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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. bem como a identificacdo de genes
enterotoxigénicos de S. aureus de mastite caprina, torna o leite passivel de disseminagao
de cepas potencialmente patogénicas para os consumidores, assumindo destacada
importancia na satide publica uma vez que o estado da Paraiba destaca-se com grande
producdo leiteira caprina no Pais. Dessa forma, objetivou-se avaliar a resisténcia
antimicrobiana de Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina e identificar genes
produtores de enterotoxinas de S. aureus. Os dois trabalhos foram enviados ao Arquivos
Brasileiros de Medicina Veterindria e Zootecnia. A identificacdo das espécies e a
determinag@o da concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos foram realizadas
pelo método de microdiluicdo em placas através de equipamento semi automatizado
(Autoscand4®, Siemens) baseado em painéis colorimétricos, fundamentando-se em
critérios definidos pela CLSI (2012). Foram identificados 55 S. aureus, 56
Staphylococcus coagulase positivos (SCP) e 162 Staphylococcus coagulase negativos
(SCN). Os maiores indices de resisténcia foram observados para ampicilina (100%) e
penicilina (42%) e os menores para nitrofurantoina (4%), trimetropin/sulfametaxozol
(8,8%) e ceftriaxona (8,8%). Quanto a producao de B-lactamase, 131 (48%) cepas foram
produtoras e 77 (28%) apresentaram multipla resisténcia a quatro ou mais antibiético.
As cepas de S. aureus foram analisadas quanto a producao de genes enterotoxigénicos
através de PCR (Reacdo de cadeia em Polimerase) individuais. Verificou-se que 19,5%
das cepas foram positivas quanto a presenca de genes enterotoxigénicos e dois
genotipos foram identificados, sec (16,7%) e sei (2,8%). Nao se observou associacdo de
dois ou mais genes em uma mesma cepa.

PALAVRAS- CHAVE: genes enterotoxigénicos, intoxica¢ao alimentar, leite caprino,
mastite caprina, resisténcia antimicrobiana, Staphylococcus spp..



ABSTRACT

Antimicrobial resistance of Staphylococcus spp. and the identification of genes of
enterotoxigenic S. aureus mastitis in goats, the milk becomes subject to dissemination
of potentially pathogenic strains for consumers, assuming outstanding importance in
public health as the state of Paraiba stands with large dairy goats in Brazil. Thus, this
study aimed to evaluate the antimicrobial resistance of Staphylococcus spp. isolated
from goat mastitis and identify genes producing enterotoxins S. aureus. Both works
were sent to the Brazilian Archives of Veterinary Medicine and Animal Science.
Species identification and determination of minimum inhibitory concentration (MIC) of
antimicrobials were performed by using microdilution plates using semi automated
equipment (Autoscan4 ®, Siemens) based on colorimetric panels, basing on criteria
defined by the CLSI (2012). We identified 55 S. aureus, 56 coagulase positive
Staphylococcus (CPS) and 162 coagulase-negative Staphylococcus (CNS). The highest
rates of resistance were observed for ampicillin (100%) and penicillin (42%) and lowest
for nitrofurantoin (4%), trimethoprim / sulfametaxozol (8.8%) and ceftriaxone (8.8%).
As the production of B-lactamase, 131 (48%) strains were producing and 77 (28%)
showed multiple resistance to four or more antibiotics. The strains of S. aureus were
analyzed for the production of enterotoxigenic genes by PCR (Polymerase chain
reaction in) individual. It was found that 19.5% of the strains were positive for the
presence of genes and enterotoxigenic two genotypes were identified sec (16.7%) and
sei (2.8%). There was no association of two or more genes in the same strain.

KEY WORD: antimicrobial resistance, food poisoning, genes enterotoxigenic, goat
milk, goat mastitis, Staphylococcus spp.
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INTRODUCAO

A agropecudria representa a principal fonte de renda para os produtores rurais
familiares da Paraiba, destacando-se a caprinocultura leiteira que atualmente tem sido
impulsionada por incentivos governamentais € privados com a finalidade de melhorar a
qualidade do leite e seus derivados, com vistas a certificacdo de origem do leite de cabra

e como modelo para as demais regides do pais.

A qualidade do leite assume destacada importancia sob o ponto de vista de saide
publica. No Brasil sao freqiientes os casos de doencas associadas ao consumo de leite
cru ou de derivados produzidos com leite contaminado com microrganismos
patogénicos. Contribui para isto o fato de mais de 35-42% do leite consumido no pais

ser proveniente do mercado informal (RALL et al, 2008).

Dentre os diversos tipos de microorganismos patogénicos que podem ser
transmitidos através do leite e derivados, destacam-se os Staphylococcus spp.
caracterizando um sério problema de saide publica. Os S. aureus estdo frequentemente
associados a casos de surtos de intoxicacdo alimentar, devido a habilidade de muitas de

suas cepas produzirem varios tipos de enterotoxinas (OMOE et al., 2005).

E necessidade premente a identificacdo dos agentes causadores da mastite caprina
como ferramenta indispensavel no controle da qualidade desse alimento. Para combater
os agentes causadores dessa enfermidade sdo utilizados indiscriminadamente
antibidticos de amplo espectro de agdo, pritica que contribui para o surgimento de

resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais.

Nesse norte o diagndstico preciso dos agentes etiologicos causadores da infeccao
¢ fundamental para incorporacio de medidas eficientes de controle da mastite
subclinica. Apesar dos vdrios projetos em execu¢do na regido voltados a melhoria da
qualidade do leite como matéria-prima e seus derivados, nenhum foca o isolamento dos
agentes causadores da mastite caprina e sua resisténcia aos antimicrobianos. Desta
maneira, este estudo contribuird para auxiliar a cura com novos protocolos terapéuticos,
minimizando as perdas econdmicas causadas pela enfermidade em rebanhos caprinos
leiteiros na regido paraibana, promovendo satide e aumento na qualidade do leite

caprino comercializado.
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CAPITULO I

Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp. causadores da mastite caprina na
Paraiba

Enviado a Pesquisa Veterindria Brasileira
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Resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus spp causadores da mastite caprina

na Paraiba’

Daneelly H.Ferreiraz, Maria Jualia Nardelliz, Candice M. C. de Leon’ , Layze C. A.

Silvaz, Felicio Garino J ﬁniorz,Celso J. B. Oliveira3, Maria das Gracas X. Carvalho®

ABSTRACT. — Ferreira D. H.2Nardelli M. J.2, Candice M. C. de Leon’,Layze C. A.
Silva®? Garino Jdnior F.2 Carvalho M. G. XZ, Oliveira C. J. B.2. 2013. [Antimicrobial
resistance of Staphylococcus spp mastitis in goats Paraiba] Resisténcia
antimicrobiana de Staphylococcus spp causadores da mastite caprina na Paraiba.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Inspecao e Tecnologia de
Produtos de Origem Animal, CSTR, Universidade Federal de Campina Grande, Patos,
PB, CEP 58700-000. *autor para correspondéncia: mgxc@bol.com.br.

Paraiba is highlighted as one of the largest producers of goat milk in the country.
This study aimed to determine the species and resistance rate of Staphylococcus spp.
strains isolated from goat milk with mastitis in Paraiba (n = 273). The identification of
the species as well as the minimum inhibitory concentration (MIC) were performed
with the aid of semi automated equipment (Autoscan4®, Siemens) which is based on
the use of panels (Combo PC33; Siemens; Gram Positivo Desidratado) colorimetric
biochemical tests, basing on criteria defined by the CLSI (2012). We identified 55 S.
aureus, 56 coagulase positive Staphylococcus (CPS) and 162 coagulase negative
Staphylococcus (CNS). The highest rates of resistance were observed for ampicillin
(100%) and penicillin (42%) and lowest for nitrofurantoin (4%), trimethoprim /
sulfametaxozol (8.8%) and ceftriaxone (8.8%). As the production of B-lactamase, 131
(48%) strains were producing and 77 (28%) showed multiple resistance to four or more
antibiotics. Comparing the species and antibiotic resistance observed (p <0.05) than the

CNS possessed greater resistance than against some antimicrobial CPS.

INDEX TERMS: goat milk, S. aureus , MIC

"Recebido em ....
Aceito para publicagdo em .....
2Universidade Federal de Campina Grande, CSTR, Patos, PB, CEP 58700-000,* autor para correspondéncia:

mgxc@bol.com.br
3Universidade Federal da Paraiba, CCA, Areia, PB, CEP:
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RESUMO.- A Paraiba destaca-se como um dos maiores produtores de leite caprino do
pais. Este estudo objetivou determinar as espécies e taxa de resisténcia de
Staphylococcus spp. de cepas isoladas de leite caprino com mastite na Paraiba (n=273).
A identificacdo das espécies e a concentragao inibitéria minima (CIM) foram realizadas
com o auxilio do equipamento semi automatizado (Autoscan4®, Siemens), que €&
baseado na utiliza¢do de painéis (Combo PC33; Siemens; Gram Positivo Desidratado)
colorimétricos de provas bioquimicas, fundamentando-se em critérios definidos pela
CLSI (2012). Foram identificados 55 S. aureus, 56 Staphylococcus coagulase positivos
(SCP) e 162 Staphylococcus coagulase negativos (SCN). Os maiores indices de
resisténcia foram observados para ampicilina (100%) e penicilina (42%) e os menores
para nitrofurantoina (4%), trimetropin/sulfametaxozol (8,8%) e ceftriaxona (8,8%).
Quanto a producao de B-lactamase, 131 (48%) cepas foram produtoras e 77 (28%)
apresentaram multipla resisténcia a quatro ou mais antibiético. Comparando as espécies
quanto a resisténcia antimicrobiana observou-se (p<0,05) que os SCN possuiram
resisténcia maior do que SCP frente a alguns antimicrobianos. Os Staphylococcus spp.

apresentaram altas taxas de resisténcia em especial para ampicilina e penicilina.
TERMOS DE INDEXACAO: CIM, leite caprino, Staphylococcus spp.
INTRODUCAO

O Brasil possui um rebanho caprino com cerca de 10,5 milhdes de cabecas e
produz anualmente 135 milhdes de litros de leite de cabra, sendo o maior produtor do
continente americano. A regido Nordeste possui um efetivo de cabras superior a 90% do
total nacional na producdo de leite (IBGE 2010). A caprinocultura leiteira é,
historicamente, uma atividade de subsisténcia familiar caracteristica dessa regido e tem
sido uma atividade cada vez mais promissora na Paraiba, assumindo um importante
papel no agronegdcio brasileiro. Em contrapartida hd um grande problema enfrentado
nesta pratica como escassez de suporte técnico e baixo nivel educacional dos
produtores. Essa situacdo deve nortear as pesquisas cientificas em busca de solugdes

para melhorar a qualidade do leite produzido.

A mastite caprina € causada principalmente por estafilococos € a responsdvel por
grandes prejuizos econdmicos e perda da qualidade do leite, uma vez que os produtores,
para combater essa enfermidade, utilizam antimicrobianos de forma indiscriminada.

Nesse sentido existe uma preocupacdo com o surgimento de resisténcia antimicrobiana
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as drogas convencionais, demonstrando a necessidade de realizacdo de testes de
sensibilidade antimicrobiana in vitro. (Silva et al, 2004). Desta forma o conhecimento
dos agentes causadores da mastite bem como a sensibilidade destes frente aos
antimicrobianos, € fundamental para a compreensdo dos aspectos de resisténcia em
propriedades familiares, podendo incentivar 6rgdos governamentais a desenvolverem

programas regionais voltadas ao uso racional de antibioticos.

Considerando a importancia da caprinocultura leiteira no nordeste do Brasil, este
estudo objetivou identificar os agentes causadores da mastite caprina assim como

determinar a sua resisténcia antimicrobiana in vitro.
MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos municipios paraibanos produtores de leite de cabra.
As coletas foram realizadas em dois periodos do ano (chuvoso e seco), durante os meses
de maio de 2010 a maio de 2011. As amostras foram coletadas em 393 propriedades

leiteiras do Sertdo e Borborema.

Foram coletados 2024 amostras de leite de 1012 cabras em lactacdo com
finalidade de isolamento microbiano. Antes da coleta foram descartados os primeiros
jatos de leite e colhidos 10 mL de leite em tubos de ensaio estéreis, acondicionadas em
recipientes isotérmicos e transportados ao Laboratério de Microbiologia do Centro de
Saide e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), campos de Patos.

As amostras de leite foram homogeneizadas e repassadas com al¢a de platina
para o cultivo em placas com meio de cultura agar sangue ovino 5%. Essas foram
incubadas em condi¢des de aerobiose em estufa a 37 °C, sendo realizadas leituras com
24, 48 e 72 horas, para observagdo das caracteristicas macro e microscépicas. Os micro-
organismos isolados foram submetidos a prova bioquimica da catalase e ao exame
bacterioscopico pelo método de Gram. Os que foram identificados como cocos gram-
positivos para melhor crescimento e identificacdo foram repicados em meio agar
mannitol, e mantidos na estufa em aerobiose a 37 °C por 24 horas. Posteriormente foi
realizado o repique das amostras em caldo BHI (Brain Heart Infusion), seguido o
crescimento das mesmas, efetivou-se o seu congelamento em caldo BHI acrescido de

glicerol, depois foram transportadas para o Laboratério de Andlises de Produtos de
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Origem Animal (LAPOA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), campus de

Areia.

Das 2024 amostras de leite, foram isoladas 273 amostras com caracteristicas do
género Staphylococcus spp. Posteriormente as amostras foram submetidas a andlise de
identificacdo das espécies com o auxilio do equipamento semi automatizado
(Autoscan4®, Siemens) o qual é baseado na utilizagdo de painéis (Combo PC33;

Siemens; Gram Positivo Desidratado) colorimétricos de provas bioquimicas.

A determinacdo da resisténcia antimicrobiana foi realizada pelo método de
microdiluicdo em placas através de equipamento semi automatizado (Autoscan4®,
Siemens) baseado em painéis colorimétricos, fundamentando-se em critérios definidos
pela CLSI (2012), contendo os seguintes antibioticos e seus respectivos pontos de corte
(ug.mL'l): ampicilina/sulbactam (>32/16), ampicilina (>0.5), amoxicilina/Clavuranato
de K (=8/4), ceftriaxona (>64), clindamicina (>4), ciprofloxacina (>4), daptomicina
(>2), eritromicina (=8), gentamicina (>16), nitrofurantoina (>128), sinercid (>4),
levofloxacina (>8), linezolid (>4), moxfloxacina (>8), oxacilina (>0.5 para SCN e >4
para  S.aureus/S.lugdunensis), penicilina G (>0.25), rifampina ~ (>4),
trimetoprim/sulfametoxazol (>4/76), tetraciclina (>16), vancomicina (>32 para SCN e

>16 para S. aureus). Como controle, foi utilizado Staphylococcus aureus ATCC 25923.

O teste exato de Fisher (p>0,05) foi usado para identificar a possibilidade de
associacdo entre as espécies de Staphylococcus (Coagulase positiva e negativa) com a
resisténcia para os antimicrobianos investigados. Os demais resultados foram usados

estatistica descritiva para determinar as porcentagens.
RESULTADOS

Das 2024 amostras de leite coletadas, foram obtidos 273 isolados de
Staphylococcus spp apresentada no Quadro 1, destes 162 (59%) eram SCN e 111 (41%)
SCP. As espécies de SCN identificadas foram S. epidermidis (48), S.simulans (43), S.
haemolyticus (18), S. sciuri (16), S. xylosus (8), S. warneri (5), S. hominis (5), S.
saprophyticus (5), S. auricularis (5), S. schleiferi (4), S. cohnii (3) e S. lugdunensis (2).
Dentre as espécies de SCP S. aureus (55), S. hycus (23), S. intermedius (21), S.

schleiferi coagulans (12).
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No Quadro 2 estdo demonstrados os resultados de resisténcia bem como o0s
valores da concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos. Verificou-se que os
SCP  apresentaram  resisténcia  principalmente  para  ampicilina  (100%),
ampicilina/sulbactam (20%) e eritromicina (18%). Esses isolados apresentaram baixa

resisténcia para nitrofurantoina (2%), ceftriaxone (2%), rifampina (4%) e sinercid (4%).

Altas taxas de resisténcia para os isolados de S. aureus foram observadas para
ampicilina (100%), eritromicina (42%) e penicilina G (35%), no entanto todos foram
susceptiveis a nitrofurantoina. Baixas taxas de resisténcia foram observadas para

trimetoprim/sulfametoxazol (4%) e ampicilina/sulbactam (5,5%).

Nas espécies de SCN foram constatadas altas taxas de resisténcia contra o grupo
dos PB-lactdmicos, principalmente para ampicilina (100%), Penicilina G (56%) e
Oxacilina (27%), conforme demonstrada na Quadro 3. Elevadas taxas de resisténcia
foram também observadas para eritromicina (43%), clindamicina (35%), tetraciclina
(34%). Baixa resisténcia foi observada para ceftriaxone (3%), nitrofurantoina (6%) e

gentamicina (10%).

Comparando a espécie de Staphylococcus spp. e a resisténcia antimicrobiana
observou-se resisténcia maior frente aos antimicrobianos clindamicina, eritromicina,

nitrofurantoina, oxacilina, penicilina G, tetraciclina, vancomicina e meticilina.

A Nitrofurantoina apresentou o maior grau de susceptibilidade frente aos
antibidticos testados com mais de 90% das amostras susceptiveis e com concentragcoes

menores do que o ponto de corte desse antimicrobiano (CIMgg<32).

No Quadro 3 observa-se a quantidade de cepas produtoras da enzima beta
lactamase e as cepas resistentes a meticilina. Dos 55 S. aureus isolados 25 (45,5%)
possuiam resisténcia a pelo menos dois tipos de antimicrobianos B-lactdmicos e 23
(42%) isolados apresentaram producdo da enzima beta lactamase. Dentre os demais
SCP, 13 (23%) foram produtores de betalactamase. Maior producdo de beta-lactamases
foi observada em SCN (58,6%). Em relacdo a resisténcia a Meticilina os SCN foram os
que apresentaram maior quantidade de resisténcia (18,5%). Dentre os S. aureus 10%

apresentaram resisténcia a meticilina.

No Quadro 4 observa-se a multipla resisténcia dos Stahylococcus spp. frente a 4,

7 e 10 grupos de antimicrobianos diferentes. Identificou-se que todos as espécies de
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Staphylococcus apresentaram cepas com multipla resisténcia. Nesse contexto, os SCN
foram os que apresentaram o maior numero de cepas com essa caracteristica (55). Entre
os 55 S. aureus isolados 13 (23,6%) foram resistentes a quatro ou mais grupos de
antimicrobianos de diferentes classes de antibidticos, destes os que apresentaram maior

resisténcia foram os -latdmicos e macroliticos.
DISCUSSAO

No presente estudo, os SCN foram os principais agentes isolados no leite
caprino. Esses patégenos sdo comumente relacionados a mastites em caprinos leiteiros,
concordando com resultados previamente encontrados que afirmam que os SCN sdo os
principais agentes causadores da mastite caprina na regido do nordeste brasileiro (Lyra
et al. 2013, Neves et al. 2010, Silva et al. 2004) bem como em outros paises (Virdis et
al. 2010, Ndegwa et al. 2002, Woods et al. 1994).

Altas taxas de resisténcia de Staphylococcus isolados de caprinos leiteiros com
mastite foram observadas no presente estudo. Esse resultado pode estar relacionado ao
uso indiscriminado de antimicrobianos pelos produtores sem prévia assisténcia técnica,
ou ainda, pelo uso prolongado dessas drogas uma vez que sdo as de elei¢do para o
combate da mastite caprina. Os Staphylococcus spp. analisados indicaram altos indices
de resisténcia a ampicilina (100%) e penicilina G (42%), ambos pertencentes ao grupo
dos B-lactamicos. Resultados semelhantes foram obtidos por Neves et al. (2010), Garino
Jinior et al (2011) que apresentaram taxas de resisténcias a ampicilina (63,89%,
63,89%) e penicinlina G (66,67%, 66,67%) respectivamente em estudos realizados no
semiarido Paraibano. No entanto, Virds et al. (2010) ao identificar isolados de
Staphylococcus spp. de mastite caprina na Itilia observaram baixa resisténcia a
ampicilina (30%), provavelmente por esse antimicrobiano ser usado em pequena escala

nessa regiao.

Das 273 amostras de Staphylococcus spp., 77 (28%) apresentaram multipla
resisténcia a quatro ou mais grupos de antibidticos, os SCN foram os que apresentaram
maior quantidade de cepas multi-resistentes (34%) do seu total, 14 foram resistentes a
dez ou mais antimicrobiano. Esse achado caracteriza uma alerta para o perigo vinculado
a saude publica pela possivel transmissao de cepas super resistentes através do consumo
de produtos lacteos, bem como dificulta o tratamento da mastite nos rebanhos,

provocando grandes prejuizos econdmicos devido a redugdo da produgdo léctea.
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Resultados semelhantes foram observados por Franca et al. (2012) que identificaram 88
das 210 cepas de Staphylococcus spp. com resisténcia a quatro ou mais antibiéticos na

regido do nordeste brasileiro.

Do total de isolados 131 (48%) foram positivos a producdo da enzima
betalactamase, sendo S.aures (23), SCP (13) e SCN (95) (Quadro 3). Esse resultado
pode explicar os elevados indices de resisténcias a ampicilina e penicilina. No entanto
as cefalosporinas também sdo do grupo dos B-lactimicos e apresentaram niveis baixos
de resisténcia como a ceftriaxone com 13%, 2% e 3% para S. aureus, SCP e SCN
respectivamente. Dentre os S. aureus, 5 (10%) foram meticilina resistente (SAMR).
Resultado menor foi encontrado por Normano et al. (2007), ao analisarem cepas
oriundas de alimentos de origem animal na Italia identificaram apenas 3,75% de

SAMR.
CONCLUSOES

Os Staphylococcus spp. apresentaram altas taxas de resisténcia principalmente
para ampicilina e penicilina e multipla resisténcia a diferentes grupos de antibidticos em

especial os B-lactamicos.
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1 Quadro 1. Espécies de Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina na Paraiba

SCN Quantidade de isolados SCP Quantidade de isolados 2
(%) (%)

S. epidermidis 48 (17,6%) S. aureus 55 (20%) 3

S. simulans 43 (15,7%) S. hycus 23 (8,4%)

S. haemolyticus 18 (6,6%) S. intermedius 21 (7,7%)

S. sciuri 16 (6%) S. schleiferi coagulans 12 (4,6%) 4

S. xylosus 8 3%)

S. warneri 5 (1,8%) 5

S. hominis 5 (1,8%)

S. saprophyticus 5 (1,8%)

S. auricularis 5 (1.8%) 6

S. schleiferi 4 (1,5%)

S. cohnii 3 (1%) 7

S. lugdunensis 2 (0,7%)

9  Quadro 2. Resisténcia de Staphylococcus coagulase negativos e positivos isolados de casos de mastite caprina na Paraiba

10
Antibiotics S. aureus(n=55) SCP (n=56) SCN (n=162)

Resistant PC MICs, MICy, Resistant PC MICs, MICy, Resistant PC MICs, MICy,
Ampicilina/sulbactan 5,5% >32/16 <8/4 <8/4 20% >32/16 <8/4 >16/8 15% >32/16 <8/4 >16/8
Ampicilina 100% >0,5 <2 >8 100% >0,5 <2 8 100% >0,5 <2 >8
Oxacillin 18% >4 <0.25 >2 11% >0,5 <0.25 0.5 27% >0,5 <0.25 >2
Penicillin G 35% >0,25 <0.03 >8 16% >0,25 <0.03 >8 54% >0,25 0.25 >8
Clindamycin 22% >4 <0.5 >4 14% >4 <05 2 35% >4 <05 >4
Erythromycin 42% >8 <05 >4 18% >8 <0.5 >4 43% >8 <0.5 >4
Nitrofurantoin 0% >128 <32 <32 2% >128 <32 <32 6% >128 <32 <32
Ceftriaxone 13% >64 <8 32 2% >64 <8 <8 3% >64 <8 <8
Gentamicin 24% >16 <4 >8 7% >16 <4 <4 10% >16 <4 <4
Tetracycline 20% >16 <4 >8 13% >16 <4 8 34% >16 <4 >8
Rifampin 15% >4 <1 >2 4% >4 <1 <1 15% >4 <1 >2
Synercid 16% >4 <0.5 >2 4% >4 <05 <05 17% >4 <0.5 >2
Trimethopim/sulfametaxazole 4% >4/76 <0.5/9.5 <0.5/9.5 9% >4/76 <0.5/9.5 <0.5/9.5 11% >4/76 <0.5/9.5 >2/38
Vancomycin 11% >16 1 4 5% >32 1 2 19% >32 1 >16

MIC50 e 90: Concentragdo inibitéria minima de 50% e 90% das amostras;PC: Ponto de Corte;
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Quadro 3. Resisténcia a meticilina e produc¢do de betalactamase em Staphylococcus

causadores e mastite caprina na Paraiba

S. aureus SCP SCN
n Y0 n Yo n %0
Produgdo de betalactamase 23 42% 13 23% 95 58,6%
Meticilina Resisténcia 5 10% 3 5,4% 30 18,5%

Quadro 4. Staphylococcus spp. multi-resistentes isolados de mastite caprina na Paraiba

S. aureus SCP SCN
Multipla Resisténcia ~ N° % N° % N° %
4 antimicrobianos 3 5,5% 5 8.9% 20 12,3%
7 antimicrobianos 6 11% 4 7,1% 21 13%
10 animicrobianos 4 7.1% 0 0% 14 8,7%
TOTAL 13 23,6% 9 16% 55 34%
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CAPITULO I

Genes codificadores de enterotoxinas em Staphylococcus aureus isolados de leite
caprino
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Genes codificadores de enterotoxinas em Staphylococcus aureus isolados de leite
caprino’

Daneelly H. Ferreiraz, Maria J. Nardelliz, Francisca G. C. Sousa’ Celso J. B. de
Oliveira’M?® das Gragas X. Carvalho®

ABSTRACT.-Ferreira D.H., Nardelli M.J., Sousa G. C., Oliveira C. J. B., Carvalho M.
G.X., 2013.[ Genes encoding enterotoxins in Staphylococcus aureus isolated from
goat milk.] Genes codificadores de enterotoxinas em Staphylococcus aureus isolados de
leite caprino. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Inspecdo e
Tecnologia de Produtos de Origem Animal, UFCG, CSTR, Patos, PB, CEP 58700-000.
*autor para correspondéncia: mgxc@bol.com.br.

Staphylococcus aureus and its enterotoxin are the main etiological agents
involved in food poisoning worldwide. By PCR (Polymerase Chain Reaction in) in 36
S.aureus was possible to identify the presence of enterotoxigenic genes. Strains of S.
aureus isolated from goat milk, 7 (19.5%) were producing enterotoxin genes. Two
different genotypes were observed sec (16.7%) and sei (2.8%). Genes sea, seb, sed, see,
seg and seh were not detected in this study, as well as associations between different
genotypes in the same strain.

INDEX TERMS: enterotoxigenic genes, food poisoning, milk goats, S. aureus

RESUMO.- Os Staphylococcus aureus e suas enterotoxinas sao os principais agentes
etiol6gicos envolvidos nas intoxicacdes alimentares mundialmente. Através da reacdo
de PCR (Reacdo de Cadeia em Polimerase) em 36 S.aureus foi possivel identificar a
presenca de genes enterotoxigénicos. Das cepas de S. aureus isolados de leite caprino,
7 (19,5%) possuiram genes de enterotoxinas. Dois diferentes genotipos foram
verificados sec (16,7%) e sei (2,8%). Os genes sea, seb, sed, see, seg € seh ndo foram
detectados neste estudo, bem como associagdes entre genétipos diferentes em uma
mesma cepa.

TERMOS DE INDEXACAO: genes enterotoxigénicos, intoxicagiio alimentar, leite
caprino, S. aureus

1Recebido em .....

Aceito para publicagdo em ....

2 Inspe¢do e Tecnologia de Produtos de Origem Animal, Universidade Federal de Campina Grande, CSTR, Patos,
PB, CEP 58700-000.*autor para correspondéncia: mgxc @bol.com.br

3Universidade Federal da Paraiba, CCA, Areia, PB, CEP:
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INTRODUCAO

Os alimentos de origem animal, em especial o leite e seus derivados sdo os
maiores responsdveis por intoxicagdes alimentares. Sabe-se que a incidéncia das
intoxicacdes variam de acordo com os fatores socioecondmicos € culturais de cada
regido (Ministério da Saude, 2010). A regidao nordeste possui 0 maior rebanho leiteiro
caprino da América do Sul, no entanto ainda ndo hé legislacdo que regulamente a
comercializacdo do leite caprino, embora sejam usados critérios destinados ao leite
bovino existe um grande mercado informal que comercializa leite cru e produtos lacteos

sem tratamento térmico expondo a populacdo a riscos eminentes de intoxicagdes.

Os Staphylococcus aureus e suas enterotoxinas sao os principais agentes
etiologicos envolvidos nas intoxicacdes alimentares mundialmente. Suas enterotoxinas
sdo termoestaveis e as cldssicas (SEA-SEE) sdo as principais responsdveis por surtos de
intoxicagdes (Jarraud et al., 1990), embora as novas (SEG-SEU) também possam causar

(Jarraud et al, 1999).

A maioria das propriedades leiteiras caprinas possui defici€éncia na sanitizacio e
controle sanitario dos animais contribuindo para a baixa qualidade do leite produzido.
Os Staphylococcus spp. sdo os principais causadores da mastite caprina e podem
contaminar o leite e produzir suas toxinas. Considerando o potencial risco de
contaminac¢do do leite caprino, este estudo objetivou investigar a ocorréncia de genes

codificadores de enterotoxinas de S. aureus em leite caprino produzido na Paraiba.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 2024 amostras de leite de cabras com mastite em 393
propriedades que representam a producao leiteira caprina da Paraiba. As amostras com
crescimento bacteriano caracteristicas do género Staphylococcus spp foram submetidas
a andlise de identificacdo das espécies com o auxilio do equipamento semi automatizado
(Autoscan4®, Siemens), baseado na utilizacdo de painéis (Combo PC33; Siemens;
Gram Positivo Desidratado) colorimétricos de provas bioquimicas e software (LabPro
Connect; Siemens). Conseguiu-se identificar 36 cepas de Staphylococccus aureus que

foram submetidos a PCR para detec¢do de genes enterotoxigénicos.

O DNA gendmico foi extraido com Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico

(Fritsch et al, 1989). A qualidade e concentracdo do DNA foram mensurados através de
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biofotometro (Biophotometer Plus; Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Alemanha). Foram
realizadas PCR individuais objetivando identificar genes sea, seb, sec, sed, see, seg, seh
e sei (Blaiotta et al, 2004). As reac¢des possuiam volume final de 25uL, contendo
0.4mM de cada primer, 200mM de cada DNTP, 2,5mM de MgCl,, 100ng de DNA
molde e 2U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil). A sequéncia dos
primers € os tamanhos dos produtos da PCR estdo evidenciados no Quadro 1. A
amplificacdo foi realizada por termociclador que obedeceu a seguinte programagao: um
ciclo inicial de 95°C por 3 minutos seguidos por 30 ciclos com etapas de desnaturagdo a
95°C/30 segundos, anelamento a 55°C/lhora e 15 minutos e uma extensdao a 72°C/30
segundos. Uma extensdo final a 72°C por 5 minutos foi realizada. Os géis de agarose a
2% foram visualisados em transiluminador apds a coloracdo em solug¢do de Gel Red
(Uniscience) realizada em agitagdo por 30 minutos. A presenga ou auséncia das bandas
foram analisadas em luz ultravioleta. Os controles positivos das reagdes incluiram 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) e S.

aureus ATCC 27664 (see). Foi utilizada analise estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das cepas de S. aureus isolados de leite caprino, 7 (19,5%) possuiram genes de
enterotoxinas. A freqii€ncia dos genes foi baixa quando comparada aos 65,2%
encontrado por Scherrer et al. (2004), discrepancia € ainda maior quando comparado
com leite bovino 89,5% - Rosec e Gigaud (2002), 91,7% - Nader Filho et al. (2007),
68,4% - Rall et al. (2008). Entretanto resultados semelhante foram relatados
recentemente por Lyra et al. (2013) que encontrou 23,3% de Staphylococcus coagulase

positivo (SCP) enterotoxigénico em leite caprino no semidrido paraibano.

Apenas dois diferentes gendtipos foram verificados, Quadro 2, entre os genes
codificadores de enterotoxinas cldssicas, sec foi detectada com maior freqiiéncia
(16,7%). Esse achado corrobora com Scherrer et al. (2004) e Lyra et al. (2013) que
verificaram que a sec foi encontrada em maior freqiiéncia 42% e 55,6%
respectivamente. Esses achados confirmam que sec € o principal gene encontrado em
cepas de Staphylococcus em leite caprino (Silva et al. 2005). Os genes sea, seb, sed, see,
seg e seh nao foram detectados neste estudo. Resultados bastante semelhante foram

encontrados por Lyra et al. (2013) ao analisarem cepas de Staphylococcus spp. de leite
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caprino ndo identificaram genes de seb, sed, see e seh. No Brasil, o gene sea é o mais
freqiientemente encontrado em isolados de leite bovino (Rall et al. 2008), porém na
Alemanha Akineden et al. (2001) avaliando cepas de S. aureus oriundas de leite bovino

observaram baixa freqiiéncia (5,9%) para sea.

Foi identificado o gene sei em 2,8% das amostras. Similarmente, na Suica foi
identificada baixa incidéncia de sei (8,2%) em isolados de leite caprino e ovino
(Scherrer et al. 2004). Na Franca Rosec e Gigaud (2002) ao analisarem cepas de S.

aureus de diferentes produtos de origem animal ndo observaram alta incidéncia de sei.

Identificagdo de combinagdo entre genes codificadores de enterotoxinas isoladas
de cepas de Staphylococcus spp. sdao facilmente encontrados no leite caprino e bovino,
no entanto no presente estudo ndo foram encontradas associagdes. Associa¢do entre 0s
genes seg/sei e sealsej foram frequentes em isolados de leite caprino e ovino na Suica
(Scherrer et al. 2004). No Semiérido da Paraiba, Brasil, associacdes foram encontradas
entre sec/seg, seglsei, sealseglsei e sec/seg/sei (Lyra et al. 2013). Em leite bovino as
associagdes entre os genes sei/seg, sed/sej, sealsec/seh também sdo freqiientemente

observadas em cepas de S. aureus (Rall et al. 2008).
CONCLUSOES

Foi identificado S. aureus enterotoxigénico nos isolados de mastite caprina na

Paraiba, sendo sec a enterotoxina com maior freqii€ncia.
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Quadro 1. Sequéncia de primers e tamanho dos amplificados da reagdao de PCR uniplex
para os genes sea-see e seg-sei em S. aureus isolados de leite caprino na Paraiba em

2013

Tamanho do

Primer Sequéncia (5~ 37) Referencia
fragmento

sea-1 TTG GAA ACG GTT AAA ACG AA 120 Johnson et al. (1991)
sea-2 GAA CCT TCC CAT CAA AAACA
seb-1 TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG 478 Johnson et al. (1991)
seb-2 GCA GGT ACT CTA TAA GTG CC
sec-1 GAC ATA AAA GCT AGG AATTT 257 Johnson et al. (1991)
sec-2 AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC
sed-1 GTA 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 GCTG
seg-1 AAT TAT GTG AAT GCT CAA CCC GATC 642 Jarraud et al. (1999)
seg-2 AAA CTT ATA TGG AAC AAA AGGTACTAGTTC
seh-1 CAA TCA CAT CAT ATG CGA AAG CAG 376 Jarraud et al. (1999)
seh-2 CAT CTA CCC AAA CAT TAG CACC
sei-1 CTC AAG GTG ATA TTG GTG TAGG 577 Jarraud et al. (1999)
sei-2 AAA AAA CTT ACA GGC AGT CCA TCTC

Quadro 2. Frequéncia de genes de enterotoxinas encontrados em S. aureus isolados de

leite caprino na Paraiba

Genes codificadores de enterotoxinas Quantidade Porcentagem
sea 0 -

seb 0 -

sec 6 16,7%
sed 0 -

see 0 -

seg 0 -

seh 0 -

seil 1 2.8%
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CONCLUSOES

Os Staphylococcus spp. isolados de mastite caprina em propriedades leiteiras da
Paraiba apresentaram altas taxas de resisténcia principalmente para ampicilina e
penicilina e multipla resisténcia a diferentes grupos de antibidticos em especial os [3-
lactamicos.

Foi identificado S. aureus enterotoxigénico nos isolados de mastite caprina na
Paraiba, sendo sec a enterotoxina com maior freqiiéncia.
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INSTRUCOES AOS AUTORES
Os trabalhos para submissao devem ser enviados por via eletronica, através do e-

mail <jurgen.dobereiner @terra.com.br>, com os arquivos de texto na versao mais

recente do Word. Havendo necessidade (por causa de figuras ‘“pesadas”), podem
ser enviados em CD pelo correio, com uma via impressa, ao Dr. Jiirgen
Débereiner, Revista PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA, Caixa Postal
74.591, Seropédica, RJ 23890-000. Devem constituir-se de resultados de pesquisa
ainda nao publicados e ndo considerados para publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacio, os trabalhos sempre devem ser

submetidos conforme as normas de apresentacao da revista (www.pvb.com.br) e o

modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de

apresentacao, serao devolvidos aos autores para a devida adequacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob forma de
“Notas Cientificas”, ndo hé limite minimo do nimero de pédginas do trabalho enviado,
que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a

metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serdo

recebidos para submissdo somente os da drea de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o
direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhdveis ou necessarias. Os trabalhos
submetidos sdo aceitos através da aprovagdo pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacio aos recursos para edicdo da revista (impressa e
online) e distribuicao via correio é cobrada taxa de publicacio (page charge) no
valor de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do envio da prova
final, ao autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinagdo destes dois
ultimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso ¢ indicar o contetido do trabalho; pormenores
de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para facilitar

sua identificac@o cientifica, como para as citagdes bibliograficas. Em muitos casos isto
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significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e abreviar os demais

sobrenomes:
Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;
Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso
Silva SM.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais
curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar,
inclusive, a moderna indexacao, recomenda-se que os trabalhos tenham o médximo de

8 autores;

c¢) o ABSTRACT deverd ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAO”, respec-
tivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e
entre colchetes, logo ap6s a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagdo bibliografica especifica sem que a
mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do
trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentagdo com animais, deve
constar a aprovacio do projeto pela Comissio de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de vdrias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Ndo
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar
uma obriga¢do do autor e da revista de publicé-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos € ndo devem aparecer no texto ou em notas

de rodapé;
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k) a Lista de REFERENCIAS, que sé incluiré a bibliografia citada no trabalho e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada alfabeticamente
pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos os autores, em
caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem cronolégica quando houver mais
de dois autores), o titulo de cada publicacdo e, abreviado ou por extenso (se tiver
davida), o nome da revista ou obra, usando as instru¢des do “Style Manual for
Biological Journals” (American Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic
Guide for Editors and Authors” (American Chemical Society, Washington, DC) e

exemplos de fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:
a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentaciao de
fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob ‘“Instrucoes aos

Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10,

entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens
(superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado
em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo apds as
REFERENCIAS). As Figuras (inclusive grificos) devem ter seus arquivos fornecidos
separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos

através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as

informacdes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto possivel, no
passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo nimeros
arabicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota. Essa

numeracao serd continua por todo o trabalho; as notas serdo lancadas ao pé da pagina

em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras
serdo mencionados no texto. Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos niimeros e,
sempre que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serao
escritos corridamente em um sé pardgrafo e ndo deverdo conter citagdes bibliograficas.

¢) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional completo de
todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-mails dos

demais autores (para eventualidades e confirmacao de endereco para envio do

fasciculo impresso);

35



d) siglas e abreviacdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no
trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citacdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema ‘“autor e ano”; trabalhos de até trés
autores serdo citados pelos nomes dos trés, € com mais de trés, pelo nome do primeiro,
seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por esses
elementos, a diferenciacao serd feita através do acréscimo de letras mintsculas ao ano,
em ambos. Trabalhos nao consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser
diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia, ‘“(Resumo)”’ ou
“(Apud Fulano e o ano.)”’; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, sera
incluida na lista uma s6 vez. A men¢do de comunicagdo pessoal e de dados nao
publicados € feita no texto somente com citagdo de Nome e Ano, colocando-se na lista
das Referéncias dados adicionais, como a Institui¢io de origem do(s) autor(es). Nas
citacdes de trabalhos colocados entre parénteses, nao se usara virgula entre o nome
do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apés cada ano; a separacdo entre trabalhos,
nesse caso, se fard apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971,
Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deverd ser apresentada isenta do uso de caixa alta,
com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrao
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacio de seus varios

elementos.

3. As Figuras (griaficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletréonica. Quando as fotos forem obtidas através

de cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados como

obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em papel ou outro suporte,

deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada
Figura serd identificada na margem ou no verso, a trago leve de lapis, pelo respectivo
nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de didvida, deve ser indicada a parte
inferior da figura pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com
colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes
adotadas serd incluida preferentemente, na drea da Figura; evitar-se-a o uso de titulo ao
alto da figura. Fotografias deverao ser apresentadas preferentemente em preto e branco,

em papel brilhante, ou em diapositivos (‘“slides”). Para evitar danos por grampos,

desenhos e fotografias deverdo ser colocados em envelope.
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Na versao online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versdo impressa,
somente quando a cor for elemento primordial a impressdo das figuras poderd ser em

cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacdes suficientes para que
estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com independéncia do

texto) e serao apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final do texto.
Cada um terd seu titulo completo e serd caracterizado por dois tracos longos, um acima
e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos poderd haver outros
mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tracos verticais. Os sinais de
chamada serao alfabéticos, recomecando, se possivel, com ‘a” em cada Quadro; as
notas serdo langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um

trago curto a esquerda.
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