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RESUMO 
 
 

A  principal  enfermidade  que  acomete  o  rebanho  leiteiro  caprino  são  infecções 

intramamárias,  que  geralmente  tem  como  etiologia  Staphylococcus  coagulase  negativos 

(SCN) e positivo (SCP). Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo a caracterização 

genótípica  e  fenotípica  de  Staphylococcus  isolados  de  mastite  subclínica  de  caprinos  bem 

como caracterizar os fatores de virulência associados a essas bactérias. Foram coletadas 400 

amostras  de  leite  caprino  em  25  propriedades  distribuídas  em  cinco  municípios  da  Paraíba, 

(Amparo,  Cabaceiras,  São  Sebastião  de  Umbuzeiro,  Ouro  Velho  e  Prata)  que  possuem 

rebanho  caprino  leiteiro,  resultando  em  105  isolamentos  característicos  de  Staphylococcus 

spp.,  as  espécies  foram  identificadas  por  Malditof.  Foram  realizadas  PCR  individuais 

objetivando identificar genes de enterotoxinas sea, seb, sec, sed, see, seg, seh e sei e genes de 

resistência  blaZ  e  mecA,  amostras  hemolíticas  foram  testadas  para  IcaD.  O  teste  de 

sensibilidade  antimicrobiana  fenotípica  foi  realizada  através  da  técnica  de  disco  difusão. 

Foram  utilizados  os  seguintes  discos:  Cefoxitina  30µg,  Oxacilina  1µg,  Gentamicina  10µg, 

Eritromicina  15µg,  Tetraciclina  30µg,  Ciprofloxacino  5µg,  Sulfa/Trimetropim  25µg, 

Clindamicina 2µg, Penicilina 10U, Clorafenicol 30µg. Foi  realizado o  teste  exato de Fisher 

(p>0,05)  para  comprar  espécies  e  resistência.  A  genotipificação  dos  isolados  foi  elaborada 

empregando  a  REPPCR,  utilizando  o  primer  RW3A,  as  imagens  foram  processadas  pelo 

software BioNumerics©, o grau de similaridade foi estabelecido por meio do coeficiente de 

Jaccard  (5%).  Um  total  de  15  espécies  de  Staphylococcus  foi  identificado  nos  cinco 

municípios  avaliados.  As  principais  espécies  causadoras  de  mastite  subclínica  foram  S. 

epidermidis  (36%),  S.  caprae  (24%),  S.  lugdunensis  (13%),  S.  simulans  (7%)  e  S.  xylosus 

(4%).  O  município  que apresentou  a  maior  diversidade  de  espécies  foi  o  de  Prata.  A  REP 

PCR  identificou 28 perfis  com similaridade de 100%, observouse que  espécies bacterianas 

genotipicamente clones (100% de similaridade) são responsáveis pela mastite subclínica em 

cidades  diferentes.  A  presença  de  genes  de  enterotoxinas  foram  identificados  em  oito 

Staphylococcus (7,6%), destes três apresentaram sec e cinco seh, três amostras apresentaram o 

gene  sec  e  seh  simultaneamente.  Altas  taxas  de  resistências  foram  identificados  para 

Penicilina  (40%),  Sufa/Trimetropim  (33%)  e  Tetraciclina  (25,5%).  Três  estirpes  de  SCN 

apresentaram resistência fenotípica a oxacilina caracterizando MRSCN e uma linhagem de S. 

aureus (MRSA). Todas as amostras foram sensíveis a Gentamicina. Na investigação do perfil 

genotípico  de  resistência  foi  revelado  isolados  positivas  para  o  gene  blaZ  (26,6%)  e  mecA 



(1,1%).  Os  isolados  hemolíticos  testados  para  icaD  (50%),  foram  considerados  como 

potenciais produtores de biofilme pela detecção do gene.  Considerando a caracterização dos 

principais agentes bacterianos causadores de mastite e seus fatores de virulência e resistência, 

norteiam  o  papel  da  cadeia  leiteira  alimentar  caprina  como  reservatórios  de  patógenos  que 

geram riscos a saúde pública, as altas taxas de resistência e identificação de cepas produtoras 

de biofilme indicam falhas nas práticas terapêuticas e de manejo. 

 
PALAVRAS  CHAVE:  Staphylococcus  coagulase  negativo;  genotipagem;  enterotoxinas; 

resistência 



ABSTRACT 
 

The main disease  that  affects  the goat dairy herd  is  intramammary  infections, which 

usually have coagulase  negative  (SCN) and positive  (SCP)  Staphylococcus etiology.  In  this 

north,  the  present  study  aimed  at  the  genotypic  and  phenotypic  characterization  of 

Staphylococcus isolated from subclinical goat mastitis as well as to characterize the virulence 

factors  associated with  these bacteria. 400 goat milk  samples were collected  from 25  farms 

distributed  in  five  municipalities  in  Paraíba  that  have  a  dairy  goat  herd,  resulting  in  105 

isolations characteristic of Staphylococcus spp., The species were identified by Malditof. The 

genotyping  of  the  isolates  was  performed  using  REPPCR,  using  the  primer  RW3A,  the 

images  were  processed  by  the  software  BioNumerics  ©,  the  degree  of  similarity  was 

established  using  the  Jaccard  coefficient  (5%).  Individual  PCRs  were  carried  out  aiming  to 

identify  sea,  seb,  sec,  sed,  see,  sec,  seh  and  sei  enterotoxin  genes  and  blaZ  and  mecA 

resistance genes, hemolytic samples were tested for IcaD. The reactions had a final volume of 

50μL,  PCR  SuperMix  (Invitrogen,  Brazil)  was  used  with  0.4  mM  of  each  primer.  The 

determination of phenotypic resistance was performed using the disk diffusion technique. The 

following discs were used: Cefoxitin  30µg, Oxacillin 1µg, Gentamicin 10µg, Erythromycin 

15µg,  Tetracycline  30µg,  Ciprofloxacin  5µg,  Sulfa  /  Trimetropim  25µg,  Clindamycin  2µg, 

Penicillin 10U, Clorafenicol 30µg. Fisher's exact test (p >0,05) was performed to buy species 

and  resistance.  A  total  of  15  species  of  Staphylococcus  were  identified  in  the  five 

municipalities  evaluated. The main  species  causing  subclinical mastitis were  S.  epidermidis 

(36%),  S.  caprae  (24%),  S.  lugdunensis  (13%),  S.  simulans  (7%)  and  S.  xylosus  (4%).  The 

municipality that presented the greatest diversity of species was Prata. REPPCR identified 28 

profiles  with  100%  similarity,  it  was  observed  that  bacterial  species  genotypically  clones 

(100% similarity) are  responsible for subclinical mastitis  in different cities. The presence of 

enterotoxin genes was identified in eight Staphylococcus (7.6%), of these three presented sec 

and  five  seh,  three  samples presented  the  sec  and  seh gene  simultaneously. High  resistance 

rates have been  identified  for Penicillin  (40%),  Sufa  / Trimetropim  (33%) and Tetracycline 

(25.5%).  Three  strains  of  SCN  showed  phenotypic  resistance  to  oxacillin  characterizing 

MRSCN and a strain of S. aureus (MRSA). All samples were sensitive to Gentamicin. In the 

investigation  of  the  genotypic  resistance  profile,  positive  isolates  for  the  blaZ  (26.6%)  and 

mecA  (1.1%)  genes  were  revealed.  Hemolytic  isolates  tested  for  icaD  (50%),  biofilm 

production  capacity  was  observed.  Considering  the  characterization  of  the  main  bacterial 

agents  that cause mastitis and its virulence and resistance factors, they guide the role of the 



goat food chain as reservoirs of pathogens that generate public health risks, the high rates of 

resistance  and  identification  of  biofilm  producing  strains  indicate  flaws  in  therapeutic 

practices. 

 
KEY WORDS: Staphylococcus; genotyping; enterotoxins; resistance 
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INTRODUÇÃO  GERAL 
 
 

A  caprinocultura  leiteira  desempenha  um  papel  significativo  nas  exigências 

socioeconômicas  e nutricionais no Brasil. Na Região Nordeste  grande parte desta produção 

está  organizada  em  arranjos  produtivos  locais  representados  por  cooperativas  e  associações 

que  realizam  o  beneficiamento  e  comercialização  em  programas  governamentais 

(EMBRAPA, 2018). 

Na  Paraíba  existem  programas  governamentais  como  Programa  de  aquisição  de 

alimentos  (PAA)  e  Programa  Leite  da  Paraíba  que  foram  criados  com  finalidade  de 

impulsionar  a  agricultura  familiar  e  ter  alcance  social,  a  produção  leiteira  é  destinada  a 

consumidores em situação de risco alimentar, uma vez que o governo distribui para creches, 

escolas, hospitais, Centros de referência especializado de assistência social (CREAS) e Centro 

de Referência de assistência social (CRAS) (Brasil, 2020). 

A Paraíba destacase nacionalmente como o maior produtor de  leite caprino no país, 

produzindo mais de 5,5 milhões de litros de leite por ano (IBGE, 2018). Com a otimização da 

criação  de  caprinos  e  o  aumento  na  produção  leiteira,  tem  surgido  uma  maior  preocupação 

com  a  qualidade  do  leite,  embora  tenha  sido  revelada  uma  melhora  no  nível  tecnológico, 

representado pelo aumento de produtividade leiteira, a produção ainda possui perfil artesanal 

(EMBRAPA,  2018).  Os  produtores  enfrentam  desafios  com  a  redução  na  produção  leiteira 

associada à mastite, caracterizada pela inflamação da glândula mamária resultante a processos 

infecciosos (Langoni et al, 2006). 

Os Staphylococcus spp. são bactérias comumente encontradas na glândula mamária e 

potenciais  produtores  de  enterotoxinas  e  são  os  patógenos  comumente  envolvidos 

mundialmente  em  surtos  de  intoxicações  alimentares.  As  enterotoxinas  estafilocócicas  (SE) 

são identificadas como clássicas sea, seb, sec, sed e see e novas seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, 

sen, seo, sep, seq, ser e seu, além da síndrome do choque tóxico causada pela enterotoxinas 

tsst1 (Andrade et al, 2019). 

Nas mastites de origem bacterianas, o tratamento de eleição é a antibioticoterapia. No 

entanto, o uso elevado de antimicrobianos ou a sua utilização de forma indiscriminada, sem 

auxílio  técnico  aumenta  o  risco  de  resistência  antimicrobiana.  Isso  contribui  para  o 

surgimento de cepas resistentes a drogas de importância para a saúde humana, a exemplo de 

Staphylococcus spp, resistente à meticilina (MRS) (Silva et al, 2018). 



Métodos de identificação de microrganismos revolucionária como a espectrometria de 

massa,  o  Malditof  MS  representa  uma  metodologia  promissora,  aliada  à  microbiologia 

clínica  veterinária,  de  maneira  que  os  agentes  causadores  de  enfermidades  poderão  ser 

identificados em nível de espécie com alta precisão (Gessolin, et al, 2018). A técnica se torna 

ainda mais exata quando a identificação é feita a partir de colônias puras. (Assis, et al 2017). 

Métodos de genotipagem para investigação epidemiológica a partir de amplificação de 

DNA tem sido otimizado em virtude de sua simplicidade e eficiência. Dentre esses métodos o 

da  REPPCR  (Repetitive  Extragenic  Palindromic  sequence    Sequências  palindrômicas 

extragênicas)  com  iniciadores  RW3A  tem  sido  utilizada  com  sucesso  em  análises 

epidemiológicas  de  Staphylococcus  aureus  e  S.  coagulase  negativos  com  diferentes 

propóstitos,  representando  alternativa  mais  eficiente  e  de  menor  custo  em  relação  a  outros 

métodos genotípicos de tipificação (Sousa, 2017). 

Considerando a importância da Caprinocultura leiteira na Paraíba, o presente trabalho 

teve  como  objetivo  identificar  ocorrência  de  isolados  do  gênero  Staphylococcus  de  leite  de 

cabras  provenientes  de  rebanhos  leiteiros  do  estado  da  Paraíba,  bem  como  avaliar  sua 

similaridade genética e capacidade enterotoxigênica e de resistência fenotípica e genotípica a 

antimicrobianos. 

Essa tese será estruturada em três capítulos, o primeiro corresponde a Caracterização 

de Staphylococcus spp. por Malditof e Genotipagem por REPPCR de isolados associados a 

mastite  caprina.  O  segundo  trata  do  Perfil  enterotoxigênico  de  Staphylococcus  aures  e  não 

aureus  oriundos  de  isolados  de  mastite  subclínica  caprina.  O  terceiro  corresponde  à 

resistência fenotípica e genotípica de Staphylococcus spp. isolados de leite caprino. 
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ABSTRACT: Freire, D.H.F., Silva, N.S., Siqueira, I.N., Vasconcelos, P.C., Silva, Azevedo, S.S., N.M.V., Oliveira, 

C.J.B., Melo, M.A. 2021. Caracterização genotípica e fenotípica por Maldi-tof de Staphylococcus spp. 

isolados de mastite subclínica caprina. Universidade Federal de Campina Grande – UFCG, CSTR - Centro 

de Saúde e Tecnologia Rural. Endereço: Avenida Universitária, s/n. Bairro Santa Cecília - Cx Postal 61 - 

Patos/PB. 

The main disease that affects the goat's dairy herd is intramammary infections, which usually have 

negative coagulase (SCN) and positive (SCP) Staphylococcus etiologic agents. The present study aimed at 

the genotypic and phenotypic characterization of Staphylococcus isolated from subclinical goat mastitis. 

Goat milk was collected from 25 farms in five municipalities in Paraíba that have a dairy goat herd, 

resulting in 105 isolations characteristic of Staphylococcus spp., The species were identified by Maldi -tof. 

The genotyping of the isolates was elaborated using REP-PCR, using the primer RW3A, the images were 

processed by the software BioNumerics ©, the degree of similarity was established by means of the 

Jaccard coefficient (5%). A great diversity of Staphylococcus species has been identified, with the SCN 

being the most common, especially S. epedidermidis (36%) and S. caprae (24%). Among the SCP, the only 

isolated species was S. aureus (2%) in one of the municipalities. Regarding the genotypic characterization, 

it was observed that some bacterial isolates showed high similarity (100%) despite being responsible for 

subclinical mastitis in different municipalities, as occurred with isolates of S. epidermidis and S. caprae. 

However, genetic profiles with 100% similarity were found in the same municipality. Considering the 

characterization of the main bacterial agents and their pathogenic capacity, they guide the possible 

methods of control of caprine subclinical mastitis, focusing on the prevalent species, as well as further 

studies of investigation of virulence factors that can be expressed by SCN even with zoonotic character.  

KEY WORDS: coagulase negative Staphylococcus; Coagulase positive Staphylococcus; etiology; goats 

 
RESUMO: A principal enfermidade que acomete o rebanho leiteiro caprino são infecções intramamárias, 
que geralmente tem como agente etiológico Staphylococcus coagulase negativos (SCN) e positivo (SCP). O 
presente estudo teve como objetivo a caracterização genótípica e fenotípica de Staphylococcus isolados de 
mastite subclínica de caprinos. Coletadas de leite caprino foram realizadas em 25 propriedades 
distribuídas em cinco municípios da Paraíba que possuem rebanho caprino leiteiro, resultando em 105 
isolamentos característicos de Staphylococcus spp., as espécies foram identificadas por Maldi-tof. A 
genotipificação dos isolados foi elaborada empregando a REP-PCR, utilizando o primer RW3A, as imagens 
foram processadas pelo software BioNumerics©, o grau de similaridade foi estabelecido por meio do 
coeficiente de Jaccard (5%). Grande diversidade de espécie de Staphylococcus foi identificada, sendo os 
SCN de maior ocorrência, destacando-se os S. epedidermidis (36%) e S. caprae (24%). Dentre os SCP a 
única espécie isolada foi S. aureus (2%) em um dos municípios. Quanto à caracterização genotípica 
observou-se que alguns isolados bacterianos apresentaram alta similaridade (100%) apesar de serem 
responsáveis pela mastite subclínica em municípios diferentes, como ocorreu com isolados de S. 
epidermidis e S. caprae. No entanto perfis genéticos com 100% de similaridade foram encontrados em um 
mesmo município. Considerando a caracterização dos principais agentes bacterianos e sua capacidade 
patogênica, norteiam os possíveis métodos de controle da mastite subclínica caprina, focando nas espécies 
prevalentes, bem como estudos posteriores de investigação de fatores de virulência que podem ser 
expressos por SCN inclusive com caráter zoonótico. 
PALAVRAS CHAVE: Staphylococcus coagulase negativo; Staphylococcus coagulase positivo; etiologia; 
cabras 

 
INRODUÇÃO: 

 
Dentre as doenças que podem afetar o rebanho caprino leiteiro, as infeções intramamárias (IIM) 

destacam-se como principais causadoras de prejuízos econômicos ao produtor, em consequência da 



redução na produção leiteira. A mastite subclínica (MS) caprina geralmente é ocasionada por 
Staphylococcus coagulase negativos (SCN) e em menor frequência os positivos (SCP), destacando-se os S. 
aureus. A identificação dos patógenos associados à mastite caprina é fundamental para determinar a 
patogenicidade e subsidiar a implantação de um programa de controle e prevenção desta enfermidade 
(Contreras et al, 2007). 

Várias espécies de SCN em cabras são difíceis de identificar apenas por métodos fenotípicos, 
produzindo baixa precisão (Koop et al, 2012). Métodos novos de identificação de microrganismos de 
forma rápida, precisa e acessível como o Maldi-tof o revela como método promissor na clínica Veterinária 
(Gessolin et al, 2018). Dentre os testes moleculares para análise de similaridade, a REP-PCR (Repetitive 
Extragenic Palindromic Sequences – Reação de Cadeia de Polimerase) estabelece modo simples e rápido de 
caracterizar e diferenciar micro-organismos (Gomes de Leon, 2014). 

Em maioria, os estudos (Santos Júnior et al, 2019; Gabli et al, 2019; Langoni et al, 2006) 
relacionados à etiologia da mastite caprina não identificam as espécies de Staphylococcus envolvidos 
nessa enfermidade, e quando os fazem é através de métodos bioquímicos pouco precisos. A tipificação 
genotípica dos isolados através de métodos moleculares de custo baixo é ferramenta fundamental no 
controle das IIM em caprinos. Nesse norte a identificação das espécies bem como a caracterização 
genotípica e sua distribuição entre municípios produtores de leite caracterizam uma saída para 
implementação de tratamento e controle da mastite. Desta maneira objetivou-se neste estudo realizar 
investigação epidemiológica de SCP e SCN isolados de mastite caprina subclínica da região do cariri 
Paraibano através de métodos de genotipagem. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Amostragem 
 

O estudo foi realizado nos municípios de Amparo, Prata, Cabaceiras, Ouro Velho e São Sebastião  
de Umbuzeiro localizados na mesorregião da Borborema e microrregião do cariri ocidental, região leiteira 
caprina da Paraíba-PB. Foram coletadas 400 amostras de leite caprino, em 25 propriedades, para 
isolamento microbiológico. Nenhuma cabra apresentou características de mastite clínica no momento da 
coleta. As amostras foram coletadas em recipientes estéreis, após assepsia do teto, e mantidas sob 
refrigeração até a chegada no LAPOA (Laboratório de Avaliação de Produtos de Origem Animal) na 
UFPB/CCA (Universidade Federal da Paraíba) para isolamento microbiológico. 

As propriedades foram selecionadas por conveniência, de acordo com a disponibilidade dos 
produtores rurais, através da articulação com as Associações de Criadores de Caprinos Leiteiros 
(Nascimento & Alves, 2008). As coletas foram realizadas em 2018, no período chuvoso, entre os meses de 
abril a junho. , Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) (Brasil, 2017), o 
efetivo do rebanho da região é de 35.859 caprinos, que foi utilizado para definir o tamanho da amostra 
pela fórmula [z2*p(1-p)]/e2/1 + [z2 * p(1-p)]/e2*N], sendo: z – o grau de confiança de 95%, e - margem 
de erro 5% e p constante de 0,5. Com isso, chegou-se ao número de 381 amostras a ser utilizadas na 
pesquisa. 

 
Lactocultura 

As amostras de leite caprino foram cultivadas em ágar sangue ovino 5% e as placas foram 
analisadas com 24/48h de cultivo. Os microrganismos isolados foram submetidos à prova de catalase e 
teste de Gram. Um total de 105 amostras apresentaram características para o gênero Staphylococcus spp. 

 

Maldi-Tof 

As amostras características de Staphylococcus spp. foram encaminhadas ao Laboratório de 
Sanidade de animais aquáticos (Aquacen) na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) para 
identificação das espécies através do MALDI-TOF (Espectrometria de Massa). Colônia única e nova de cada 
amostra bacteriana foi transferida para placa alvo MALDI (Brucker Daltonics, Bremen, Alemanha).  Para 
cada amostra foi usado 1 μl de ácido fórmico (70%) e 1 μl da matriz MALDI-TOF MS e deixado secar ao 
ar. Os espectros foram adquiridos usando o espectrômetro de massa MicroFlex LT (Bruker Daltonics). 
Antes das medições, a calibração era realizada com padrão de teste bacteriano (E. coli DH5 alfa; Bruker 
Daltonics). Os critérios de pontuação de identificação em tempo real foram os recomendados pelo 
fabricante: ≥2.000 indica identificação em nível de espécie, a pontuação entre ≥1.700 e ≤2.000 indica 
identificação em nível de gênero e pontuação <1.700 indica identificação não confiável (Assis et al, 2017). 

 

Genotipagem REP-PCR 



O DNA genômico foi extraído pelo método Fenol:Clorofórmio:Álcool isoamílico (Sambrook et al., 
1989) com modificações. A reação de amplificação para a REP-PCR foi realizada segundo protocolo 
descrito por Van Der Zee et al. (1999), com modificações. As reação continham volume total de 25 µL, 
contendo tampão (x1), MgCl2 (3 mM), dNTPs (200 µM de cada), primer RW3A (5'-TCG CTC AAA ACA ACG 
ACA CC-3') (1 pmol), Taq DNA polimerase (1U), água ultrapura e 100ng de DNA alvo. A mistura reacional 
foi incubada em Termociclador (TPersonal Thermocycler, Biometra®, Alemanha) com os seguintes ciclos: 
desnaturação inicial a 94º C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos de amplificação (desnaturação a 94º C por 
1 minuto, anelamento a 50ºC por 1 minuto e polimerização a 72º C por 2 minutos) e extensão final a 72º C 
por 5 minutos. 

Os amplicons foram analisados através de eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com 
Brometo e visualizados com auxílio de transiluminador em UV (Carestream Molecular Imaging Software - 
Version 5.0, ©Carestream Health, Inc,EUA). O tamanho dos fragmentos amplificados foi analisado por 
comparação com um padrão de massa molecular de 100 pb e 1 kb (Ludwig Biotec, Brasil). Como controle 
positivo foi utilizado cepa padrão USA 400 S. aureus. 

A similaridade entre as cepas de Staphylococcus spp. foi determinada com base na presença de 
bandas no gel, com imagens processadas pelo software BioNumerics® (Versão 7.1, Applied Maths, 
Bélgica). Para expressão da similaridade entre os diferentes genótipos, utilizou-se coeficiente de Jaccard 
(5% de tolerância) e construção de dendograma através da das amostras selecionadas. 

 

RESULTADOS 

Das 400 amostras analisadas 105 (26,5%) foram positivas para Staphylococcus spp., e destas 96 
(91,43%) foram classificadas com escore ≥2.000 pelo Maldi-tof. Destas 94 eram SCN e apenas duas SCP. 
Um total de 15 espécies de Staphylococcus foram identificadas nos cinco municípios avaliados (tabela 1). 
As principais espécies causadoras de mastite subclínica foram S. epidermidis (36%), S. caprae (24%), S. 
lugdunensis (13%), S. simulans (7%) e S. xylosus (4%). 

O resultado da rep-PCR identificou 28 perfis com similaridade de 100%, com fragmentos variando 
de 500 a 3000 pares de bases. A investigação da relação clonal entre as cepas revelou de maneira geral  
que os genótipos foram similares (figura 2). Observou-se que algumas espécies bacterianas 
genotipicamente clones (100% de similaridade) são responsáveis pela mastite subclínica em cidades 
diferentes, como observado nos perfis 3 e 18, demostram que clones de S. epidermidis foram responsáveis 
por infecções intramamárias nos municípios de Prata e Amparo. 

Foram encontradas espécies de S. epidermidis com perfil genético diferentes, demostrando que 
uma mesma espécie pode apresentar características genotípicas diferentes 

 
DISCUSSÃO 

Alta incidência de SCN e baixa de SCP foram idenficadas, estudos semelhantes recentes realizados 
na mesma região revelam os SCN como os principais agentes isolados de mastite subclínica caprina 
(Santos Júnior et al, 2019) bem como em outros países (Gabli et al, 2019; Moroni et al, 2015). Os SCP são 
menos frequentes em mastite subclínica, embora foi revelado S. aureus em um dos municípios, esse 
patógeno dentro dos SCP são os mais frequentemente isolados de mastite subclínica caprina (Moroni et al, 
2015). 

As principais espécies causadoras de mastite subclínica foram S. epidermidis (36%), S. caprae 
(24%), S. lugdunensis (13%), S. simulans (7%) e S. xylosus (4%), o segundo destaca-se em outros estudos 
como um dos principais causadores da mastite subclínica em fazendas leiteiras (Gabli et al, 2019; d’Ersul 
et al, 2016) e são considerados patógenos potencialmente patogênicos devido a expressão de fatores de 
virulência, principalmente no período parturiente, quando os mecanismos de defesa do úbere está 
diminuído (Moroni et al, 2015). Os S. epidermidis estão muito associados à infecções intramamárias 
persistentemente crônicas e são frequentemente isolados de mastite caprina (Salaberry et al, 2015;  
Lagoni et al, 2006), este patógenos tem capacidade de aumentar a quantidade de células somáticas 
causando a redução na produção leiteira, bem como causar infecções nosocomiais, destacando-se como 
um patógeno de importância para saúde pública humana (Peixoto et al, 2013). 

Quando comparados os municípios, observam-se diferentes espécies de Staphylococcus spp. 
isolados de mastite subclínica. O município que apresentou a maior diversidade de espécies foi o de Prata 
(figura 1), embora o S. epidermidis, caprae e S. simulans sejam os mais prevalentes. Amparo e Prata 
apresentaram o S. epidermidis como o principal agente da mastite subclínia. Cabaceiras foi a única cidade 
estudada que apresentou SCP, sendo S. aureus isolado em 10,5% das amostras no município. Apesar dos S. 
aureus serem relatados como causadores de mastite clínica, são também indicados como responsáveis por 
mastite subclínica caprina (Gabli et al, 2019). Este patógeno também se destaca por seu potencial 
toxigênico, pois suas enterotoxinas podem resistir ao processo de pasteurização e causar intoxicação 



alimentar, como identificado em pesquisa na mesma região que identificou cepas de S. aureus 
enterotoxigênica, embora seja um patógeno de pouca prevalência e diminuída capacidade de transmissão 
entre cabras (Ferreira et al. 2014). Há suspeitas que as cabras possam apresentar mecanismos de 
resistência contra esse agente (Contreras et al. 2003). 

 

O município de São Sebastião de Umbuzeiro apresentou prevalência alta de S. lugdunensis (39%) 
diferentemente do encontrado nos outros municípios. Essa espécie apesar de pouco prevalente em outros 
estudos (Moroni et al. 2015) é relatado como SCN potencialmente virulento por poder apresentar 
características de adesão aos tecidos da glândula mamária, protegendo-se das defesas do hospedeiro 
através da formação de biofilmes, como observado em investigações em outros estados do Brasil 
(Salaberry et al. 2015). 

 

O resultado da rep-PCR identificou 28 perfis com similaridade de 100%, com fragmentos variando 
de 500 a 3000 pares de bases. A investigação da relação clonal entre as cepas revelou de maneira geral  
que os genótipos foram similares (figura 1), o que era esperado por serem todos os isolados de mesmo 
gênero bacteriano. Observou-se que algumas espécies bacterianas genotipicamente clones (100% de 
similaridade) são responsáveis pela mastite subclínica em cidades diferentes, como observado nos perfis 
3 e 18, demostrando que clones de S. epidermidis foram responsáveis por infecções intramamárias nos 
municípios de Prata e Amparo, nessa mesma região do estudo é comum a venda e troca de animais 
leiteiros em feiras, o que pode explicar a presença de cepas com mesmo perfil genético em cidades 
vizinhas, uma vez que essas duas encontram-se na mesma microrregião. 

 

Em contrapartida S. epidermidis com perfil genético diferente foram encontrados no mesmo 
município como Amparo (perfis 3, 10 e 13), São Sebastião de Umbuzeiro (perfis 14, 15 e 16), Cabaceiras 
(perfis 4, 9 e 18) e Prata (perfis 3, 17, 18, 27 e 28), demostrando que uma mesma espécie pode apresentar 
características genotípicas diferentes, como por exemplo genes de resistência que podem ser móveis e 
portanto podem ser transferidos à outras bactérias como genes plasmidiais através dos processos de 
conjugação gênica (Quinn, 2005). 

 

Ao analisar o perfil genético dos S. caprae, a segunda espécie mais prevalente SCN demostrado 
neste estudo, os perfis 19 e 22 indica que também houve variação genética dentro de um mesmo 
município (Ouro Velho), sugerindo que há diferenças que podem estar associadas a fatores de virulência.  
O perfil 22 comprova que um dos genótipos de S. caprae são responsáveis pela mastite subclínica nos 
municípios de Prata e Ouro Velho, certamente pelo transito de animais que é comum nessas regiões.  

 

CONCLUSÃO 

 
Os S. epidermidis, S. caprae e S. lugdunensis são as espécies mais prevalentes. Prevalência de 

espécies diferente entre municípios, destaca-se a necessidade de ajustes no manejo do rebanho caprino 

leiteiro. Foram observadas cepas de mesma linhagem epidemiológica de S. epidermidis e S. caprae em 

municípios diferentes. 



 

 
Tabela1. Caracterização fenotípica de Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina no 
cariri Paraibano 
Agente Amparo Prata Cabaceiras Ouro velho S. S. Umbuzeiro 

S. epidermidis 46,1% 43% - 5,9% 28% 

S. caprae 46,1% 14,3% 63,2% 53% 22,3% 

S. lugdunensis - 7,1% 5,3% 17,7% 39% 

S. simulans - 14,3% 5,3% 11,8% - 

S. xylosus - 3,6% 5,3% 11,8% - 

S. saprophyticus 7,8% - - - - 

S. chromogenes - 7,1% - - 5,6% 

S. capitis - - 5,3% - 5,6% 

S. aureus - - 10,5% - - 

S. pettenkoferi - - 5,3% - - 

S. equorum - 3,6% - - - 

S. sciuri - 3,6% - - - 

S. haemolyticus - 3,6% - - - 
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FIGURA 1. Caracterização genotípica de Staphylococcus spp. isolados de mastite subclínica caprina no 
cariri Paraibano 
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145/2018  S. caprae  Amparo 

194/2018  S. capitis  Cabaceiras 
128/2018  S. epidermidis  Amparo 

130/2018  S. epidermidis  Amparo 
185/2018  S. epidermidis  Prata 
192/2018  S. epidermidis  Cabaceiras 

240/2018  S. caprae  Umbuzeiro 
238/2018  S. capitis  Umbuzeiro 
210/2018  S. epidermidis  Cabaceiras 

234/2018  S. epidermidis  Umbuzeiro 
196/2018  S. epidermidis  Cabaceiras 

197/2018  S. epidermidis  Cabaceiras 
207/2018  S. epidermidis  Cabaceiras 

239/2018  S. caprae  Umbuzeiro 
131/2018  S. epidermidis  Amparo 
251/2018  S. caprae  Umbuzeiro 

153/2018  S. lugdunensis  Prata 
226/2018  S. simulans  Ouro Velho 
141/2018  S. epidermidis  Amparo 

229/2018  S. caprae  Ouro Velho 
243/2018  S. epidermidis  Umbuzeiro 

248/2018  S. epidermidis  Umbuzeiro 
242/2018  S. epidermidis  Umbuzeiro 

178/2018  S. epidermidis  Prata 
179/2018  S. epidermidis  Prata 
180/2018  S. epidermidis  Prata 

S. aureus USA400     

147/2018  S. epidermidis  Prata 
148/2018  S. epidermidis  Prata 

195/2018  S. epidermidis  Cabaceiras 
212/2018  S. epidermidis  Cabaceiras 

220/2018  S. caprae  Ouro Velho 
223/2018  S. caprae  Ouro Velho 

222/2018  S. caprae  Ouro Velho 
199/2018  S. aureus  Cabaceiras 
217/2018  S. lugdunensis  Ouro Velho 

176/2018  S. caprae  Prata 
213/2018  S. caprae  Ouro Velho 
214/2018  S. caprae  Ouro Velho 

224/2018  S. caprae  Ouro Velho 
173/2018  S. lugdunensis  Prata 

175/2018  S. caprae  Prata 
228/2018  S. xylosus  Ouro Velho 

151/2018  S. chromogenes  Prata 
152/2018  S. chromogenes  Prata 
172/2018  S. xylosus  Prata 

163/2018  S. epidermidis  Prata 
169/2018  S. epidermidis  Prata 
162/2018  S. haemolyticus  Prata 

170/2018  S. epidermidis  Prata 
181/2018  S. epidermidis  Prata 
182/2018  S. epidermidis  Prata 
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ABSTRACT: Freire, D.H.F., Silva, N.S., Siqueira, I.N., Vasconcelos, P.C., Silva, Azevedo, S.S., N.M.V., Oliveira, 
C.J.B., Melo, M.A. 2021. Perfil enterotoxigênico de Staphylococcus Coagulase Negativos e Positivo 
isolados de leite caprino. Universidade Federal de Campina Grande – UFCG, CSTR - Centro de Saúde e 
Tecnologia Rural. Endereço: Avenida Universitária, s/n. Bairro Santa Cecília - Cx Postal 61 - Patos/PB. 
Staphylococcus spp. they are pathogens frequently isolated from goat's milk and their enterotoxigenic 
capacity may pose risks to food security. The objective of this research was to investigate the occurrence 
of genes encoding staphylococcal enterotoxins (ES) from isolates of mastitic goat milk. The milk samples 
came from lactating goats, from 25 dairy farms of the cariri Paraibano, a total of 105 samples were 
subjected to individual Polymerase Chain Reaction (PCR) in order to identify genes sea, seb, sec, sed, see, 
Mon, Seh and I know. Eight (7.6%) isolates of Staphylococcus spp. which encoded toxin genes, with sec  
and seh being identified. The species S. epidermidis, S. caprae and S. aureus were the ones that presented 
enterotoxigenic potential. In view of the results, the ability of coagulase-negative Staphylococcus (SCN) as 
toxigenic stands out, revealing the potential risk to public health with the possibility of transmission of 
enterotoxins that cause food poisoning. 

 
KEY WORD: enterotoxin; milk; goat; public health 

 
RESUMO: Os Staphylococcus spp. são patógenos frequentemente isolados de leite caprino e sua 
capacidade enterotoxigênica pode implicar em riscos à segurança dos alimentos. Objetivou-se nessa 
pesquisa, investigar a ocorrência de genes codificadores de enterotoxinas estafilocócicas (EE) procedentes 
de isolados de leite caprino mastítico. As amostras de leite foram oriundas de cabras em lactação, 
proveniente de 25 propriedades leiteiras do Cariri Paraibano, um total de 105 amostras foram submetidas 
a Reação de Cadeia em Polimerase (PCR) individuais objetivando identificar genes sea, seb,sec, sed, see, seg, 
seh e sei. Foram detectados 8 (7,6%) isolados de Staphylococcus spp. que codificaram genes das toxinas, 
sec e seh. As espécies S. epidermidis, S. caprae e S. aureus foram as que apresentavam potencial 
enterotoxigênico. Frente aos resultados, destaca-se a capacidade de Staphylococcus coagulase negativos 
(SCN) como toxigênicos, revelando o potencial risco a saúde pública com a possibilidade de causar 
intoxicações alimentares. 

 
PALAVRAS CHAVE: enterotoxinas; leite; caprino; saúde pública 

 
INTRODUÇÃO 

 
Os Staphylococcus spp. são os patógenos potenciais produtores de enterotoxinas comumente 

envolvidos em surtos de intoxicações alimentares mundialmente, caracterizando risco a saúde pública 
(Salaberry et al, 2015). As enterotoxinas estafilocócicas (EE) são identificadas como clássicas sea, seb, sec, 
sed e see e novas seg, seh, sei, sej, sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser e seu, além da síndrome do choque 
tóxico causada pela enterotoxinas TSST-1 (Andrade et al, 2019), são consideradas superantígenos que 
causam liberação aumentada de citocinas pro-inflamatórias promovendo o aparecimento de sintomas 
característicos de intoxicações (Pedroso et al, 2016). 

A mastite caprina é em maioria subclínica e os agentes etiológicos comumente isolados são 
bactérias do gênero Staphylococcus spp. com prevalência dos Staphylococcus Coagulase Negativos (SCN), 
embora menos patogênico que o S. aureus, podem produzir mastite subclínica persistente (Gessolin et al, 
2018) e enterotoxinas termoestáveis associadas a intoxicações alimentares (Contreras et al, 2007).  

A identificação de Staphylococcus spp. enterotoxigênicos é de fundamental importância para 
conhecimento de cepas virulentas, fornecendo dados importantes para produtores de leite e derivados da 
necessidade de medidas de prevenção e controle da mastite com finalidade de otimizar a produção e 
prevenir casos de intoxicações alimentares aos consumidores, considerando que os principais 
consumidores do leite caprino na Paraíba é a população de risco, uma vez a produção leiteira é destinada a 
programas sociais governamentais. Nesse estudo objetivou-se investigar a ocorrência de genes 
codificadores de enterotoxinas estafilocócicas procedentes de isolados de leite caprino no estado da 
Paraíba, Brasil. 



 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

Amostragem 
O estudo foi realizado nos municípios de Amparo, Prata, Cabaceiras, Ouro Velho e São Sebastião 

de Umbuzeiro localizados na região leiteira caprina da Paraíba-PB. Foram coletadas 400 amostras de leite 
caprino, em 25 propriedades, para isolamento microbiológico. Nenhuma cabra apresentou características 
de mastite clínica no momento da coleta. As amostras foram coletadas em recipientes estéreis, após 
assepsia do teto, e mantidas sob refrigeração até a chegada no LAPOA (Laboratório de Avaliação de 
Produtos de Origem Animal) na UFPB/CCA (Universidade Federal da Paraíba) para análise microbiológica. 

As propriedades foram selecionadas por conveniência, de acordo com a disponibilidade dos 
produtores rurais, através da articulação com as Associações de Criadores de Caprinos Leiteiros 
(Nascimento & Alves, 2008). As coletas foram realizadas em 2018, no período chuvoso, entre os meses de 

abril a junho. , Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) (Brasil, 2017), o 
efetivo do rebanho da região é de 35.859 caprinos, que foi utilizado para definir o tamanho da amostra 
pela fórmula [z2*p(1-p)]/e2/1 + [z2 * p(1-p)]/e2*N], sendo: z – o grau de confiança de 95%, e - margem 

de erro 5% e p constante de 0,5. Com isso, chegou-se ao número de 381 amostras a ser utilizadas na 
pesquisa. 

 
Lactocultura e Identificação das espécies 

 
As amostras foram cultivadas em ágar sangue ovino 5% e as placas foram analisadas com 24/48h 

de cultivo. Os microrganismos isolados foram submetidos a prova de catalase e teste de Gram. Um total de 
105 amostras apresentaram características do gênero Staphylococcus spp.e foram encaminhadas ao 
Laboratório de Sanidade de animais aquáticos (Aquacen) na Universidade Federal de Minas Gerais  
(UFMG) para identificação das espécies através do MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization Time Of Flight Mass Spectrometry). Foram submetidos também à Reação de Cadeia em 
Polimerase (PCR) para detecção de genes enterotoxigênicos clássicos e novos. 

 
Extração de DNA e PCR 

 

O DNA genômico foi extraído com Fenol:Clorofórmio:Álcool isoamílico (Sambrook et al., 1989). 
Foram realizadas PCR individuais objetivando identificar genes sea, seb,sec, sed, see, seg, seh e sei. As 
reações possuíam volume final de 50μL, foi usado PCR SuperMix (Invitrogen, Brasil) com 0,4mM de cada 
primer. A sequência dos primers e os tamanhos dos produtos da PCR estão evidenciados na Tabela 1. A 
amplificação foi realizada por termociclador que obedeceu a seguinte programação para todos os genes: 
um ciclo inicial de 95°C por 5 minutos seguidos por 30 ciclos com etapas de desnaturação a 95°C/30 
segundos, anelamento a 55°C/75 segundos e uma extensão a 72°C/30 segundos. Uma extensão final a 
72°C por 5 minutos (Blaiotta et al, 2004). 

 

Os géis de agarose a 1,5% foram visualizados em transiluminador após a coloração em solução de 
Gel Red (Uniscience). A presença ou ausência das bandas foram analisadas em luz ultravioleta. Os 
controles positivos das reações incluíram S.aureus American Type Culture Collection (ATCC) 13565 (sea), 
S. aureus ATCC 14458 (seb), S. aureus ATCC 19095 (sec, seh, seg e sei), S. aureus ATCC 23235 (sed), S.aureus 
ATCC 27664 (see). Foi utilizada análise estatística descritiva. 

RESULTADO 

De 105 cepas de Staphylococcus spp. os quais foram testados por PCR para detecção de genes de 
EE clássicas (a, b, c, d e e) e novas (g, h e i). Os resultados são mostrados na tabela 2. 

Foi identificado 8 (7,6%) isolados positivos aos genes de enterotoxinas. Três cepas apresentaram 
a enterotoxina sec (37,5%) e cinco seh (62,5%). Os genes a, b, d, e, g e i não foram observados. Entre as 
novas EE (seg, seh e sei), o gene seh foi o mais encontrado. As espécies mais enterotoxigênica reveladas 
neste estudo foram os S. epidermidis e S. caprae. 

 

DISCUSSÃO 

 
A presença de genes enterotoxigênicos foi identificado em oito isolados (7,6%). Ocorrência maior 

de 12,2%, destes genes foram encontradas em estudo anterior, na mesma região, em investigação de 
Staphylococcus spp. enterotoxigênico oriundos de leite caprino (Lyra et al. 2013). Quando comparado a 



frequência desses genes em S. aureus isolados de leite caprino, revelam porcentagens de frequência 
maiores de 19,5% observado por Ferreira et al (2014). 

Três cepas apresentaram a enterotoxina sec (2,8%) e cinco seh (4,8%), três amostras 
apresentaram o gene sec e seh simultaneamente, indicando a capacidade enterotoxigênica dessa espécie 
em isolados de leite caprino. Resultados semelhantes foram encontrados em leite caprino em outros 
países, sendo sec a principal toxina codificada (Rahmdel et al. 2018). O gene sec é frequentemente 
encontrado em isolados de S. aureus (Ferreira et al. 2014; Rahmdel et al. 2018). No entanto trabalhos 
recentes demostram maior amplificação de enterotoxinas novas como sej e sei em cepas de S. aureus de 
leite caprino (Rebouças et al. 2020). Os genes a, b, d, e, g e i não foram observados. Entre as novas EE (seg, 
seh e sei), o gene seh foi o mais encontrado. 

Considerando as espécies de Staphylococcus spp. nesse estudo foi revelado que os SCN 
apresentam potencial enterotoxigênico maior quando comparado com SCP. Esses dados corroboram com 
outros estudos realizados no Brasil que demostra a importância dessas espécies para a segurança dos 
alimentos (Lamaita et al, 2005; Lavor et al, 2019). Nascimento et al (2020) avaliando cepas do gênero SCN 
em queijo Emmental no Brasil também identificou potencial enterotoxigênico dessas espécies (6,9%). Os 
SCN isolados da corrente sanguínea também se destacaram como potencialmente produtores de 
enterotoxinas como descrito por Pedroso et al, (2016). Demostrado potencial de virulência dessas 
espécies, observa-se a necessidade de atualização da legislação Brasileira em relação aos riscos dos SCN 
para a saúde e não apenas para os SCP (Lavor et al, 2019). 

As espécies mais enterotoxigênica reveladas neste estudo foram os S. epidermidis e S. caprae, este 
último destaca-se por não ter sido identificado em estudos anteriores com codificação de enterotoxinas.  
Os S. pidermidis foi observado em vários estudos como potencialmente produtores de enterotoxinas e de 
origem animal e humana (Salaberry et al, 2015; Rahmdel et al, 2018; Lavour et al, 2019). 

Os SCP são cepas que abrigam frequentemente a sec, como observado em estudos anteriores que 
avaliaram a capacidade enterotoxigênica de SCP quanto as toxinas clássicas (Salaberry et al, 2015), no 
entanto neste estudo não foi observado a presença dessa enterotoxina nos SCP representado pelos S. 
aureus. 

 

CONCLUSÃO 

 
Cepas potencialmente enterotoxigênicas de origem caprina foram identificadas, especialmente 

SCN como S. epidermidis e S. caprae. Esse estudo revelou que cepas toxogênicas podem comprometer a 
qualidade do leite. 



 

 
Tabela 1. Sequência de primers de enterotoxinas de Staphylococcus spp. 

Primer Sequência Tamanho do fragmento Referências 

sea-1 TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA 120 Johnson et al. (1991) 

sea-2 GAA CCT TCC CAT CAA AAA CA    

seb-1 TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 478 Johnson et al. (1991) 

seb-2 GCA GGT ACT CAT TAA GTG CC    

sec-1 GAC ATA AAA GCT AGG AAT TT 257 Johnson et al. (1991) 

sec-2 AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC    

sed-1 GAT GTT TGG TAA TAT CTC CT 317 Johnson et al. (1991) 

sed-2 TAA TGC TAT ATC TTA TAG GG    

see-1 CAA AGA AAT GCT TTA AGC AAT CTT AGG CCAC 482 Jarraud et al. (1999) 

see-2 CTT ACC GCC AAA GCT G    

seg-1 AAT TAT GTG AAT GCT CAA CCC GAT C 642 Jarraud et al. (1999) 

seg-2 AAA CTT ATA TGG AAC AAA AGG TAC TAG TTC    

seh-1 CAA TCA CAT ATG CGA AAG CAG 376 Jarraud et al. (1999) 

seh-2 CAT CTA CCC AAA CAT TAG CAC C    

sei-1 CTC AAG GTG ATA TTG GTG TAG G 577 Jarraud et al. (1999) 

sei-2 AAA AAA CTT ACA GGC AGT CCA TCT C    

 
 
 
 
 

 
Tabela 2. Genes enterotoxigenicos em staphylococcus spp. de amostras de 
leite caprino na paraíba, brasil, em 2018 

  sea seb sec sed see seg seh sei 
S. epidermidis - - 2 - - - 2 - 
S. caprae - - 1 - - - 2 - 
S. aureus - - - - - - 1 - 
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Antimicrobial  resistance  in  bacteria  is  a  worldwide  concern  and  can  be  facilitated  through  the  formation  of 
biofilms  and  thus  be  transmitted  through  the  dairy  food  chain,  generating  risks  to  public  health  as  well  as 
implying  losses  to goat milk producers. This  study aimed  to  investigate  strains  from goat's milk  regarding  the 
phenotypic and genotypic resistance profile to blaZ, mecA genes and research of biofilmforming strains through 
the  IcaD  gene.  The  isolates  were  identified  using  MALDITOF  and  the  phenotypic  resistance  test  by  disk 
diffusion.  The  genotypic  profile  was  performed  by  conventional  Polymerase  Chain  Reaction  (PCR).  As  for 
phenotypic resistance, high resistance rates were observed for Penicillin (40%), Sulfa / Trimetropim (33%) and 
Tetracycline (25.5%), showing  that  the species S. epidermidis stood out as  the most  resistant. The presence of 
resistance genes was verified by the blaZ (26.6%), mecA (1.1%) genes. The hemolytic strains were shown to be 
potentially capable of forming biofilm identified through the IcaD gene (50%). The study found the potential risk 
of transmission through goat milk from strains with high rates of resistance to βlactam antibiotics and the ability 
to form biofilms. 
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RESUMO:  A  resistência  antimicrobiana  em  bactérias  é  uma  preocupação  mundial,  podendo  ser  facilitada 
através da formação de biofilmes e assim ser  transmitida pela cadeia alimentar  leiteira, gerando riscos à saúde 
pública  bem  como  implica  em  prejuízos  aos  produtores  de  leite  caprino.  Este  estudo  teve  como  objetivo 
investigar cepas oriundas de leite caprino quanto ao perfil de resistência fenotípica e genotípica aos genes blaZ, 
mecA e pesquisa de cepas formadoras de biofilme através do gene IcaD. Os isolados foram identificados através 
do  MALDITOF  e  o  teste  fenotípico  de  resistência  foi  realizado  por  disco  difusão.  O  perfil  genotípico  foi 
realizado  por  Reação  em  Cadeia  da  Polimerase  (PCR)  convencional.  Quanto  a  resistência  fenotípica  forma 
observadas  altas  taxas  de  resistência  para  Penicilina  (40%),  Sulfa/Trimetropim  (33%)  e  Tetraciclina  (25,5%), 
constatando que a espécie S. epidermidis destacouse como mais resistente. A presença de genes de resistência 
foram constatados pelos genes blaZ (26,6%) e mecA (1,1%). As cepas hemolíticas se mostraram potencialmente 
capazes  de  formar  biofilme  identificadas  através  do  gene  IcaD  (50%).  Com  o  estudo  constatouse  o  risco 
potencial de transmissão através do leite caprino de cepas com altas taxas de resistência a antibióticos β 
lactâmicos e capacidade de formação de biofilme. 

 
PALAVRAS CHAVE: Staphylococcus; resistência; biofilme 

 
INTRODUÇÃO: 

 
As  bactérias  do  gênero  Staphylococcus  representam  a  maioria  dos  microrganismos  causadores  de 

mastite caprina (Peixoto et al. 2010). A importância dessas bactérias em rebanhos leiteiros caprinos não se limita 
apenas a uma preocupação à produção animal, mas também a sua importância em saúde pública, uma vez que 
são patógenos zoonóticos que podem ser transmitidos aos humanos pela cadeia alimentar leiteira (Moura et. al. 
2018).  A  Organização  Mundial  da  Saúde  (OMS)  recentemente  apontou  a  importância  da  resistência 
antimicrobiana  dos  S.  aureus  como  um  patógeno  que  que  podem  representar  ameaça  global  a  saúde  humana. 
(OMS, 2017). 

A detecção de cepas de Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) é alvo de muitos estudos, 
isolados de produtos lácteos, entretanto Staphylococcus coagulase negativos meticilina resistente (MRSCN) são 
menos explorados e podem ser negligenciados por sua capacidade de produzir fatores de virulência (Moura et al. 
2018).  Estudos  demostram  a  capacidade  de  transferência  de  material  genético  entre  as  espécies  de 
Staphylococcus  através  da  recombinação  gênica,  que  pode  ser  facilitada  pela  habilidade  de  formação  de 
biofilmes, promovendo um aumento na patogenicidade dos SCN (Souza et. Al. 2019). 

As cepas MRSA ou MRSCN são resistentes a praticamente todos os antibióticos βlactâmicos,  cuja 
ação é ligarse às Proteínas de Ligação à Penicilina (PBP) que são essenciais para a biossíntese da parede celular 



bacteriana, nas estirpes resistentes a biossíntese continua mesmo na presença desses antibióticos. A confirmação 
da resistência a essa classe de antibiótico ocorre a partir da identificação do gene mecA (Peterson et al, 2014). O 
gene blaZ está associado a resistência a Penicilina, antibiótico muito usado no tratamento de mastite (Ahmed et 
al, 2020). 

Os Staphylococcus são capazes de formarem biofilmes que são comunidades bacterianas que se fixam a 
superfícies como na glândula mamária e podem estar associados às infecções crônica. O biofilme é a produção 
de  matriz  polimérica  extracelular,  a  adesina  intercelular  polissacarídica  (PIA)  facilita  a  adesão  celular  e  é 
codificada pelo operon ica (IcaADBC), este operon é responsável por expressar PIA (Salina et al. 2020). 
Diante  da  limitação  de  dados  sobre  a  ocorrência  de  cepas  de  Staphylococcus  spp.  isolados  de  leite  caprino 
resistentes a antibióticos βlactâmicos  e  capacidade  de  produção  de  biofilme,  o  presente  estudo  teve  como 
objetivo de investigar o perfil de sensibilidade e presença de genes de resistencia (blaZ e mecA) e de 
formação de biofilme (icaD). 

 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

O estudo foi  realizado nos municípios de Amparo, Prata, Cabaceiras, Ouro Velho e São Sebastião de 
Umbuzeiro localizados na região leiteira caprina da ParaíbaPB,. Foram coletadas 400 amostras de leite caprino, 
em  25  propriedades,  para  isolamento  microbiológico.  Nenhuma  cabra  apresentou  características  de  mastite 
clínica  no  momento  da  coleta.  As  amostras  foram  coletadas  em  recipientes  estéreis,  após  assepsia  do  teto,  e 
mantidas sob refrigeração até a chegada no LAPOA (Laboratório de Avaliação de Produtos de Origem Animal) 
na UFPB/CCA (Universidade Federal da Paraíba) para isolamento microbiológico. 

As propriedades foram selecionadas por conveniência, de acordo com a disponibilidade dos produtores 
rurais,  através  da  articulação  com  as  Associações  de  Criadores  de  Caprinos  Leiteiros  (Nascimento  &  Alves, 
2008). As coletas  foram realizadas em 2018, no período chuvoso, entre os meses de abril  a  junho.  , Segundo 
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) (Brasil, 2017), o efetivo do rebanho da região é 
de 35.859 caprinos, que foi utilizado para definir o  tamanho da amostra pela  fórmula [z2*p(1p)]/e2/1 + [z2 * 
p(1p)]/e2*N], sendo: z – o grau de confiança de 95%, e  margem de erro 5% e p constante de 0,5. Com isso, 
chegouse ao número de 381 amostras a ser utilizadas na pesquisa. 

As amostras  foram cultivadas em ágar  sangue ovino 5% e as placas  foram analisadas com 24/48h de 
cultivo.  Os  microrganismos  isolados  foram  submetidos  a  prova  de  catalase,  teste  de  Gram  e  avaliação  dos 
padrões de hemólise, observando a mudança de cor ao redor das colônias. Um total de 90 amostras apresentaram 
características  do  gênero  Staphylococcus  spp.  e  foram  encaminhadas  ao  Laboratório  de  Sanidade  de  animais 
aquáticos (Aquacen) na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) para identificação das espécies através 
do MALDITOF (Espectofotometria em Massa). 

A determinação da resistência fenotípica foi realizada através da técnica de disco difusão de acordo com 
a CLSI (2019) com avaliação de  turbidez padrão de Kirby e Bauer (0,5 da escala MacFarland). A seleção dos 
antibióticos  foi  realizada  com  base  em  seu  uso  Humano  e  Veterinário  para  tratamento  de  infecções 
intramamárias  e  disponibilidade.  Como  controle  positivo  foi  usado  Staphylococcus  aureus  USA  400.  Foram 
utilizados  os  seguintes  discos:  Cefoxitina  30µg,  Oxacilina  1µg,  Gentamicina  10µg,  Eritromicina  15µg, 
Tetraciclina  30µg,  Ciprofloxacina  5µg,  Sulfa/Trimetropim  25µg,  Clindamicina  2µg,  Penicilina  10U, 
Clorafenicol 30µg. O teste exato de Ficher (p>0,05) foi usado para identificar a associação entre as espécies com 
os  antimicrobianos  estudados.  Os  demais  resultados  foram  usados  a  estatística  descritiva  para  determinar  as 
porcentagens. 

O DNA genômico  foi extraído com Fenol:Clorofórmio:Álcool  isoamílico (Fritsch et al, 1989). Foram 
realizadas PCR individuais objetivando identificar genes blaZ, mecA e IcaD. As reações possuíam volume final 
de 50μL, foi usado PCR SuperMix (Invitrogen, Brasil) com 0,4mM de cada primer. A sequência dos primers e 
os  tamanhos  dos  produtos  da  PCR  estão  evidenciados  na  Tabela  1.  A  amplificação  foi  realizada  por 
termociclador que obedeceu a seguinte programação para blaZ: um ciclo inicial de 94°C por 5 minutos seguidos 
por 30 ciclos com etapas de desnaturação a 94°C/30 segundos, anelamento a 55°C/30 segundos e uma extensão a 
72°C/30 segundos. Uma extensão final a 72°C por 10 minutos (Haveri et al. 2005), para mecA: um ciclo inicial 
de 94°C por 5 minutos seguidos por 30 ciclos com etapas de desnaturação a 94°C/30 segundos, anelamento a 
53°C/30 segundos e uma extensão a 72°C/30 segundos. Uma extensão final a 72°C por 10 minutos (Adaleti et al. 
2008), para IcaD: um ciclo inicial de 94°C por 4 minutos seguidos por 30 ciclos com etapas de desnaturação a 
94°C/30 segundos, anelamento a 55°C/30 segundos e uma extensão a 72°C/30 segundos. Uma extensão final a 
72°C por 10 minutos (Arciola et al. 2001). As bandas foram visualizadas em gel de agarose a 1,5% corado com 
GelRed (Biotium, Hayward, EUA) sob luz UV. 

 
RESULTADOS 



Foram obtidos 90  isolados de  Staphylococcus  spp, destes 98% SCN e 2% SCP. Dos  antimicrobianos 
testados foi observada altas taxas de resistência para Penicilina (40%), Sulfa/Trimetropim (33%) e Tetraciclina 
(25,5%). Entretanto 100% dos isolados foram sensíveis a Gentamicina. 

Quando  comparado  entre  municípios,  observase  que  houve  grande  diversidade  de  resistência  aos 
antibióticos testados e que o município de Prata se destaca com as maiores taxas de resistência antimicrobiana às 
classes  de  sulfonamidas  representada  pelo  antibiótico  Sufa/Trimetropim (74%), Tetraciclinas (44,4%) e β 
lactâmicos  (40,7%),  demostrado na  figura 1. O  município de Cabaceiras  foi  o  município que  apresentou  uma 
única cepa de S. epidermidis resistentes ao Clorafenicol, este último usado em terapia da mastite clínica. A cepa 
resistente  a  Cefoxitina  nesse  mesmo  município,  foi  da  espécie  S.  aureus  caracterizando  como  indicativo  de 
MRSA (S. aureus Meticilina Resistente) no perfil  fenotípico, embora no perfil  genotípico  tenha sido negativo 
para presença do gene mecA. 

Analisando  o  perfil  de  resistência  fenotípica  de  MRSCN  través  da  resistência  a  oxacilina  foram 
encontrados neste estudo nos municípios de Amparo, a espécie S. saprophyticus e S. xylosus. 

Quanto as  taxas de resistência por classe de antibiótico, pode ser observado no geral, uma resistência 
considerável aos βlactâmicos  (42%),  esse  dado  é  consequência  das  altas  taxas  de  resistência  a  Penicilina  e 
presença de cepas resistentes a Meticilina no perfil fenotípico (MRSA e MRSCN). 

Os  S.  epidermidis  foi  a  espécie  que  se  destacou  como  mais  resistente  aos  antibióticos  Penicilina, 
Sulfa/Trimetropim,  Tetraciclina,  Eritromicina  e  Clindamicina.  Essa  mesma  espécie  mostrase  com  o  maior 
número de cepas multirresistentes (resistente a três ou mais grupos de antimicrobianos), demostrado na figura 2. 

Todos os  isolados  foram examinados quanto  a  presença dos genes  blaZ para  investigação de  estirpes 
que abrigassem o gene relacionado a resistência aos βlactâmicos, foi identificado 24 (26,6%) amostras positivas, 
o gene mecA (1,1%) foi codificado em apenas uma cepa caracterizando uma cepa Meticilina Resistentes (MR). 
As amostras hemolíticas foram testadas para o gene  IcaD (50%  6/12) a fim de detectar linhagens bacterianas 
com capacidade de produzir biofilmes. 

Estirpes de S. caprae e S. aureus apresentaram perfil de formação de biofilme por apresentarem genes 
IcaD. Cepas de S. epidermidis e S. caprae destacamse como os mais resistentes aos antibióticos βlactâmicos. 

 
DISCUSSÃO 

 
Os  isolados  de  Staphylococcus  apresentaram  alta  resistência  (57/90  isolados    63,3%)  aos 

antimicrobianos  testados,  esse  resultado  corrobora  com  Andreson  et.  Al.  (2019)  que  ao  analisar  resistência 
antimicrobiana de isolados de leite caprino nos Estados Unidos também apresentaram alta de resistência (62,3%) 
e Souza et al. (2019) em estudos no Brasil também verificou altas taxas de resistência de isolados caprino (55%). 
As classes de antibióticos que revelaram maiores taxas de resistência foram βlactâmicos,  Sulfonamidas  e 
Tetraciclinas. Esses dados demostram que o  tratamento nas  terapias de  mastites  vem  sendo prejudicados pelo 
crescente  número  de  cepas  resistentes,  provocando  sérios  prejuízos  econômicos  ao  produtor  e  risco  de 
transferência de cepas resistentes a população consumidora através da cadeia leiteira alimentar caprina. 

A  maior  frequência  de  resistência  foi  observada  para  Penicilina  (36/90  –  40%),  Sufa/Trimetropim 
(30/90  33%) e Tetraciclina (23/90 – 25,5%), esse perfil de  resistência  revela o uso comum dessas drogas no 
tratamento e prevenção de infecções intramamárias de maneira desordenada, sem auxílio técnico e sem testes de 
sensibilidade prévia (Okoko et al. 2020). Curiosamente os sistemas de produção leiteira caprina possuem baixa 
adoção  de  tecnologias  e  gestão  inadequada  o  que  predispõe  o  rebanho  a  desenvolver  mastite  e  causar  perdas 
econômicas com tratamentos, além do risco eminente de transferência de patógenos resistentes através do leite e 
derivados (Aragão et al. 2019). 

Os anitimicrobianos mais eficazes foram Gentamicina com total sensibilidade das amostras, é comum a 
susceptibilidade dos Staphylococcus aos aminoglicosídeos (Lira et al. 2016; Virdis et al. 2010). O Clorafenicol 
apresentou  com  apenas  uma  cepa  de  S.  caprae  resistente.  Multipla  resistências  foram  identificadas  em  16 
isolados, destes 87,5% (14/16) são S. epidermidis, sendo comum identificação dessa espécie envolvida com altas 
taxas de resistência (Anderson et al, 2019). 

O  perfil  de  resistência  MRSA  e  MRSCN  tem  importância  devido  ao  potencial  zoonótico  de 
disseminação através do leite (Virdis et al. 2010). No presente estudo foram detectados dois isolados de MRSCN 
das espécies S. xylosus e S. lugdunensis, estes apresentaram resistência a oxacilina no teste fenotípico, embora 
não apresentaram o gene mecA, curiosamente um estudo de sequenciamento de cepas resistentes a oxacilina que 
não eram positivas para mecA revela a possibilidade destas cepas serem portadoras do gene homólogo ao mecA, 
denominado mecC, cuja origem sugerese ser animal e de SCN (Paterson et al. 2014). 

Na avaliação do perfil de  resistência genotípica, amostras revelaramse potencialmente resistentes aos 
βlactâmicos através da codificação dos genes mecA  (1/90  1,1%) e blaZ (24/90 – 26,6%).  O gene mecA que 
codifica  resistência  a  meticilina  é  pouco  frequente  e  observado  principalmente  em  SCP  (Souza  et  al.  2019; 
Moura et al. 2018; Aragão et al. 2019; Virdis et al. 2010), em contraste neste estudo a única cepa positiva é um 
S. caprae. O gene blaZ que codifica cepas produtoras de βlactamases e resistência a penicilina apresentou nesse 



trabalho baixa frequência quando comparado a cepas isoladas em outros estudos no Brasil, 42,6%, (Aragão et al. 
2019), no Egito, 73,3% (Ahmed et al. 2020), na Alemanha (Hammer et al. 2019). 

A  resistência  antimicrobiana  associada  a  produção  de  biofilme  é  motivo  de  preocupação  na  cadeia 
leiteira que pode refletir em saúde pública  (Lira et al. 2016), a  formação de biofilme está associada a mastites 
crônicas  (Salina  et  al.  2020)  e  ainda  proporcionam  ambiente  propício  a  transferência  horizontal  de  genes  de 
resistência e virulência entre  as espécies presentes no biofilme. Neste estudo das cepas hemolíticas analisadas 
50%  (6/12)  foram  positivas  para  o  gene  IcaD,  sendo  5  S.  caprae  e  1  S.  aureus,  revelando  a  capacidade  de 
expressão  de  PIA.  Frequências  semelhante  foi  observada  com  isolados  de  Staphylococcus  de  mastite  bovina, 
41,5%  codificou  IcaD  (Salina  et  al.  2020),  quando  comparado  a  cepas  de  Staphylococcus  isoladas  de  leite 
caprino  as  frequências  do  gene  IcaD,  84%,  foi  bem  maior,  demostrando  a  capacidade  das  cepas  serem 
formadoras de biofilme (Lira et al, 2016). 

 
CONCLUSÃO 

 
Os  isolados  de  Staphylococcus  de  leite  caprino  possuem  altas  taxas  de  resistência  antimicrobiana, 

especialmente ao do grupo βlactâmico,  destacando  a  espécie  S.  epidermidis  como  as  que  apresentou  maior 
capacidade  de  resistência  fenotípica.  Foi  comprovado  que  cepas  de  SCN  destacamse  como  produtores  de 
biofilme, sobretudo a espécie S. caprae. Foi identificada uma cepa MRSCN da espécie S. caprae. 
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Tabela 1. Sequência de primers usado para determinação da resistência fenotípica e formação de 

biofilme 

GENE SEQUÊNCIA Pares de bases REFERÊNCIA 

blaZ AAG AGA TTT GCC TAT GCT TC 

GCT TGA CCA CTT TTA TGA GC 

517 Haveri et al, 2005 

IcaD ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 

CGT GTT TTC AAC ATT TAA TGC AA 

198 Arciola et al, 2001 

mecA GTA GAA ATG ACT GAA AGT CCG ATA A 

CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA A 

310 Adaleti et al, 2008 

 
 
 
 
 

Tabela 2. Frequência de genes de resistência e formação de biofilme em espécies de 
Staphylococcus isolados de leite caprino na Paraíba 
GENES QUANTIDADE PORCENTAGEM ESPÉCIES 

blaZ 24/90 26,6% S. epidermidis (18 isolados) 
S. caprae (4 isolados) 
S. aureus (1 isolado) 
S. capitis (1 isolado) 

mecA 1/90 1,1% S. caprae (1 isolado) 

IcaD 
(amostras hemolíticas) 

6/12 50% S. caprae (5 isolados) 
S. aureus (1 isolado) 

 
 
 
 
 
 

Figura 1. Taxa de Resistência de Staphylococcus isolados de leite caprino em 

municípios produtores de leite na Paraíba 



 
 
 

 
 

Figura 3. Taxa de resistência entre as espécies de Staphylococcus isolados de 
leite caprino na Paraíba 
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CONCLUSÃO GERAL 
 

O  trabalho  revelou  altas  taxas  de  mastite  subclínica  destacando  os  Staphylococcus 
coagulase negativos como os principais agentes etiológicos. 

Cepas  potencialmente  enterotoxigênicas  foram  identificadas,  representando  risco  a 
saúde pública de intoxicações alimentares. 

Altas  taxas  de  resistência  fenotípica  foram  identificadas  especialmente  para 
antibióticos βlactâmicos,  destacando  a  espécie  dos  S.  epidermidis.  Quanto  a  avaliação 
genotípica revelou cepas de SCN com capacidade de formação de biofilme. 
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ANEXO B – NORMAS REVISTA TROPICAL ANIMAL HEALTH AND PRODUCTION 
 

Tipos de artigos 
 

Os  manuscritos  devem  ser  apresentados  preferencialmente  em  fonte  Times  New  Roman, 
espaço  duplo,  utilizando  tamanho  de  papel  A4.  Use  a  função  de  numeração  automática  de 
páginas e linhas para numerar as páginas e linhas do seu documento e numerar as linhas em 
uma única seqüência contínua. 

Artigos  regulares:  os  artigos  devem  ser  tão  concisos  quanto  possível  e  normalmente  não 
devem exceder aproximadamente 4000 palavras ou cerca de 8 páginas da  revista,  incluindo 
ilustrações e tabelas. Os artigos devem ser estruturados nas seguintes seções; 

(a)  Resumo  de  150250  palavras  dando  uma  sinopse  dos  achados  apresentados  e  as 
conclusões alcançadas. O Resumo deve ser apresentado como um único parágrafo contínuo, 
sem subdivisões. 

(b) Introdução declarando o propósito do trabalho 
 

(c) Materiais e Métodos 
 

(d) Resultados 
 

(e) Discussão (as conclusões devem ser incorporadas na discussão!) 
 

(f) Agradecimentos 
 

(g) Declaração de Direitos dos Animais 
 

(h) Declaração de conflito de interesses 
 

(i) Referências 
 

Comunicações curtas e notas  técnicas: As comunicações breves e notas  técnicas não devem 
normalmente  exceder  aproximadamente  2.000  palavras  ou  cerca  de  4  páginas  da  revista, 
incluindo ilustrações, tabelas e referências. Deve ser incluído um resumo de 150250 palavras 
e um número mínimo de subtítulos pode ser incluído, se isso agregar clareza ao artigo. 

As comunicações curtas relatam dados científicos originais. 

As notas técnicas descrevem metodologias inovadoras. 

Revisões:  Artigos  de  revisão  serão  bemvindos.  No  entanto,  os  autores  que  consideram  a 
submissão  de  artigos  de  revisão  são  aconselhados  a  consultar  o  EditorChefe  com 
antecedência. 

Correspondência: Cartas sobre temas relevantes aos objetivos da Revista serão consideradas 
para publicação pelo EditorChefe, que poderá modificálas. 



É  responsabilidade  dos  autores  garantir  que  os  manuscritos  submetidos  estejam  de  acordo 
com o formato do periódico, conforme indicado nas instruções atuais aos autores e artigos de 
amostra grátis na página inicial do periódico springer.com. 

 
 

Texto 
 

Formatação de Texto: Os manuscritos devem ser submetidos em Word. 
 

Use uma fonte normal e simples (por exemplo, Times Roman de 10 pontos) para o texto. 

Use itálico para dar ênfase. 

Use a função de numeração automática de páginas para numerar as páginas. 

Não use funções de campo. 

Use paradas de tabulação ou outros comandos para recuos, não a barra de espaço. 

Use a função de tabela, não planilhas, para fazer tabelas. 

Use o editor de equação ou MathType para equações. 
 

Salve  seu  arquivo  em  formato  docx  (Word  2007  ou  superior)  ou  formato  doc  (versões 

anteriores do Word). 

Títulos 
 

Use no máximo três níveis de cabeçalhos exibidos. 

Abreviações 

As abreviaturas devem ser definidas na primeira  menção e usadas  consistentemente depois 

disso. 

Notas de rodapé 
 

As notas de rodapé podem ser usadas para fornecer informações adicionais, que podem incluir 

a citação de uma referência incluída na lista de referências. Eles não devem consistir apenas 

em  uma  citação  de  referência  e  nunca  devem  incluir  os  detalhes  bibliográficos  de  uma 

referência. Eles também não devem conter quaisquer figuras ou tabelas. 



As notas de rodapé do texto são numeradas consecutivamente; aqueles nas tabelas devem ser 

indicados  por  letras  minúsculas  sobrescritas  (ou  asteriscos  para  valores  de  significância  e 

outros dados estatísticos). As notas de rodapé do título ou os autores do artigo não possuem 

símbolos de referência. 

Sempre use notas de rodapé em vez de notas de fim. 

Agradecimentos 

Agradecimentos a pessoas, doações, fundos, etc. devem ser colocados em uma seção separada 

na página de título. Os nomes das organizações financiadoras devem ser escritos por extenso. 

Observe: 
 

Use a função automática de numeração de páginas e linhas para numerar as páginas e linhas 

do documento. 

Referências 
 

1. Todas  as  publicações  citadas  no  texto  devem  ser  apresentadas  na  lista  de  referências.  O 

texto datilografado deve ser verificado cuidadosamente para garantir que a grafia dos nomes e 

datas dos autores sejam exatamente iguais às da lista de referências. 

2. No texto, referir o nome do autor (sem rubrica) e ano de publicação, seguido, se necessário, 

de uma breve referência às páginas apropriadas. Exemplos: 'Peters (1985) mostrou isso.      '' 

Isso está de acordo com os resultados obtidos posteriormente (Kramer, 1984, pp. 1216) ' 
 

3. Caso seja  feita  referência no  texto  a publicação de  três ou mais autores,  a  abreviatura et 

al. deve ser usado. Todos os nomes devem constar da lista de referências. 

4. As referências citadas em conjunto no  texto devem ser organizadas cronologicamente. A 

lista  de  referências  deve  ser  organizada  em  ordem  alfabética  pelo  (s)  sobrenome  (s)  dos 

autores e cronologicamente por autor. Se um autor da lista também for citado com coautores, 

devese seguir a seguinte ordem: publicações de um único autor, organizadas de acordo com 

as  datas  de  publicação;  publicações  do  mesmo  autor  com  coautores.  Publicações  do  (s) 

mesmo (s) autor (es) no mesmo ano devem ser listadas como 1986a, 1986b, etc. 

5. Use o seguinte sistema para organizar cada referência na lista: • Para artigos de periódicos: 

Ahl, AS, 1986. O papel das vibrissas no comportamento: uma revisão de status, Veterinary 



Research  Communications,  10,  245268 • Para livros: Fox, JG, Cohen, BJ e Lowe, FM, 

1984. Laboratory Animal Medicine, (Academic Press, Londres) • Para um artigo em anais de 

simpósios publicados ou um capítulo em livros de vários autores: Lowe, KF e Hamilton, BA, 

1986 Pastagens leiteiras nos trópicos e subtrópicos australianos. In: GT Murtagh e RM Jones 

(eds), Proceedings of the 3rd Australianconferência on tropical pastures, Rockhampton, 1985, 

(Tropical Grassland Society of Australia, St. Lucia; Occasional Publication 3), 6879 • Para 

teses  não  publicadas,  memorandos  etc:  Crowther,  J.,  1980.  Karst  water  studies  and 

environment in West Malaysia, (tese de doutorado não publicada, University of Hull) • Para 

documentos online: Doe J. Título do documento subordinado. In: O dicionário de substâncias 

e seus efeitos. Royal Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of subordinate 

document. Acessado em 15 de janeiro de 1999 

6. Não abrevie os títulos dos periódicos mencionados na lista de referências. 
 

7. Os títulos das referências devem ser fornecidos no idioma original, exceto para os títulos de 

publicações em alfabetos não latinos, que devem ser transliterados, e uma notação como '(em 

russo)' ou '(em grego, com resumo em inglês ) 'adicionado. 

8. As citações de comunicações pessoais devem ser evitadas, a menos que seja absolutamente 

necessário.  Quando  utilizados,  devem  aparecer  apenas  no  texto,  utilizando  o  formato: 

'E.  Redpath,  comunicação  pessoal,  1986  'e  não  deve  aparecer  na  Lista  de  Referências.  As 

citações a dados não publicados de qualquer um dos autores não devem ser incluídas a menos 

que o trabalho já tenha sido aceito para publicação, caso em que a referência deve ser feita da 

forma usual com "no prelo" no lugar do volume e números de página. 

Tabelas 
 

Todas as tabelas devem ser numeradas em algarismos arábicos. 
 

As tabelas devem ser sempre citadas em texto em ordem numérica consecutiva. 

Para cada tabela, forneça uma legenda (título) explicando os componentes da tabela. 

Identifique qualquer material publicado anteriormente, fornecendo a fonte original na forma 

de uma referência no final da legenda da tabela. 

http://www.rsc.org/dose/title


As  notas  de  rodapé  das  tabelas  devem  ser  indicadas  por  letras  minúsculas  sobrescritas  (ou 

asteriscos para valores de significância e outros dados estatísticos) e incluídas abaixo do corpo 

da tabela. 

Diretrizes de arte e ilustrações 
 

Envio de Figura Eletrônica 
 

Forneça todas as figuras eletronicamente. 
 

Indique qual programa gráfico foi usado para criar a arte. 
 

Para  gráficos  vetoriais,  o  formato  preferido  é  EPS; para  meiostons,  use  o  formato 
TIFF. Arquivos MSOffice também são aceitáveis. 

Os gráficos vetoriais contendo fontes devem ter as fontes incorporadas aos arquivos. 

Nomeie seus arquivos de figura com "Fig" e o número da figura, por exemplo, Fig1.eps. 

Definição: Gráfico em preto e branco sem sombreamento. 

Não use linhas e / ou letras esmaecidas e verifique se todas as linhas e letras nas figuras são 
legíveis no tamanho final. 

Todas as linhas devem ter pelo menos 0,1 mm (0,3 pt) de largura. 
 

Desenhos  de  linhas  digitalizados  e  desenhos  de  linhas  em  formato  bitmap  devem  ter  uma 
resolução mínima de 1200 dpi. 

Os gráficos vetoriais contendo fontes devem ter as fontes incorporadas aos arquivos. 


