primers utilizados na deteccao dos genes codificadores

Foram utilizados quatro pares de primers especificos para os alvos desejados,
obtidos comercialmente. As sequéncias dos primers sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Oligonucleotideos utilizados no multiplex PCR

Gene Primer Sequéncia (5'-3") Tamanho (bp) Referéncia
A mecA f AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC £33 Murakami et al.
mec
mecA r AGTTCTGGCACTACCGGATTTTGC (1991)
vanA f CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA
vanA 1030 Clark et al. (1993)
vanA r CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA
S sea f GGAGTTGGATCTTCAAGCAAGAC o6 Karimzadeh e
ea
sear CCCTCTGAACCTTCCCATCAAA Ghassab (2022)
see f AGGTTTTTTCACAGGTCATCC
See 209 Mehrotra et al. (2000)
seer CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC

4.1.45.2 Preparo de solucdo dos primers

Posterior ao recebimento dos primers conforme orientacdo do fabricante, em uma
cabine de fluxo laminar, adicionou-se 430 pL &gua ultrapura diretamente ao tubo
contendo os primers liofilizados, seguido de agitacdo com vértex e hidratacdo por 10
minutos até a completa dissolucdo. A solucdo de estoque, preparada a uma concentragao
de 100 uM foi entdo aliquotada em volume de 20 pL e adicionada de 180 pL de agua
ultrapura, para formar entdo a solucdo de trabalho. Essas aliquotas foram armazenadas a

-20°C para preservacdo a longo prazo.

4.1.45.3 Reacdo de PCR

A reacdo de PCR foi realizada de acordo com as instrucgdes do fabricante em um
volume final de 25 pL contendo 4,85 pL de 1X Invitrogen™ Platinum™ Taq DNA
Polymerase, 0,2 UM de cada primer, 4 uL de DNA template, e agua ultrapura g.s.p

(Invitrogen, 2015). As amostras foram agrupadas em pool de trés isolados.
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As condicOes térmicas da PCR levaram em consideracdo a literatura citada na
Tabela 4, as condig¢des foram otimizadas e realizadas em termociclador QIAamplifier 96
(Quiagen), seguindo os protocolos abaixo:

Tabela 4: ReagOes duplex

Ciclagem dos genes PCR duplex

. sea e see mecA e vanA
Ciclos Etapa
Temp. (°C) Tempo Temp. (°C) Tempo
1x Desnaturacdo Inicial 94 120s 94 2 min
Desnaturacédo 94 30s 94 40s
35X Anelamento 60 40's 58 40s
Extensdo 72 20s 72 90s
1x Extenséo final 72 120s 72 5 min
- Hold 8 00 8 0

4.1.4.6 Visualizacédo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificacGes foi monitorada pela eletroforese em gel de agarose
1% (genes sea e see) e 2% (genes mecA e vanA). Preparou-se o gel utilizando agarose
(LW Biotec) dissolvida em tampdo TAE 1X, aquecido e resfriado até aproximadamente
50°C, seguido da adicdo de 20 pL do corante GelRed®. Foram carregados 10 pL do
produto PCR misturado com 5 pL de tampéo de carga (Ludwig) em cada poco do gel.
Em um pogo separado, foram carregados 10 puL do marcador ladder (Ludwig) misturado
a 5 YL de tampéo de carga. A corrida deu-se por 120 minutos. E a visualizagdo em um

transluminador de luz ultravioleta (Loccus).

4.1.5 Anélise estatistica

Os dados foram avaliados por meio do teste Shapiro-Wilk. Em seguida, para
comparar as médias das duas propriedades, utilizou-se o teste T de Student para amostras
independentes. Foram considerados significativos os valores de p menores que 0.05 (p <

0.05). Utilizou-se o instrumento computacional do Software Excel.
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Analises laboratoriais

4.2.1.1 Analise de pH

Na analise de pH ndo houve diferenca significativa para os valores medios das
duas propriedades (Tabela 5), contrapondo com Nespolo. et al. (2024) que ao avaliar

diferentes propriedades encontrou valores heterogéneos.

Tabela 5: Valores médios e desvio-padréo das analises de pH

Parametros fisico-quimicos

pH
P1 (n=10) 6,56+0,05%
P2 (n=10) 6,52+0,13%

*Os valores sdo médias de pH + DP. a,b Médias dentro de uma coluna com diferentes sobrescritos mindsculos diferem (p
<0,05).

O pH do leite ovino é um parametro fundamental na avaliacdo da sua qualidade e
estabilidade, influenciando diretamente os processos como a coagulagéo e a producéo de
derivados lacteos, em termos industriais (Fava et al., 2014).

Em geral, o pH do leite de ovelha varia entre 6,4 e 6,8, sendo ligeiramente mais
acido do que o leite de vaca (Papa et al., 2021). Esta ligeira acidez pode ser atribuida a
composicdo especifica do leite ovino, que possui uma maior concentragdo de &cidos
graxos de cadeia curta e média, além de uma elevada quantidade de proteinas,
especialmente a caseina. A monitoragdo constante do pH é essencial, pois variagoes
significativas podem indicar contaminacdo microbiana ou alteracdes fisiologicas no

animal, afetando a qualidade do leite e seus derivados)
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4.2.1.2 Analises microbiologicas

Os resultados revelaram auséncia dos patdégenos L. monocytogenes e Salmonella
sp. nas amostras avaliadas, assim como E. coli ndo foi detectada (Tabela 6). A auséncia
destes € um resultado positivo em termos de seguranca alimentar e satde publica. Entre
os fatores que podem ter contribuido para a auséncia, pode-se citar as boas praticas de
higiene durante a ordenha e manipulacéo do leite, a sanitizacdo dos equipamentos, 0 Uso
de &gua potavel e a correta refrigeracdo das amostras. No entanto, € importante destacar
que, apesar da refrigeracdo ser eficaz contra Salmonella sp., Listeria monocytogenes é
capaz de se multiplicar em temperaturas de refrigeragdo, o que representa um desafio
adicional para a seguranca microbiolégica do leite (Kasalica et al. 2011).

O controle eficaz de doencas em ovinos, como a listeriose e a salmonelose,
desempenha um papel importante na reducdo da contaminacdo do leite por esses
patdgenos. Gonzales-Barron et al. (2017), ao conduzirem um estudo de metanélise para
avaliar a microbiologia do leite de ovelha e de cabra, observaram que entre os patdgenos
encontrados, Salmonella sp. apresentou a menor incidéncia geral, tanto no leite cru de
ovelha (1,37%) quanto no leite cru de cabra (2,36%). Este achado corrobora com a
afirmacdo de Klinger e Rosenthal (1997) de que o maior teor de gordura no leite de
ovelha, em comparacdo com o leite de vaca e de cabra, pode conferir um efeito protetor
contra bactérias Gram-negativas.

Em um nivel significativamente mais alto de contaminacdo, esta a bactéria Gram
positiva L. monocytogenes no leite cru tanto de origem ovina (3,56%) quanto caprina
(2,92%). Presume-se que a contaminacédo do leite de cabra e de ovelha com Listeria sp.
ocorre pelas mesmas rotas de contaminacao do leite de vaca, ou seja, através de alimentos
como a silagem, contaminacdo cruzada de alimentos por material fecal, cama de ma
qualidade, equipamentos de ordenha contaminados ou infec¢do por mastite por Listeria
sp. (Klinger e Rosenthal, 1997). A infecgéo da glandula mamaria por L. monocytogenes
é mais prevalente em ovelhas do que em vacas e ovelhas que sofrem de mastite listeriana
podem contaminar o leite por longos periodos, mesmo sem apresentar sinais clinicos,
resultando na contaminacdo de toda a cadeia de producdo de leite e do ambiente de

processamento (Osman et al. 2014).
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Tabela 6: Valores médios e desvio-padréo das analises microbiologicas

Parametros microbioldgicos

LMOSLM SA EC TOT MES BCR BOL LAT

P1(n=10) ND ND 1,1+14,026 ND 70,9+64,0% 38620+74709,0°  ND 30,3+11,9% 362 +232,1°

P2 (n=10) ND ND 7,4+10,02 ND 15,3+15,0° 3540+1480,4? ND 14,9+03,7°  213+194,8°

*QOs valores sdo médias log10 UFC/cm2 + DP. &° Médias dentro de uma coluna com diferentes sobrescritos mintsculos diferem (p <
0,05). SLM: deteccéo de Salmonella sp. LMO: deteccéo de L. monocytogenes. SA: contagem de S. aureus. EC: Contagem de E. coli.
TOT: contagem de coliformes totais. MES: contagem de bactérias mesofilas. BCR: contagem de B. cereus. BOL: Contagem de bolores

e leveduras. LAT. Contagem de bactérias laticas. ND: néo detectado.

Apesar de haver contagem de B. cereus em ambas as propriedades, estas foram
minimas, abaixo do nivel de confian¢a do método, de acordo com a ISO 6278:2019. Ao
estudarem a multiplicagdo de B. cereus e a producdo de enterotoxinas em leite de
diferentes espécies submetidas a diferentes temperaturas, Necidovad et al. (2014)
constataram que, em contraste com o leite de vaca cru, B. cereus se multiplicou no leite
cru de ovelha e cabra a 8 °C dentro das primeiras 24 horas, com sua contagem mostrando
apenas uma leve tendéncia de queda durante todo o periodo de armazenamento; neste
caso, a producdo de toxinas ndo foi detectada. No leite de cabra cru em temperaturas mais
altas, a microbiota competitiva natural e a diminuicdo do pH inibiram rapidamente o
crescimento de B. cereus. O aumento inicial acentuado das contagens de B. cereus a 22°C
foi alto o suficiente para produzir enterotoxinas. O aumento na contagem de B. cereus no
leite de ovelha foi consideravelmente maior a 22°C do que a 15°C, mas o oposto foi
verdadeiro tanto para o leite de cabra quanto para o de vaca. Uma possivel explicacdo
para esse fendmeno poderia ser uma composicao diferente da microbiota natural do leite
de ovelha e uma queda de pH mais lenta que pode ter sido influenciada pela atividade
proteolitica de B. cereus. Os resultados indicaram que, entre as espécies avaliadas, o leite
de ovelha € o melhor substrato para a multiplicacdo de B. cereus, onde toxinas podem ser
produzidas se a temperatura de armazenamento for mais alta.

Em relacdo a contagem de mesofilos, que pode ser considerada a Contagem
Padrdo em Placas, ambas as propriedades estdo de acordo com as diretrizes da IN 76
(Brasil, 2018) e ndo ha diferenca significativa entre as propriedades, o que provavelmente
esta ligado as boas condi¢des de manejo e manipulagéo.

No que diz respeito a microbiota latica Medina et al. (2011), ao analisarem BAL
presentes no leite cru de ovelhas, observaram a predominancia do género Enterococcus,

representando 48% das espécies identificadas, seguido por Lacticaseibacillus casei e
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Lactiplantibacillus plantarum, cada um com 30%, e Lactococcus sp. (14%) e
Leuconostoc sp. (8%). Essas bactérias podem ter origens diversas, incluindo o proprio
leite. Acurcio (2011), em Minas Gerais, também detectou a presenca do género
Enterococcus no leite de ovelhas das racas Lacaune, Santa Inés e mesti¢as, com
predominancia de E. faecium, E. durans e E. casseliflavus, e auséncia de desenvolvimento
dos géneros Lactobacillus, Lactococcus ou Streptococcus. Meira et al. (2012), em estudo
realizado no Sul do Brasil, relataram a atividade inibitoria de bactérias &cido-laticas
isoladas de leite e queijo de de ovelha contra patbgenos como L. monocytogenes, S.
aureus, B. cereus, E. coli e Salmonella sp., associando esse efeito a producdo de acidos
organicos por essas bactérias.

As diferencas significativas para as contagens de coliformes totais, bolores e
leveduras corroboram com os achados de Endres et al. (2021), que ao avaliar amostras de
leite cru de trés rebanhos Lacaune no sul do Brasil, identificaram uma grande diversidade
microbiana. Os autores sugerem que essa diversidade pode estar associada as condi¢des
ambientais, dieta e genética dos animais. Além disso, géneros como Staphylococcus sp.
podem estar relacionados ao processo de resfriamento ineficiente ou contaminacgéo. Deste
modo, as varia¢cdes na diversidade das amostras de leite de diferentes propriedades podem
refletir as diferencas encontrada na aplicacdo do questionario que evidenciou a adocao de
diferentes praticas na conducéo da atividade (Araujo et al., 2024).

4.2.2 Isolamento de S. aureus em leite ovino

Das 12 amostras (P1=4; P2=8) que apresentaram crescimento de S. aureus, foram
selecionados 27 isolados para testes posteriores. Este € um patdgeno importante em
pequenos ruminantes leiteiros, sendo responsavel pela maioria dos casos de infeccdo
intramamaria clinica em ovelhas (Marogna et al., 2010; Dore et al., 2016). Em rebanhos
de ovelhas leiteiras, infecgdes mamarias tém uma clara importancia financeira (Selvaggi,
D'Alessandro e Dario, 2017), devido a reducdo na producéo de leite, a degradagédo da
qualidade do leite e ao descarte do leite consequente & administracdo de antibioticos.

Pesquisas esclareceram varias facetas de sua patogenicidade para a glandula
mamaria das ovelhas. Parte desse conhecimento tem se baseado em trabalhos realizados
em bovinos. No entanto, a situacdo entre bovinos e ovinos difere significativamente, ndo

apenas em termos de diferencas entre as espécies animais, mas em relagdo as préaticas de
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manejo nas respectivas industrias. No contexto da mastite ovina, ainda existem areas que
n&o foram totalmente esclarecidas, enquanto novas perguntas surgem a partir dos achados
de trabalhos recentes (Vasileiou et al., 2019).

Estudos, como o realizado por Vasileiou et al. (2019), evidenciam a prevaléncia
e 0 impacto negativo de S. aureus em rebanhos ovinos, destacando sua associagdo com
casos cronicos de mastite e a redugdo na qualidade e quantidade do leite produzido.
Estratégias de manejo e controle eficazes demandam uma compreensdo aprofundada da
epidemiologia e dos fatores de viruléncia do S. aureus em rebanhos ovinos, ressaltando a
importancia de praticas preventivas para preservar a salde mamaria e a produtividade
desses animais.

Para prevenir a mastite e a mitigacdo de sua disseminacdo, é essencial garantir
condicdes adequadas de criacdo e saude animal, por meio da implementacdo de boas
praticas de manejo na fazenda e da aplicacdo de medidas de biosseguranca apropriadas
(Azara et al., 2023).

4.2.2.1 Coagulase

Das 12 amostras testadas para coagulase todas (100%) apresentaram positividade,
confirmando o correto isolamento no Petrifilm. A coagulase positiva é frequentemente
associada a cepas patogénicas de estafilococos, implicando em uma maior propenséo para
causar infecc@es invasivas (Silva, 2021). Por essa razdo, o teste de coagulase € um método
crucial no diagndstico laboratorial para identificar S. aureus em amostras clinicas e

distinguir entre cepas patogénicas e ndo patogénicas.

4.2.2.2 Teste de disco-difusdo

A anélise de 27 isolados bacterianos (provenientes de 12 amostras) em relagéo a
distintos antibioticos proporcionou uma viséo da suscetibilidade desses microrganismos
a uma ampla gama de agentes antimicrobianos.

A partir do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, realizado com os 27
isolados bacterianos provenientes de 12 amostras, observou-se resisténcia geral de 83,3%

para os antimicrobianos testados (10/12), ou seja, todos os isolados apresentaram-se
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resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos. Os resultados revelaram que 75% das
amostras (9/12) apresentaram resisténcia a vancomicina. Além disso, foi observada
resisténcia a penicilina em uma das amostras (8,3%), outro isolado demostrou resisténcia
a oxacilina (8,3%), sendo que o isolado resistente a oxacilina também exibiu resisténcia
a penicilina., o que pode ser justificado por esta ser preditor de resisténcia aos
betalactamicos.

Embora os isolados tenham sido suscetiveis a maioria dos farmacos testados é
importante ressaltar que a auséncia da expressdo fenotipica de resisténcia em relacdo aos
antibidticos ndo deve ser subestimada, ja que de acordo com Pelisser et al. (2009) a
presenca do gene ndo implica, necessariamente, na sua expressao. Esses resultados podem
sugerir tanto a eficacia dos antibidticos testados quanto a necessidade de continuar
monitorando e avaliando a resisténcia bacteriana em diferentes contextos ambientais. Pois
a resisténcia do S. aureus pode ser mediada por uma variedade de mecanismos genéticos,
incluindo a presenga de genes de resisténcia que podem néo ser expressos ou detectados
em testes fenotipicos (Dumitrescu et al., 2010). Portanto, embora os resultados dos testes
de sensibilidade antimicrobiana fenotipica sejam fundamentais, eles devem ser
complementados por analises genotipicas para uma avaliacdo completa da RAM.

Os isolados apresentaram resisténcia significativa frente a vancomicina (75,0%)
em termos de resisténcia. A ANVISA (2022), em seu ultimo Boletim de Seguranca do
Paciente e Qualidade dos Servicos de Satude do Brasil, indicou uma incidéncia alarmante
de MRSA em circulacdo em UTIs adultas, pediatricas e neonatais. Os dados de Santa
Catarina revelaram que no ano em questdo, nas UTIs adultas, 53,7% das cepas eram
resistentes a oxacilina, enquanto 6,5% apresentavam resisténcia a vancomicina.

Estes numeros refletem um preocupante cenadrio de salde puablica, com
implicacdes para os tratamentos de infec¢cGes nosocomiais. A alta prevaléncia de cepas
resistentes a oxacilina e a vancomicina em ambientes hospitalares sugere uma pressao
seletiva intensa. Pacientes internados em UTIs geralmente possuem condic¢des
imunologicas comprometidas devido a condi¢fes subjacentes e comorbidades. Essas
condicBes ndo apenas aumentam a susceptibilidade as infeccdes, mas também dificultam
a resposta imunologica adequada, exacerbando a propagagdo de patdgenos resistentes
(Santos et al., 2021).

A resisténcia a oxacilina, observada em mais da metade das cepas em Santa

Catarina, restringe as opcdes de tratamento, obrigando o uso de antibidticos de Gltima
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linha, como a vancomicina. No entanto, a resisténcia a vancomicina, embora menor, ainda
é preocupante (6,5%) (ANVISA, 2022), pois indica a possibilidade de surgimento de
cepas multirresistentes contra as quais poucas ou nenhuma alternativa terapéutica eficaz
estd disponivel. O nivel de resisténcia a vancomicina (75,0%) encontrados neste estudo
nos faz refletir sobre a producdo animal e a saude publica sob a perspectiva do conceito
One Health, que reconhece a interconexao entre a saude humana, animal e ambiental. A
necessidade de politicas rigorosas de controle de infecgdes, uso racional de antibioticos é
evidente, assim como a importancia de programas de vigilancia e educacdo para
produtores e profissionais envolvidos na producdo animal. Investir em acesso a
informac@o e capacitacdo desses profissionais é crucial para garantir a sanidade dos
rebanhos e a qualidade microbiolégica do leite obtido, contribuindo para a reducdo da

resisténcia antimicrobiana e a promocao de uma saude publica sustentavel.

4.2.3 Deteccao molecular de genes de resisténcia

Os genes mecA e vanA ndo foram identificados nas amostras analisadas (Figura
6). Embora 0 gene mecA seja 0 mais comum para a codificacdo de proteinas de ligacéo a
penicilina, a deteccdo de um novo gene mec foi recentemente relatada. O gene mecC foi
identificado tanto em S. aureus quanto em estafilococos coagulase-negativos em amostras
de origem animal e ambiental. Além disso, dois genes mec menos frequentes, mecB e
mecD, foram descritos, ambos inicialmente detectados em Macrococcus caseolyticus,
sendo que o gene mecB foi recentemente identificado também em S. aureus (Silva et al.,
2023).

Quanto ao gene de resisténcia a vancomicina, € importante considerar que a
resisténcia a tal antibiético pode ser mediada por outros genes além do vanA, incluindo
vanB, vanD, vanE, vanF e vanG, ainda que entre estes, destacam-se as estirpes portadoras

dos genes vanA e vanB, que tém a mais alta prevaléncia clinica (Ahmed e Baptiste, 2018).
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Figura 6: PCR duplex genes mecA e vanA

Fonte: da autora

Akgul et al. (2021) testaram a presenca de vanA em 78 cepas de S. aureus isoladas
de cuidadores de ovelhas e dos animais, ndo encontrando em nenhuma amostra. A
resisténcia a vancomicina parece ser multifatorial, de modo que a auséncia dos genes
vanA e vanB indica que a resisténcia pode ser resultado do espessamento da PC, esse
mecanismo permite que uma subpopulacdo de células sobreviva na presenca do
antibidtico, levando ao desenvolvimento de resisténcia intermediria dos isolados
(Shariati et al. 2020). Yilmaz e Seker (2002), ao avaliarem isolados de S. aureus
provenientes de leite bovino de 40 propriedades na Turquia, ndo detectaram 0s genes
mecA e vanA, resultado semelhante ao de Saidi et al. (2022) na Argélia, onde a
investigagdo via PCR também n&o detectou o gene vanA em isolados de mastite bovina.
Entretanto, Rahmdel et al. (2018) encontraram o gene mecA em 86% dos isolados de leite
de cabra e ovelha, mas ndo detectaram o gene vanA.

Em um estudo realizado na regido central da Italia, a presenca do gene mecA foi
detectada em 4 amostras, revelando que apenas um isolado era coagulase-positivo e
pertencente a espécie S. aureus, enquanto 0s outros eram coagulase-negativos e
pertenciam ao S. fleurettii, com prevaléncia de MRSA de 1%. A ocorréncia do gene mecA
em estafilococos coagulase-negativos destaca a importancia de monitorar essas bactérias
que podem atuar como reservatorios de resisténcia e contribuir para a disseminagédo de
genes de resisténcia a antibioticos (Turchi, 2024). Em contrapartida, Basanisi et al. (2016)
ndo detectaram o gene mecA em sua investigacdo de genes de resisténcia em leite ovino
e caprino. Vale citar que no Iraque, Fajer (2023) conduziu um estudo sobre a prevaléncia
e caracterizacdo de S. aureus isolados de lesbes cutaneas em criadores de ovelhas,
encontrando uma prevaléncia de 34,1%, de mecA identificado em 40% dos isolados de
MRSA. Esses achados reforcam a necessidade de monitoramento continuo e a
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implementacdo de estratégias de manejo para prevenir a disseminacdo de cepas

resistentes de S. aureus em ambientes agropecuarios.

4.2.4 Deteccdo molecular de genes produtores de enterotoxinas

Um dos fatores importantes que determinam a patogenicidade do S. aureus € sua
capacidade de produzir enterotoxinas (Pashangeh et al. 2022). No presente estudo, as
amostras testadas para 0s genes de enterotoxinas "a" e "e" ndo apresentaram amplificacdo
(Figura 7). Diferentemente, em investigacdo de genes de SE em leite ovino e caprino
conduzida por Basanisi et al. (2016) no sul da Italia, foram detectadas uma amostra
positiva para see (14,3%) e uma amostra positiva para sea (14,3%). De modo semelhante,
no oeste de Santa Catarina, Endres et al. (2023) ao avaliarem amostras de leite ovino cru,
detectaram a presenca de SE em uma amostra, 0s autores utilizaram uma metodologia
baseada na técnica de Enzyme Linked Fluorescent Assay (ELFA), que emprega
anticorpos anti-SEs e permite a detec¢do simultanea de sete sorotipos de SEs (A, B, C1,
C2, C3, D e E). Contudo, tal metodologia ndo permite a identificacdo individual de qual
enterotoxina foi detectada, nem qual a espécie de Staphylococcus envolvida. Estudos
anteriores indicam que varias cepas de S. aureus produzem enterotoxinas, contaminando
o leite e seus derivados (Saadat et al., 2014). No entanto, de acordo com Sezer et al.
(2015), a auséncia de amplificacdo dos genes nas amostras € um achado significativo,
considerando a alta prevaléncia e resisténcia ambiental das SE, que s&o conhecidas por

resistirem a congelamento, desidratacdo, coccao e baixos niveis de pH.

Figura 7: PCR duplex — genes sea e see

Fonte: da autora

Como salientado por Freitas (2022), € importante destacar que a pesquisa por um
gene produtor de enterotoxina ndo confirma necessariamente a auséncia da toxina nas
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amostras, ja que a metodologia utilizada pode ndo detectar outros tipos de enterotoxinas
que ndo estejam incluidas no escopo do teste. Este cenario foi exemplificado por Asao et
al., (2003) que inicialmente detectou sea em um surto causado por leite em pd, enquanto
em um estudo subsequente realizado por lkeda et al. (2005), utilizando as mesmas
amostras, foi identificada também a presenca de seh.

Conforme Murray; Rosenthal e Pfaller (2020), de 30% a 50% das cepas de S.
aureus sdo produtoras de enterotoxinas, de modo que a sintese depende diretamente da
expressdao de genes codificadores presentes em elementos genéticos moveis, tais como
ilhas de patogenicidade, profagos e plasmideos, além de uma rede de interacdo de
reguladores.

Portanto, a auséncia de resultados positivos para as SE testadas nas amostras
sugere que, apesar da prevaléncia de S. aureus em ambientes agropecuérios, nem todas
as cepas possuem potencial associado a producdo de SE ou ainda atribuida as limitaces
metodoldgicas, como a possibilidade de existéncia de outras enterotoxinas néo incluidas
nos testes. Outro ponto a ser considerado é a acentuada variagdo geogréafica na
distribuicdo de cepas enterotoxigénicas de S. aureus em diferentes paises, 0 que sugere
que especificidades na epidemiologia de uma cepa podem impedir sua deteccdo (Larsen
et al., 2000; Morandi et al, 2007).

4.3 CONCLUSAO

As amostras de leite ovino analisadas mostraram auséncia de E.coli, B. cereus,
Salmonella sp. e L. monocytogenes, e estdo de acordo com a IN 76 para a contagem
padrdo em placas, tais resultados sao positivos para a seguranca dos alimentos e destaca
a eficacia das boas praticas implementadas nas propriedades estudadas. Entretanto a
presenca de S. aureus em 60,0%, amostras confirma a necessidade de monitoramento
constante do leite ovino. A presenca deste patdgeno, representa um risco potencial a
sanidade do rebanho e a qualidade do leite.

Quanto a resisténcia fenotipica a vancomicina encontrada nas cepas de S. aureus
isoladas, esta é preocupante, uma vez que este antibiotico é frequentemente utilizado para
tratar infeccdes por MRSA. A auséncia de genes enterotoxinas ou de resisténcia avaliados

sugere que outros mecanismos genéticos podem estar envolvidos na resisténcia. 1sso
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ressalta a importancia de analises fenotipicas e genotipicas combinadas e mais amplas
para uma compreensdo adequada da resisténcia antimicrobiana. Deste modo, recomenda-
se a realizagdo de estudos futuros para identificar os mecanismos genéticos subjacentes e
desenvolver novas abordagens para monitoramento e controle da resisténcia

antimicrobiana em leite ovino.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado apresentou uma andlise sobre a producgdo de leite ovino em trés
estados, destacando a diversidade e complexidade da ovinocultura leiteira. As
propriedades estudadas exibiram contrastes significativos em termos de tamanho, nimero
de animais, sistemas de producéo e tipos de mao de obra empregados, evidenciando uma
diversidade de praticas de manejo e niveis de tecnificacao.

No que concerne as praticas de manejo higiénico-sanitario e a qualidade
microbioldgica do leite produzido, os resultados revelaram auséncia de patdgenos como
Salmonella sp. e L. monocytogenes nas amostras de leite, indicando boas préticas de
higiene durante a ordenha e 0 manuseio do leite. No entanto, a deteccéo de S. aureus em
60,0% das amostras evidencia a necessidade de monitoramento continuo, dada a potencial
ameaca a saude publica e a qualidade do leite. Ja a resisténcia fenotipica a vancomicina
em cepas de S. aureus é particularmente preocupante, sugerindo que 0S mecanismos
genéticos de resisténcia devem ser investigados mais profundamente, uma vez que pode
ser causada por diferentes genes.

Deste modo, para estudos futuros, € essencial explorar 0s mecanismos genéticos
subjacentes a resisténcia antimicrobiana em maior detalhe. Além disso, € recomendavel
desenvolver e implementar estratégias eficazes de prevencdo e controle que integrem
abordagens multidisciplinares, envolvendo produtores, pesquisadores e autoridades
sanitarias. A adocdo da abordagem One Health pode ser particularmente benéfica para
enfrentar esses desafios, promovendo a salude humana, animal e ambiental de maneira

sustentavel e coordenada.
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ANEXO A - COMPROVANTE DO CEUA

l" UDESC I_AG ES Universidade do Estado de Santa Catarina

UNIVERSIDADE = Comissdo de Etica no
. 0o ESTADD DE CENTRO DE CIEI}I CIAS Uso de Animais
SANTS caTarMa | AGROVETERINARIAS

SUBMISSAQ INVALIDADA

Informamos que a proposta Intitulada *Qualidade microblobigica do leite ovine e seus derlvados produzidos na reglio
Sul do Brasil *, protocolada sob o CEUA n@ 3039260623 ioomsos), sob a responsabilidade de Lenita de Cassia Moura
Stefani - que envolve a producdo, manutencio efou utilizacio de animals pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensine, fol avaliada pela Comisso de Etica no Uso
de Animals da Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) em 31/08/2023, e considerada INVALIDADA
baseada nas seguintes consideracdes:

PARECER CELA: INVALIDADO - O projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar os pardmetros de gualidade
microbloléglca do leite ovino e seus derivados bem como estabelecer correlacdes entre os manejos higiénlcos-
sanitarios adotados, a qualidade microbioldgica, e a prevaléncia de patdgenos nos produtos finais. Como as amostras
de lelte serfo coleta diretamente do tangue @ of derivades lactens nas propriedades, ndo hé necessidade do projeto
de pesquisa ser aprovado no CEUA. Parecer do relator INVALIDAR.

Lages, 31 de agosto de 2023

r" ‘ﬁ”’"
i . e N
preits S T i —1];\%
o I' '.I'-_,-"J:"_I
|1
José Cristani Pedro Volkmer de Castilhos
Coordenador da Comissio de Etica no Uso de Anlmals  Vice-Coordenador da ComissBo de Etica na Uso de Animals
Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estado de Santa Catarina

A, Luis de Camies, 2090 - Centro Agroveterindria - Bairmo Conta Dinheiro Lages/SC CEP: 88520-000 - tel: 55 {49) 312899129
Haordrio de atendimentor 2 a 60 das Bh &5 186 ; e-mail ceteaffcay. ndesc br
CELM N 3039260623
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mUDESC UNIVERSIDADE DO ESTADO PlataPormo

DE SANTA CATARINA - UDESC asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Qualidade microbiclogica do leite ovino e seus derivades produzides na regide Sul do

Brasil
Pesquisador: LUANA CAROLIMNE SOUZA ROSA ARALLIOD
Area Tematica:
Versdo: 3

CAAE: TO724123.2.1001.0118
Instituigdo Proponente: FUNDACAD UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SC UDESC
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DO PARECER
Mumero do Parecer: 8.327.638

Apresentagio do Projeto:

Trata-se da segunda versdc da Pesquisa: Qualidade microbiclogica do leite ovino e seus derivados
produzidos na regido Sul do Brasil.

Pesquisador Responsavel LUAMA CAROLINE SOUZA ROSA ARAUJO,

Equipe de pesquisac LARISSA DO PFRADO LOPES, Medica veterinaria PhD. LEMITA MOURA STEFANI,
Zootecnista Dra. DENISE ARAUJO, Farmacéutica Dra. CASS1A REGINA NESPOLO.

Instituigdo proponente: UDESC
Instituigio co-participante: Fundagio Universidade Federal do Pampa UNIPAMPA

Parficipantes da pesquisa: 10 proprietarios - com aplicagio de questionarios

Metodologia Proposta:

"Amostragem: O estudo serd realizado através da coleta de dados em 10 propriedades, onde 5§ estio
localizadas na regido da Semra Galcha e 5§ no Oeste do estado de Santa Catarina. A coleta de dades sera
por meio de um guestionario gque de maneira geral compreendera, o perfil da propriedade, o sistema de
criagio e ordenha, as condigbes higiénico-sanitarias e de manejo dos animais. Em cada uma das
propriedades também serdo coletas 100 amostras de leite cru. Quanto aos derivados lacteos serdo
coletadas G0 amostras (queijo e iogurte) oriundos das respectivas

Enderego:  Avenkda Madre Benvenuifa, 2007, Rafiona - Témeo -sala CERUDESC

Balrmo:  Hacontd CEP: 38035001
UF: &C Municiplo:  FLORIANOPOLIS
Telefons: (43)3654-5084 Fa  {45)3664-7851 E-mall: capsh. reftona@udess. br

Piagira 01 da &7

97

12

@ P4g. 101 de 110 - Documento assinado digitalmente. Para conferéncia, acesse o site https://portal.sgpe.sea.sc.gov.br/portal-externo e informe o processo UDESC 00043519/2024 e o c6digo NO2Q89SP.



98

=B
«@UDESC \\ersiDADE DO ESTADO = Plotaporma

DE SANTA CATARINA - UDESC % asil

Confinuagio do Fanecer: 6.7 638

propriedades selecionados com base na disponibilidade do produto nos pontos de venda. As amosfras
coletadas serdo acondicionadas em embalagens estéreis, identificadas e transportadas sob refrigeragio até
o5 Laboratorio de Biologia Molecular, Microbiclogia e Imunclogia (LABMIM)da Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC) e da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) & em parceria com os
Laboratdrios de

Microbiologia de Alimentos e Biclogia Molecular do Instituto SEMAI de Tecnologia de Alimentos & Bebidas
(Chapeca), onde serSo avaliades os pardmetros microbiclogicos & moleculares, em duplicata. As avaliagies
laboratoriais serdo distribuidas ao longo de vida de prateleira de cada produto. O leite cru sera avaliado
diariamente & os derivados lacteos em analises semanais. Questionario Sanitario: O questionario
padronizado sera aplicado em todas as propriedades e serdo abordados temas relacionados ao perfil de
propriedade, ao tipo de criagio, nimero de animais, ao tipo de mio-de-obra adotada. ao manejo do
rebanho, manejo higiénico sanitario da ordenha e caracteristicas sanitarias.

Analises microbiclogicas @ moleculares: Serdo coletadas 100 amostras de 80 ml cada de leite cru em 10
propriedades para realizar analises microbiclogicas. As amostras serio submetidas & contagem bacteriana
total, contagem de bolores e leveduras, coliformes totais e fecais utilizando a metodologia comercial
Petrifilm™ . As analises de Salmonella sp. e Listeria sp. serdo conduzidas com o uso dos kits comerciais
Compact Dry®. As

contagens de 5. aureus, Clostridium spp. e Bacillus cereus seguirdo as metodologias fradicionais. Teste de
sensibilidade a antimicrobianos por disco-difus800s isolados obfidos serdo submetidos ao teste de
susceptibilidade acs antibioticos relevantes de uso na salde humana e animal, incluindo amoxicilina,
azitromicina, penicilina, cefalexina, cefiriaxona, gentamicina, cloranfenicol & tefraciclina. A metodologia
utilizada sera o Teste de Sensibilidade a Antimicrobiancs por Disco-Difusdo. Detecgdo de genes de
resisténcia utilizando PCR Posterior ao teste de disco-difusio os isolados classificados como resistentes a
agdo dos antibidticos testados, seguirdo para a analise de PCR

(Reagio em Cadeia da Polimerase) a procura de genes de resisténcia relacionados as beta-lactamases de
espectro estendido (ESBLs) por meio da utilizagio do kit Purelink® Genomic DMA For Purification of
Genomic DMA (Invitrogen, Life Technologies, Carsbad). A extragdo do DMA das amostras sera realizada
ufilizando um kit comercial, seguindo as instrugies do fabricante. A escolha do kit levara em consideragao
as especificidades dos produtos lacteos, com o objetivo de eliminar substancias interferentes, como gordura,
sais, entre outros, que podem prejudicar a eficdcia da PCR. Fara detecgo dos genes alvo, serdo utiizados
primers especificos que se ligarao
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aos genes de interesse permitindo a sua amplificagio. Posterior a amplificagio por PCR., os produtos serao
separados eletroforeticamente em um gel de agarose, de acordo com uma metodologia inerente. Como
controles positivos serdo utilizadas cepas conhecidamente resistentes”.

Metodalogia de Analise de Dados:
"Os dados serao tabulados e dispostos em tabelas. Para analisar os resultados cbtidos nes diferentes

testes, as contagens serdo tfransformadas em log de UFCg-1. Para cada parametro guantitativo analisado,

serdo calculadas a média e o desvio-padrido. As andlises estatisticas serdo realizadas utilizando o software
F. Para comparar a gualidade microbiclogica do leite com a qualidade microbiologica dos produtos, sera
utilizada a correlagido de Pearson. J& a comparag3do dos resultados obtidos entre os dois estados serd

realizada em um delineamento inteiramente casualizado”.

Redagio de arigos cientificos 01/01/2024 31/05/2024
Tabulagdo de dados O4/08/ 2023 061 1/2023

Aplicacdo de questionaro 01/11/2023 2001 22023

Confecgdo da DissertagSo de Mestrado 01/01/2024 31/05/2024
Analises Microbiologicas e Moleculares 01/07/2023 3111 V2023
Coleta de matenal 01/07/2023 311V2023

Orgamento Financeiro: RE 23.000,00

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Este projeto tem como objetivo geral avaliar os parametros de qualidade microbiologica do leite ovino e seus
derivados nas regibes do Oeste de Santa Catarina e Serrana do Rio Grande do Sul. Alem disso, busca
estabelecer comelagdes entre os manejos higiénicos-sanitarios adotados, a qualidade microbiologica, e a
prevaléncia de patdégenos nos produtos finais. Também & proposto comparar os resultados obtidos entre os
dois estados, visando obter uma vis3o abrangente da situagio e identificar possiveis diferengas entre as
regices estudadas.

Objetivo Secundario:
- Caracterizar as propriedades produtoras;

Enderego. Avenkda Madre Berverita, 2007, Retiora - Témeo -sala CEFYUDESC

Balrmo:  Iaconi CEP: 85035001
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- Awaliar as condighes higiénico-sanitarias e de manejo nas propriedades;

- Awaliar a qualidade microbiologica das amostras de leite & derivados;

- Pesquisar a prevaléncia de microrganismos patogénicos:

- Comparar as caracteristicas microbiologicas entre SC e RS;

- Fomecer informagies que permitam a classificagio e caracterizagio do leite de ovelha e seus dervados
produzidos na regido Sul do Brasil;

- Comelacionar o perfil das propriedades, com o atendimento ao estabelecido pela IN 78 e IN 77 para o leite
cru refrigerado.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

0= riscos destes procedimentos aos participantes envolvem: Risco de Privacidade e Confidencialidade;

Risco de Identificagio Pesscal; Risco Psicologico ou Emecional; Risco de Violagio de Dades; Risco de Viés

ou Manipulagio; Risco de Tempo e Incomodagdo; Risco de Falta de Consentimento Informado. Contudo,

por se fratar de um projeto de pesquisa avaliado pelo CEP, & o seguimento de todas as diretrizes éticas &
legais da Universidade do Estado de Santa Catarina cada um dos riscos traz consigo medidas para

minimiza-los, de modo a garantir a protegio dos participantes, assim como a confidencialidade dos dados.

Sap elas: Os dados serdo ammazenados de maneira segura, acessiveis apenas para a

equipe de pesquisa autorizada. A anonimizagdo dos dados sera alcangada por meio da substituigio de
informagies pessoais por cédigos. O questionario fioi projetado para ndo conter perguntas que permitam a
identificagio dos participantes. Os participantes tém a opgSo de pular questies desconfortdveis sem sofrer
penalidades. A seguranca dos dados & garantida por meio de métodos de cripiografia durante & fransmissSo
& armazenamento seguro em servidores dedicados. As perguntas do questionario sdo formuladas de

maneira objetiva e imparcial para minimizar influéncias enviesadas nos resultades. O questionario & conciso,

focado nas gquestbes relevantes para a pesquisa, com um tempo estimado de conclusdo de 25 minutos.

Antes de iniciar o questionario, os participantes receberdo informagdes claras sobre a natureza, objetivos &
procedimentos do estudo. O consentimento informado sera obtido por escrito.

Beneficios:
Ao contribuir com as respostas ao questionario, o produtor estara ajudando a avangar o conheciments

cientifico no campo da produgSo de leite de ovelha, contribuindo para o desenvolvimento de melhores
praticas e estratégias. Alem disso, o produtor tera a oportunidade
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de refletir sobre suas proprias praticas de produgdo, avaliando seus pontos fortes e identificando areas que
podem ser aprimoradas. Sua participagio também lhe

proporcionara reconhecimento e visibilidade na comunidade académica. possibilitando a abertura de portas
para futuras colaboragdes e parcerias.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

A pesgquisadora respondeu ao Parecer Consubstanciado n. §.2088 428, emitido em 13 de Setembro de 2023.

1 - Ajustar o cronograma de pesquisa para iniciar a coleta de dados apds aprovagio neste Comité.
(Aplicagdo de questionaric 10V07/2023 28/08/2023). Alterar o projeto basico da Plataforma Brasil.
Resposta: AlteragSo na Plataforma Brasil - Aplicagio de questionario 01/11/2023 a 2001212023,

2 - Splicita-se que os riscos da pesquisa sejam expressos de forma clara no projeto basico, bem como a
apresentagio das providéncias e cautelas a serem empregadas para evitar efou reduzir efeitos e condigies
que pOSSam Vir a8 causar algum dano ao participante de pesquisa.

Resposta: AlteragSe na Plataforma Brasil — Similar ac TLCE

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Documentos apresentados nesta versdo:

- Projeto Basico - PB_INFORMACOES,_BASICAS_DO_PROJETO
- Carta Resposta - Carta_Resposta? pdf

Recomendagies:

Sem recomendagies.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Pendéncias da segunda versio:

1 - Ajustar o cronograma de pesquisa para iniciar a coleta de dados apos aprovagdo neste Comité.

(Aplicagdo de questionaric 10/07/2023 28/08/2023). Alterar o projete basico da Plataforma Brasil.
Resposta: AlteragSo na Plataforma Brasil - Aplicagio de questionario 01/11/2023 a 2001212023,

Endarego:  Avenkda Madre Bervenuita, 2007, Reftoda - Témeo -6ala CEFUDESC
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de refletir sobre suas proprias praticas de produgdo, avaliando seuws pontos fortes e identificando areas que
podem ser aprimoradas. Sua participagio também |he

proporcicnara reconhecimento e visibilidade na comunidade académica, possibilitando a abertura de portas
para futuras colaboragies e parcerias.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisadora respondeu a0 Parecer Consubstanciado n. 6,288 428, emitido em 13 de Setembro de 2023.

1 - Ajustar o cronograma de pesquisa para iniciar a coleta de dados apos aprovagdo neste Comité.
(Aplicagio de questionaric 1VO7/2023 28/08/2023). Alterar o projeto basico da Plataforma Brasil.
Resposta: Alteragio na Plataforma Brasil - Aplicagio de questionario 01/11/2023 a 2001202023,

2 - Splicita-se que os riscos da pesquisa sejam expressos de forma clara ne projeto basice, bem como a
apresentagio das providéncias e cautelas a serem empregadas para evitar efou reduzir efeitos e condigbes
que poOSsSanm vir a causar algum dano ao participante de pesquisa.

Resposta: AJEng.iu na Plataforma Brasil — Similar ao TLCE

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Documentos apresentados nesta versao:

- Projeto Basico - PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_PROJETO
- Carta Resposta - Carta_Resposta2 pdf

Recomendagies:

Sem recomendagies.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Pendéncias da segunda versao:

1 - Ajustar o cronograma de pesquisa para iniciar a coleta de dados apes aplmag.i neste Comite.

(Aplicagdo de questionario 10/07/2023 28/08/2023). Alterar o projeto basico da Plataforma Brasil.
Resposta: Alteragio na Plataforma Brasil - Aplicagio de questionario 01/11/2023 a 2001202023,
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2 - Splicita-se que os riscos da pesquisa sejam expressos de forma clara no projeto basico, bem como a
apresentagio das providéncias e cautelas a serem empregadas para evitar efou reduzir efeitos e condigbes
que pOSSAm vir 8 causar algum dano ao participante de pesguisa.

Resposta: Alteragio na Plataforma Brasil — Similar ao TLCE.

Mao encontrando outros obices, protocolo de pesgquisa aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A Eguipe Assessora APROVA o Protocolo de Pesquisa e informa que, gqualguer alteragi necessara ao
planejaments & desenvolvimento do Protocolo Aprovado cu cronocgrama final, seja comunicada ao CEP via
Plataforma Brasil na forma de EMEMDA, para analise sendo que para a execugdo devera ser aguardada
aprovagao final do CEP. A ocoméncia de situagies adversas durante a execugio da pesquisa devera ser
comunicada imediatamente ao CEP via Plataforma Brasil, na forma de NQTIFIGM;JED. Em ndo havendo
alteragies ao Protocolo Aprovadeo elow situagies adversas durante a execugio, devera ser encaminhado
RELATORIO FIMAL ao CEF via Plataforma Brasil até 60 dias da data final definida no cronograma, para
andlise e aprovagdo. Lembramos ainda, que o participante da pesquisa ou seu representants legal, quando
for o caso, bem como o pesquisador responsavel, deverdo rubricar tedas as folhas do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE - apondo suas assinaturas na Gtima pagina do referido Termo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Infl}rmagaﬁe& Basicas |PE_IN FORMACOES BASICAS DO P 1802023 Acsito
do Projeto ROJETO 2159747 pdf 10382
Curbros: Carta Resposta? pdf 18/08/2023 |LUAMA CARCLINE Aceitn

103745 |SOUZA ROSA
ARALLID
Outros: folhaderosio pdf 0402023 |LUANA CAROLINE Acsito
20:68:12 | SOUZA ROSA
ARAULID
Curbros: Carta Resposta pdf 04/0R72023 |LUAMA CAROLINE Aceitn
085722 |SOUZA ROSA
ARALUID
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Declaragio do declaracacdevalores pdf 4082023 |LUANA CAROLINE | Aceilo
Patrocinador 025334  |SOUZA ROSA

ARALLID
Projeto Detalhado /| projetodetalhado. pdf D40E72023 (LUAMA CAROLIME Aceitn
Brochura 02:53:08 |S0OUZA ROSA
Investigador ARAUID
TCLE! Termos de | TCLEatualizado. pdf 040872023 (LUAMA CAROLIME Aceits
Assentimento / 085223  |S0OUZA ROSA
Justificativa de ARALLIO
Ausencia
Projeto Detalhado ! | PPLuana1 10623FINAL. pdf 21/08/2023 (LUAMA CAROLIME Aceitn
Brochura 20620 |SOUZA ROSA
Investigador ARAUID
TCLE ! Termos de | TCLEFinal2 1623 pdf 21/08/2023 |LUAMA CAROLIME Aceits
Assentimento / 20:03:58 |S0OUZA ROSA
Justificativa de ARALLID
Auséncia
Faolha de Rosto FolhadeRostoPlataformaBR2108Assing | 21/06/2023 |LUANA CAROLINE Aceitn

da.pdf 20310 |SOUZA ROSA

ARALLID
Recurso Anexado | QuestionarioFinal. pdf 20082023 |LUAMA CAROLINE Aceito
pelo Pesquisador 18:34:18 | S0UZA ROSA

ARALID
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagaoc da CONEP:
Mao

FLORIANOPOLIS, 27 de Setembro de 2023
Assinado por:
Renan Thiago Campestrini
[Coordenadon(a))
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ANEXO C - QUESTIONARIO — ARTIGO 1

ANEXOI
QUESTIONARIO APLICADO AO PRODUTOR(A) DE LEITE OVINO
Data: _ / [  Temperstura:______ *CUmidade ___ Aplicadora: LUANA
1. INFORMACOES GERAIS
1.1 Codigo Produtor: 1.2 Cidade:

1.3 Tipo de Mao-de-obra: { ) Familiar { ) Contratada ( ) Contratada eventualmentes

1.4 Escolaridade do proprietanio: { ) Basico { ) Fundamental { ) Meadio { ) Supenior { ) Pos-graduacio
———{ )} Completo ( ) Incompleto

1.5 Sistema: { ) Intensivo { ) Semi-intensivo () Extensivo
1.6 Tamanho da propriedade: ha
1.7 Ovinocultura leiteira ¢ a atividade principal? { ) Smm ( ) Nio
2, ANIMAIS
2.1 Raga predominante: { )} Lacaune ( ) EastFresian ( ) Outras, quais?
2.2 N* total de ovelhas:
2.3 N” total de ovelhas em lactagdo:

2 4 Area para manter as ovelhas & campo:

2.5 Recebe assessonia profissional de veterininio efou zootecmista? ( ) Sm () Nio

2.6 Se sim, com que frequéncia?

3. SANIDADE

3.1 Usa antibiéticos? { ) Sim ( ) Nio

3.2 Quais?

3.3 Com que frequéncia?

34 Usavacmas? ( }5m ( ) Nao
3.5 Quais?

3.6 Com que frequéncia?

3.7 Realiza exames laboratorials (fezes, sangue, outres) ( ) 5m  { I Nio
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3.8 Se sim, com gue frequéncia?
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4. MANEJO NUTRICTONAL

4.1 Pastagens utilizada:

4.2 Fomecimento de concentrados:

5. MANEJO DA ORDENHA

5.1 As ovelhas tém contato com o pastejo antes da ordenha? { ) Sim ( ) Nio
52 Tipo de ordenha” ( ) Mecinica ( ) Manual

5.3 Descarte dos 3 jatos antes de ordenhar? { ) Sim ( ) Nao

S4Pré-dipping: ( )Sim ( )Nio Se sim, como realiza?

5.5 Secagem dos tetos apos o pré-dippmng: ( )Sm  { ) NiEo
5.6 Pos-dipping: { )Sm ( ) Mao

5.7 Utiliza pano ou papel pra pré e pos-dipping?

5.8 Tem conhecimento de como esta a qualidade do leite produzide? { ) Smm ( ) Nio

5.0 Se sim_ de que forma?

5.10 Se sim_  como estd a qualidade em geral?

5.11 Acredita que precisa melhorar no que tange a produgio de maneira geral? { ) Sm () Nao

512 Se sim, de que forma?

6. OBSERVACOES ADICIONAIS:

Qual o destino do leite produzido? No destino, o leite passa por pasteurizac8o?
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sgpe Assinaturas do documento

Caddigo para verificacdo: NO2Q89SP

Este documento foi assinado digitalmente pelos seguintes signatarios nas datas indicadas:

LENITA DE CASSIA MOURA STEFANI (CPF: 562.XXX.680-XX) em 05/10/2024 as 17:04:53
Emitido por: "SGP-e", emitido em 30/03/2018 - 12:42:03 e valido até 30/03/2118 - 12:42:03.
(Assinatura do sistema)
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