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RESUMO 
 

 
POLL, P.S.E.M. Qualidade do leite, mastite e sensibilidade a antimicrobianos em 
unidades de produção de leite com altas contagens de células somáticas. 2012. 102p. 
Dissertação (Mestrado em Medicina Veterinária). Instituto de Veterinária, Universidade 
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.  
 
Considerando a complexidade de fatores relacionados à qualidade do leite e controle da 
mastite, objetivou-se avaliar a dinâmica da infecção mamária e o perfil de sensibilidade dos 
agentes isolados do leite refrigerado em relação aos índices de mastite e sua etiologia em seis 
unidades de produção leiteira (UPL) com altas contagens de células somáticas (CCS). Em três 
visitas com intervalos de 20 dias foi realizado um levantamento dos casos de mastite e 
amostras de leite de quartos mamários afetados com mastite clínica foram destinadas ao 
isolamento, identificação e testes de sensibilidade. Amostras de leite do conjunto coletadas do 
tanque de expansão foram avaliadas quanto à composição, CCS, contagem bacteriana total 
(CBT), resíduos de antibióticos, estabilidade ao etanol, isolamento e identificação de agentes 
microbianos e sensibilidade in vitro. Entre as propriedades avaliadas a incidência de mastite 
clínica variou entre 0 e 24%, enquanto que a prevalência oscilou entre 2,9% e 36%. A partir 
de 83 quartos mamários acometidos isolaram-se 107 agentes bacterianos em 74 amostras. 
Fungos foram isolados de 27 amostras. Os principais agentes bacterianos isolados de amostras 
de leite de vacas com mastite foram Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e 
Escherichia coli. Também foram relevantes os isolamentos de Klebsiella spp. e Pseudomonas 
spp. Estes agentes bacterianos isolados, tanto dos tanques de refrigeração quanto dos casos de 
mastite, foram condizentes entre si. No entanto houve uma moderada divergência entre a 
sensibilidade in vitro de amostras isoladas de leite de vacas com mastite clínica e do leite do 
tanque. Os antimicrobianos que apresentaram melhor resultado quanto à sensibilidade dos 
casos de mastite foram: enrofloxacina e doxiciclina (100%), seguidos da cefalotina (99,1%); e 
os isolados do tanque apresentaram: danofloxacina (100%), enrofloxacina (85,2%) e 
gentamicina (74,1%). As formulações com maior resistência frente aos isolados dos casos de 
mastite foram penicilina G associada à novobiocina (53,3%), amoxicilina (49,5%) e 
ampicilina (42,1%); e frente aos isolados do tanque as maiores resistências foram observadas 
para ampicilina (74,1%), oxacilina (74,1%) e amoxicilina (66,7%). A presença de múltiplas 
resistências pode estar relacionada ao uso indiscriminado de antibióticos para tratamento de 
enfermidades diversas, incluindo a mastite. 

 
Palavras-chave: gado leiteiro, mastite bovina, agentes etiológicos e resistência bacteriana.
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ABSTRACT 
 
 

POLL, P.S.E.M. Quality of milk, mastitis and antimicrobial susceptibility on units of 
milk production with high somatic cell counts. 2012. 102p. Dissertation (Magister of 
Science in Veterinary Medicine). Institute of Veterinary, Federal Rural University of Rio de 
Janeiro, Seropédica, RJ, 2012. 
 
Considering the complexity of related factors to milk quality and mastitis control, it was 
aimed to evaluate the dynamic of breast infection and the sensitivity profile of the isolated 
agents from refrigerated milk in relation to mastitis index and their etiology on six unites of 
Milk Production (UMP) with high level of Somatic Cell Counts (SCC). During three visits 
between a 20 days interval were conducted an assessment of clinic mastitis cases and milk 
samples of those infections were collected to isolation, identification and sensitivity trials. 
The totalities of each herd were represented by some samples of milk cooling tanks to 
different analysis: milk composition, somatic cell counts, total bacterial count, antibiotic 
residues, stability to ethanol, isolation microbial agents’ identification and in vitro 
susceptibility. Between all the proprieties studied the incidence of the mastitis clinic was 0 to 
24%, whereas the prevalence was 2,9% to 36%.  Among 83 mastitis mammary quarters were 
isolate 107 bacterial agents in 74 samples and the isolation of fungus came from 27 samples. 
The main bacterial agents isolated were Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae and 
Escherichia coli. Others bacterial also showed a significant isolates were Klebsiella spp. and 
Pseudomonas spp. The bacterial agents isolated from milk cooling tanks were consistent with 
the bacterial agents isolated from mastitis cases. However it was a soft divergence between 
the sensitivity of the milk from affected cows and the milk cooling tanks. Antimicrobial with 
major in vitro susceptibility from bacterial agents from mastitis cows was enrofloxacin and 
doxycycline (100%), followed by cefalotin (99,1%); and the isolation from the tanks were: 
danofloxacin (100%), enrofloxacin (85,2%) and gentamicin (74,1%). The Formulations with 
higher resistance front to isolated from the mastitis cases was penicillin G associated with 
novobiocin (53,3%), amoxicillin (49,5%) and ampicillin(42,1%) and compared to isolated 
from tanks the higher resistances were ampicillin (74,1%), oxacillin (74,1%) and amoxicillin 
(66,7%). Presence of multiples resistances could be related to indiscriminate use of antibiotics 
for the treatment of various diseases including mastitis. 

 
Keywords: dairy cattle, bovine mastitis, etiologic agents and bacterial resistance.
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1 INTRODUÇÃO 

 
A busca pela qualidade tem mudado o nível de tecnologia nas unidades de produção, 

promovendo incremento no uso de ordenhadeiras mecânicas e tanques de refrigeração 
individuais. A indústria mudou o perfil da coleta de leite, adotando a granelização, e o uso de 
critérios como CBT e CCS que já são realidades em muitos programas de pagamento por 
qualidade do leite nas indústrias brasileiras. Apesar dos avanços evidentes, aspectos 
associados à qualidade do produto ainda representam desafios a serem superados. A grande 
limitação da qualidade do leite produzido no Brasil ainda é a elevada carga microbiana e a 
alta contagem de células somáticas.  

Apesar de destacados avanços recentes em produtividade e qualidade, o leite 
produzido em várias regiões do Brasil, ainda possui baixa qualidade, derivada de práticas 
inadequadas na obtenção, conservação e transporte. As inadequadas condições de higiene de 
ordenha, as deficiências nos procedimentos de limpeza de equipamentos e utensílios e os 
problemas ligados ao resfriamento do leite estão entre as mais importantes causas da baixa 
qualidade do leite, destacando-se como uma das principais limitações para adequação aos 
critérios de qualidade exigidos pela IN 62/2011 em substituição a 51/2002.  

A mastite bovina é uma doença multifatorial, de etiologia complexa e variada, e se 
encontra disseminada em todas as regiões produtoras de leite. A mastite de qualquer forma 
reduz a intensidade da produção e causa modificações na composição do leite, que 
compromete sua qualidade, tornando-o inadequado para a indústria e consumo. O risco de 
veiculação de microrganismos patogênicos e/ou toxinas e a presença de resíduos de 
antibióticos no leite destinado ao consumo humano reforçam a importância das mastites e 
suas implicações em Saúde Pública. O tratamento dos animais infectados constitui o maior 
problema da pecuária leiteira, sobretudo, pela possibilidade de desenvolvimento de resistência 
em bactérias potencialmente patogênicas.  

Considerando a complexidade de fatores relacionados à qualidade do leite e controle 
da mastite, objetivou-se com este trabalho avaliar a dinâmica da infecção mamária e o perfil 
de sensibilidade dos agentes ambientais e patogênicos isolados do leite cru refrigerado em 
relação aos índices de mastite e sua etiologia em unidades de produção de leite com altas 
contagens de células somáticas, bem como a presença de resíduo de antibióticos no leite cru 
refrigerado. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
2.1. Qualidade do Leite  
 

2.1.1. Legislação 
 
Na última década todo o sistema de produção de leite no Brasil passou por um 

processo de atualização visando adequação às exigências de qualidade do mercado interno e 
externo.  A Instrução Normativa 51 (IN 51) editada pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 
Abastecimento (MAPA) e implantada em julho de 2005 estabeleceu os requisitos mínimos 
para produção, identidade e qualidade de leites A, B, e C pasteurizado e cru refrigerado, além 
de regulamentar a coleta de leite cru refrigerado e seu transporte a granel (BRASIL, 2002).  

Dentre as suas principais características, a IN 51/2002 (BRASIL, 2002) estabelece 
limites para a contagem de células somáticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT), 
critérios de composição, determina o resfriamento obrigatório do leite na fazenda, além de 
prever medidas específicas de controle e profilaxia da mastite (BEM; FABRINI, 2005).  

Além dos critérios de higiene e saúde da glândula mamária, a IN 51/2002 (BRASIL, 
2002) estabelece que nenhum tipo de aditivo ou coadjuvante pode ser admitido, da mesma 
forma que resíduos de antibióticos e de outros agentes inibidores do crescimento microbiano 
devem estar ausentes. 

Foi previsto um calendário para a progressiva adaptação de produtores e laticínios às 
novas exigências de qualidade que se estendeu de 2005 a 2011 para as regiões Sul, Sudeste e 
Centro-Oeste, e de 2005 a 2012 para as regiões Norte e Nordeste (BRASIL, 2002).  

Diante das dificuldades de adaptação às novas regras, o MAPA prorrogou por seis 
meses a próxima etapa da IN 51/2002 (BRASIL, 2002), que entraria em vigor em 1º de julho 
de 2011. Nessa etapa, o limite de CBT, que atualmente é de 750 mil UFC/mL baixaria para 
100 mil UFC/mL e para a CCS, a nova exigência seria 400 mil cels/mL. Novamente em 2011 
o Ministério da Agricultura por meio da Instrução Normativa nº 62 (IN 62/2011) (BRASIL, 
2011) modificou os prazos e limites para adequação da CBT (UFC/mL) e da CCS (cels/mL), 
as quais passam a ter como limite máximo 600 mil cel/mL, em vez de 750 mil/mL, para os 
produtores das regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste a partir de 1º de janeiro de 2012, e para os 
do Norte e Nordeste em janeiro de 2013.  

A IN 62 (BRASIL, 2011) propõe que a exigência para adequação aos critérios de 
qualidade seja progressiva, dos atuais 600 mil para 100 mil UFC/mL para CBT e 400 mil 
cels/mL para CCS, chegando assim até 2016 às metas propostas pela IN 51 para 2011 
(BRASIL, 2002), que se mostraram inviáveis na prática devido à discrepância da realidade 
dos produtores brasileiros.  

A busca pela qualidade tem mudado o nível de tecnologia nas unidades de produção, 
promovendo incremento no uso de ordenhadeiras mecânicas e tanques de refrigeração 
individuais. A indústria mudou o perfil da coleta de leite, adotando a granelização, e o uso de 
critérios como CBT e CCS que já são realidades em muitos programas de pagamento por 
qualidade do leite nas indústrias brasileiras. Apesar dos avanços evidentes, aspectos 
associados à qualidade do produto ainda representam desafios a serem superados. A grande 
limitação da qualidade do leite produzido no Brasil ainda é a elevada carga microbiana e a 
alta contagem de células somáticas.  
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2.1.2. Características e composição  
 
Rico em proteínas, energia e minerais, o leite é um dos alimentos mais completos. Os 

componentes naturais do leite são classificados como principais e secundários quanto a sua 
contribuição por unidade de massa. Os constituintes principais incluem água, glicídios 
(basicamente lactose), gordura e proteínas (principalmente caseína e albumina). Os 
constituintes secundários englobam basicamente minerais e as vitaminas A, D, E e K 
(GONZÁLEZ; DÜRR; FONTANELI, 2001; GONZÁLEZ; CAMPOS, 2003).  

O leite destinado ao consumo humano deve ter as seguintes características: 
propriedades de sabor, cor, odor e viscosidade preservadas; livre de sujeiras, microrganismos 
e resíduos; composição correta e conservação adequada, e que não cause riscos ou danos à 
saúde do consumidor (BRASIL, 1999). O preenchimento desses critérios depende de um 
programa baseado principalmente na prevenção de doenças; adoção de medidas de higiene 
antes, durante e após a ordenha; conservação e transporte em condições adequadas 
(MAKOVEC; RUEGG, 2002; PHILPOT; NICKERSON, 2002).  

 
2.1.3. Microrganismos do Leite 
 
O leite ao ser sintetizado e secretado nos alvéolos da glândula mamária de animais 

hígidos é estéril, mas assim que este é ejetado, manuseado e armazenado pode se contaminar 
com microrganismos originários da pele do animal, do ar, dos equipamentos e utensílios de 
ordenha ou pela manipulação, incluindo os próprios ordenhadores (BRITO et al., 1999).   

Os principais microrganismos que contaminam o leite são as bactérias. Vírus, fungos e 
leveduras têm participação reduzida, embora sejam importantes em determinadas situações.  
Do ponto de vista de consumo, os microrganismos presentes no leite podem ser patogênicos 
ou saprófitas, sendo que estes últimos não causam doenças, mas promovem deteriorações dos 
produtos, dando origem a características sensoriais indesejáveis, interferindo nos processos de 
fermentação e diminuindo a vida de prateleira (HAYES, 1993; JAY, 2005).  

De acordo com a temperatura ideal de crescimento, os microrganismos contaminantes 
do leite podem ser divididos em três grupos principais: os mesófilos, que se multiplicam 
rapidamente quando o leite não é armazenado sob refrigeração, os termodúricos que 
sobrevivem à pasteurização (30 minutos a 63º C ou 15 segundos a 72ºC) e os psicrotróficos, 
que se multiplicam em temperaturas baixas (7ºC ou menos) (FRANK; CHRISTEN; 
BULLERMAN, 1992; HAYES; BOOR, 2001).  

O tratamento térmico torna o leite mais seguro para o consumo e aumenta a 
durabilidade dos produtos lácteos, entretanto, por si só, não é suficiente para assegurar a 
qualidade ou melhorar o rendimento industrial (HAYES; BOOR, 2001). 

 
2.2. Mastite 
 

2.2.1. Definição e conceitos 
 
Mamite (do latim mammae) ou mastite (do grego mastos) refere-se ao processo 

inflamatório das glândulas mamárias, que pode se localizar dos canais glandulares até os 
alvéolos e interstício (FONSECA; SANTOS, 2000). Caracteriza-se por alterações patológicas 
do tecido glandular e por alterações físicas, químicas e geralmente bacteriológicas do leite 
(RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002), o que culmina na diminuição da qualidade e aumento 
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do descarte do leite resultando em problema na indústria leiteira e também de saúde pública 
(BANDOCH; MELO 2011).  

 
2.2.2. Classificação e Formas de Apresentação 
 
A mastite segundo a apresentação, duração e intensidade dos sinais é classificada em 

clínica ou subclínica, e quanto às formas em superaguda, aguda, subaguda e crônica 
(PHILPOT; NICKERSON, 2002).  

A mastite clínica caracteriza-se por apresentar os sinais clássicos da inflamação: rubor, 
hipertermia, algesia, tumefação e edemaciação na glândula mamária e pode ou não estar 
acompanhada de reações sistêmicas e às vezes, morte (SMITH, 1994; MACHADO, 
DEMETRIO; BORGES, 2003, BENEDETTE et al., 2008).  

De acordo com Rosenberg (1993) o leite mastítico pode apresentar aparência aquosa, 
contendo grumos além de outras substâncias como fibrina, soro, sangue e pus.  

A mastite superaguda tem início abrupto, com inflamação grave do quarto afetado, e 
envolvimento sistêmico com apatia, anorexia, febre, desidratação, septicemia e choque, e 
pode ser fatal ao individuo portador. O leite apresenta mudanças no aspecto macroscópico 
(DOOD, 1983; RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002; MARQUES, 2006). 

Na mastite aguda há inflamação grave do úbere, caracterizada principalmente pela dor 
intensa, porém sem reação sistêmica evidente (COSTA et al., 1995, RADOSTITS; BLOOD; 
GAY, 2002). A inflamação moderada com persistência de anormalidades macroscópicas do 
leite caracteriza a forma subaguda (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002). 

Mastite crônica é clinicamente persistente. Devido à destruição interna da glândula 
ocorre substituição do tecido lesado por tecido conjuntivo fibroso, resultando em decréscimo 
permanente na produção leiteira (OKERMAN, et al., 1984; SMITH, 1994). 

A forma subclínica que é mais prevalente nos rebanhos leiteiros não se observam 
alterações macroscópicas do leite e sinais de inflamação do úbere. É de difícil detecção, longa 
duração e cerca de 40% dos casos evoluem para a forma clínica (ANDRADE, 2001).  

 
2.2.3. Importância 
 
Mundialmente a mastite é a doença que exerce maior importância sobre a qualidade do 

leite (BRITO; BRITO 1997; FONSECA; SANTOS, 2000), pois provoca diminuição na 
produção, perda da qualidade do leite e da função do parênquima glandular. As perdas podem 
variar de acordo a intensidade do processo inflamatório, com a prevalência da doença no 
rebanho, com a patogenicidade dos agentes envolvidos e com o estágio de lactação (BRANT; 
FIGUEIREDO, 1994).   

Todas as fêmeas, independente de idade ou período lactacional, são passíveis de serem 
afetadas pela mastite (FONSECA; SANTOS, 2000; PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002). 

A forma subclínica determina as maiores perdas econômicas devido à elevada 
prevalência (44,9% a 97%) e redução da produção de leite entre 25,4 e 43% (BRANT; 
FIGUEIREDO, 1994), sendo de 15 a 40 vezes mais frequente que a forma clínica (BRITO; 
BRITO 1998; FONSECA; SANTOS, 2001, 2002; RIBEIRO et al., 2003). 

Anualmente, três de cada dez vacas leiteiras apresentam inflamação mamária 
clinicamente aparente, sendo 7% destes animais descartados por lesões irreversíveis e 1% por 
morte (SMITH, 2006).   
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Bueno et al. (2002) identificaram em São Paulo uma frequência de 7,4% de mastite 
clínica para 63,6% de casos subclínicos. Em Minas Gerais, Pinheiro et al. (2009) relataram 
uma prevalência de 14% de novas infecções e 7% de infecções crônicas em casos clínicos.  

Schepers e Dijkhuizen (1991) estimaram que um quarto afetado pudesse produzir de 
25 a 45% menos durante uma lactação, quando comparado com um quarto sadio. Enquanto 
que segundo Bartlett et al. (1991), em decorrência da mastite clínica há redução na produção 
de leite de aproximadamente 30% na fase aguda. Janzen (2010) relatou perdas de produção 
variando entre 5,0 e 25,0%, com um extremo de 83,9%.  

Devido à alta prevalência da mastite, esta pode representar prejuízo de 12 a 70% na 
produção no Brasil (FONSECA; SANTOS, 2000, RIBEIRO et al., 2003). De acordo com 
Fonseca e Santos, 2000 estimaram que haja uma perda de produção, devido aos incidentes de 
mastite, entre 12 e 15%, que pode totalizar, em relação à produção brasileira anual total de 20 
bilhões de litros, na perda de 2,8 bilhões de litros de leite anualmente.  

Os efeitos da mastite clínica sobre a produção de leite foram revistos por Hortet e 
Seegers (1998) e posteriormente por Seegers; Fourichon e Beaudeau (2003), que estimaram 
perda superior a 700 kg de leite em casos clínicos com duração superior a dois meses.  

A estimativa do custo de um caso de mastite clínica no Brasil, no estado de Minas 
Gerais, entre 2002 a 2004, fica em torno de R$ 228,99 ou US$ 100,4. As maiores despesas 
foram relacionadas aos exames, medicamentos e mão-de-obra adicional (37%); descarte de 
leite (29%); descarte e morte de vacas (28%) e honorários do médico veterinário (6%) 
(CARNEIRO et al., 2012).  

Schepers e Dijkhuizen (1991) por um apanhado de trabalhos, concluíram que os custos 
dos programas de controle da mastite variam de US$ 19,65 a US$ 275 por vaca por ano. 

As perdas econômicas, nos Estados Unidos, atribuíveis à mastite variam anualmente 
de 200 a 300 dólares por vaca, estimando-se uma perda de mais de 20 milhões de dólares para 
indústria láctea (HOGAN; SMITH, 1997) e um prejuízo de aproximadamente US$ 1,8 bilhões 
por ano nos EUA, devido à ocorrência de mastites (NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 
1996). 

Na Região Sudeste, nos estados de Minas Gerais e São Paulo, onde encontra a maior 
bacia leiteira, esses valores variam entre 20 e 71% para a prevalência da doença (FONSECA, 
1992; COSTA et al., 1999).  

 
2.2.4. Etiologia  
 
Trata-se de uma enfermidade plurietiológica e multifatorial, podendo estar relacionada 

a agressões físicas, químicas, térmicas, alérgicas, fisiológicas, metabólicas, psicológicas e 
mais frequentemente infecciosas. A intensidade da infecção é influenciada por fatores 
relacionados ao animal, ao ambiente e ao manejo, como: espécie, perfil sanitário, fatores 
ambientais, nível de produção e tecnificação da propriedade, características do processo de 
ordenha, ordenhador, uso de medicamentos, estação do ano, número de ordenhas, qualidade 
nutricional, idade, conformidade física dos tetos, estágio da lactação, perfil imunológico 
individual, resistência natural da glândula, hereditariedade e características, virulência, 
viabilidade e potencial patogênico do agente etiológico (HARROP et al, 1975; MC 
DERMOTT et al, 1983; OLIVEIRA, 1989; PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002; 
RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002). 

São citadas na literatura mais de 130 espécies de microrganismos pertencentes a 35 
gêneros envolvidos na etiologia da mastite bovina (SCHOCKEN-ITURRINO; NADER 
FILHO; AVILA, 1996; RIBEIRO et al., 2003).  
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Apesar de diferentes agentes possíveis, a etiologia bacteriana assume um lugar de 
destaque na epidemiologia do processo infeccioso (ANDERSON; HUL; PUGH, 2004), e o 
esfíncter do teto comumente é a porta de entrada dos agentes ao interior da glândula. Assim 
sua integridade torna-se uma importante barreira contra a infecção, agindo como um fator 
essencial de resistência (HAMMAN, 1987; GLEESON; O`CALLAGHAN; RATH, 2003).   

Philpot e Nickerson (1991) já indicavam que 90% das mastites são causadas por 
bactérias com predominância dos gêneros Staphylococcus sp., Streptococcus sp., 
Corynebacterium spp. e Mycoplasma bovis.  Além destes patógenos, fungos, leveduras, algas 
e vírus também podem estar envolvidos na etiologia da doença, porém a ocorrência é baixa 
(WATTS, 1998; BRABES et al., 1999; SÁ et al., 2004).   

Segundo Chahota et al. (2001) e Crawshaw, Macdonald e Duncan (2005) a mastite 
causada por fungos e leveduras ocorre geralmente em surtos localizados, de ocorrência 
espontânea sem envolvimento de outros microrganismos ou histórico de uso de antibióticos, 
sendo comuns nas primeiras semanas de lactação; ou após antibioticoterapia, o que favorece o 
crescimento micótico sem competição da microbiota local regular. Dentro desse grupo, os 
mais frequentemente isolados em amostras de leite são Candida spp., Aspergillus spp., 
Trichosporon spp., Cryptococcus spp., Saccharomyces spp., Penicillium spp. (ALVAREZ; 
FLORES, 1962; CARTER; COLE JR, 1995).  

Spanamberg et al. (2008) isolaram um total de 68 agentes micóticos, de vacas 
diagnosticadas com mastite subclínica na região de Passo Fundo-RS. Os agentes mais 
frequentes foram: Candida (37,9%), Pichia (19,1%), Rhodotorula (10,3%), Cryptococcus 
(10,3%), Geotrichum (5,8%), Debaryomyces (5,8%), Trichosporon (4,4%).  

Costa et al. (2008) isolaram leveduras em 84% das amostras de vacas com mastite 
subclínica. Entre as espécies houve um predomínio de Candida spp. (Candida albicans - 
28,1%, Candida parapsilosis - 19,3%, Candida catenulata - 14,0%, Candida glabrata -
14,0%, Candida tropicalis - 8,8%) e Trichosporon spp. (1,8%). 

As principais bactérias causadoras de mastites possuem comportamentos distintos 
quanto ao habitat, forma de colonização do úbere, potencial de infecção e reações do 
hospedeiro (FERNANDES, 2006).  

Existe uma divisão conceitual da mastite que está relacionada aos tipos de agentes, 
geralmente classificados em dois grupos: os causadores de mastite contagiosa e os promotores 
de mastite ambiental. Esta divisão tem como base os locais onde esses microrganismos podem 
ser isolados, a sua forma de transmissão e o tipo de infecção que provocam (PHILPOT; 
NICKERSON, 1991; BRITO; BRITO 1998; FONSECA; SANTOS, 2000).  

Os agentes ambientais são oportunistas, habitam normalmente o ambiente das vacas 
leiteiras (MENDONÇA et al., 1999) e a sua transmissão ocorre entre animais ou entre os 
quartos do mesmo animal, no intervalo entre as ordenhas ou por manipulação durante a 
ordenha (HARMON, 1994, RADOSTITS, LESLIE, FELTROW, 1994; BRADLEY, 2002), 
sendo praticamente impossível erradicar esse tipo de mastite do rebanho (SMITH; HOGAN, 
1998). Todas as categorias de animais estão sob risco (PHILPOT; NICKERSON, 2002). 

As bactérias ambientais que comumente causam mastite bovina incluem 
enterobactérias, Streptococcus uberis e outros do gênero Streptococcus spp., Pseudomonas sp. 
e Arcanobacterium (Actinomyces) pyogenes, além de fungos, principalmente leveduras, e 
algas clorofiladas do gênero Prototheca sp. (COSTA, et al, 1995).   

Os agentes contagiosos como Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e 
Corynebacterium bovis se multiplicam na glândula mamária, canal do teto ou sobre a pele do 
animal onde podem permanecer desde semanas a anos. Por outro lado, apresentam pouco 
tempo de sobrevida no ambiente externo (HARMON, 1994, RADOSTITS, LESLIE, 
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FELTROW, 1994; BRADLEY, 2002), sendo transferidos de um animal para outro 
principalmente no momento da ordenha (PHILPOT; NICKERSON, 2002). São bem 
adaptados à sobrevivência no úbere e usualmente estabelecem infecções subclínicas, 
geralmente de longa duração e apresentando alta CCS (FONSECA; SANTOS, 2000).  

Os microrganismos do gênero Staphylococcus spp. são os mais prevalentes em casos 
subclínicos ou clínicos da mastite e a espécie mais citada é S. aureus (MOTA et al, 2012). 

No Brasil, diversos estudos relataram a predominância dos agentes Corynebacterium 
spp. e Staphylococcus spp. (ANDRADE et al., 1998; FILIPPSEN, 1999; BARBALHO; 
MOTA, 2001; BUENO et al., 2003; FERREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010). 

Streptococcus é o segundo grupo de maior relevância com quatro espécies 
(Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. bovis e S. uberis), isoladas na maioria dos 
rebanhos (HARROP et al., 1975; FERREIRO; SANTOS; SILVA, 1981; DOMINGUES; 
PADOVANI; DOMINGUES, 1996; RUOFF, 2003; INNINGS et al., 2005; FERREIRA, et al 
2007; GUILLOUX; CARDOSO; CORBELLINI, 2008; PINHEIRO et al., 2009). 

 
Staphylococcus spp. 
 
Bactéria Gram positiva esférica, que forma estruturas semelhantes a cachos de uva, 

hemolítica ou não, coagulase positiva ou negativa, anaeróbia facultativa e catalase positiva, e 
com alto potencial patogênico (HIRSH; ZEE, 2003).  

Encontrada na superfície epitelial na maioria dos animais (HARMON, 1994), sua 
importância na medicina veterinária deve-se às exotoxinas hemolisina, enterotoxina e 
leucocidina que determinam sua patogenicidade (HIRSH; ZEE, 2003; BANDOCH; MELO,  
2011).  

O índice de isolamento pode variar entre 9,1 e 85% (NADER FILHO et al., 1985; 
LANGENEGGER; FIGUEIREDO; REZENDE, 1986; FREITAS, MAGALHÃES, 1990; 
BELOTI et al., 1997). Animais afetados com S. aureus adquirem valores elevados na CCS 
(LANGONI et al., 1991, OLIVEIRA, 2000, SÁ et al., 2004) que atingem segundo Guilloux, 
Cardoso e Corbellini (2008) entre 900 e 2.240x10³ células por mL de leite.  

Algumas características de virulência contribuem para a persistência do S. aureus no 
tecido mamário (SANTOS et al., 2003), destacando-se a produção de exotoxina, que provoca 
regiões de necrose e fibrose e certa facilidade para surgimento de cepas resistentes, favorecido 
pelo uso indiscriminado de antibióticos (BARBERIO; GIETL; DALVIT, 2002).  

Normalmente está envolvido em tipos severos de mastite, da forma gangrenosa à 
subclínica. Clinicamente evolui com quartos hiperêmicos, edemaciados e sinais de toxemia. 
Em situações crônicas ou mal tratadas, pode induzir uma mastite gangrenosa hiperaguda, 
devido ao edema e a congestão da mama que favorecem a formação de trombos sanguíneos, o 
que compromete a perfusão e precipita a morte tecidual (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 
2002). Sua cura ao inicio da lactação é restrita, principalmente quando há formação de 
microabscessos (HARMON, 1994). No entanto, sua maior prevalência está associada às 
infecções subclínicas (HARMON, 1994; FONSECA; SANTOS, 2000). 

Mastites ocasionadas por Staphylococcus sp. têm sido relatados em muitos sistemas de 
produção leiteira em todo o mundo (THORBERG et al., 2009). Mais de 50 espécies e 
subespécies de estafilococos têm sido caracterizadas. O gênero é dividido em estafilococos 
coagulase positivos (ECP) e estafilococos coagulase negativos (ECN), baseado na sua 
habilidade em coagular o plasma (PYÖRÄLÄ; TAPONEN, 2009). Mais de dez espécies de 
ECN têm sido isoladas a partir de amostras de leite bovino mastítico e as espécies mais 
comumente relatadas são Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus simulans, 
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Staphylococcus epidermidis além de Staphylococcus xylosus e Staphylococcus haemolyticus. 
Outros ECN frequentemente mencionados são S. warneri, S. saprophyticus, S. schleiferi e S. 
lugdunensis (THORBERG et al., 2009). 

Embora frequentemente associados à mastite clínica e subclínica, ECN são 
considerados agentes secundários. No diagnóstico de rotina ECN têm sido tradicionalmente 
considerados patógenos menores, especialmente em relação ao Staphylococcus aureus, 
estreptococos e coliformes. A principal razão é que ECN estimulam reações inflamatórias 
brandas na glândula mamária, e promovem moderado aumento na CCS (BRAMLEY et al., 
1996; RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002), sendo usualmente subagudas e subclínicas. 
Apesar de menos intensa a infecção por ECN também está associada ao aumento da CCS, 
desvalorização da qualidade do leite, e diminuição da produção (TAPONEN et al., 2008). 

Em um estudo conduzido por Pardo et al. (1998) foi demonstrada a alta ocorrência de 
mastite clínica por ECN em vacas primíparas no início da lactação e mastite clínica 
hiperaguda causando gangrena do tecido glandular pela produção de alfa toxina. 
Recentemente Oliveira et al. (2011b) relataram um percentual de isolamento de ECN de 25% 
nos casos de mastite clínica e de 32% nos casos de mastite subclínica. 

No Brasil as mastites por ECN são, sobretudo causadas por S. epidermidis, S. 
chromogenes e S. simulans. A prevalência de S. epidermidis varia de 11,3 a 23,19% (NADER 
FILHO et al., 1985). A presença desses microrganismos é maior em propriedades que 
reduziram o número de infecções por outros patógenos, sendo mais frequentes em animais de 
primeira lactação. Nas mastites por ECN ocorre fibrose interalveolar do tecido mamário, 
perda da função secretória e alteração da quantidade e qualidade do leite (MARQUES, 2006).  

ECN tendem a ser mais resistentes do que S. aureus, e facilmente desenvolvem 
multirresistência. O mecanismo de resistência mais comum é a produção de beta-lactamases, 
o que resulta em resistência a penicilina G e a aminopenicilinas, e alguns destes podem 
carregar o gene mecA de resistência a oxacilina. Pelo uso indiscriminado de antibióticos, 
cepas multirresistentes são isoladas de bovinos com mastites por ECN, dificultando o seu 
controle (MACHADO; CORREA; MARIN, 2008).  

 
Streptococcus spp.  
 
Foi o primeiro grupo a ser incriminado como causador de mastite crônica de caráter 

infeccioso e contagioso segundo Keefe (1997). São bactérias Gram positivas que formam 
pares ou cadeias de cocos, hemolíticas e catalase negativas comuns na microbiota do trato 
respiratório superior, genital inferior e digestivo. O gênero Streptococcus compreende pelo 
menos 50 espécies, que incluem muitos patógenos para o homem e animais domésticos 
(QUINN et al., 2005).  

Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae, podem permanecer no ambiente 
por no máximo de três semanas. Contudo apresentam uma capsula antigênica que favorece a 
perpetuação no organismo sem a eliminação pelo sistema imune (HIRSH; ZEE, 2003). 

A descrição de novas espécies relacionadas à mastite bovina vem acompanhando a 
proposição de novas espécies para o gênero Streptococcus (WILLIAMS; COLLINS, 1990; 
FERNANDEZ-GARAYZABAL et al., 1998, DEVRIESE et al., 1999a, b).  

Na década de 1980, o gênero foi desdobrado em outros três, nomeadamente, 
Enterococcus, Lactococcus e Streptococcus, dos quais Enterococcus e Streptococcus são os 
mais frequentemente isolados em casos de mastite (RUOFF, 2003; INNINGS et al., 2005). 

Mudanças na taxonomia e nomenclatura do gênero Streptococcus e gêneros 
relacionados levaram à criação do termo “cocos gram-positivos catalase-negativos” para o 
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grupo que atualmente engloba 18 gêneros, com muitos microrganismos isolados do leite total 
de rebanhos e envolvidos em casos de infecções subclínicas e formas clínicas da mastite 
(FACKLAM, 2002; SANTOS et al., 2007). 

O Streptococcus agalactiae é o principal patógeno envolvido em plantéis leiteiros em 
que não há um programa eficiente de controle de mastite e sanidade (HIRSH; ZEE, 2003), 
causando mastites subclínicas persistentes com taxa de cura espontânea baixa, atuando assim 
como reservatório da infecção (KEEFE, 1997; WILSON; GONZALEZ; DIAS, 1997).  

Nos quartos afetados o leite torna-se alcalino e a CCS pode exceder os 500.000/mL 
(KEEFE, 1997). Sua transmissão normalmente ocorre pela falta de higiene dos 
manipuladores, ambiente e equipamentos (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002). 

No período das águas acontece aumento significativo nos relatos de casos que 
envolvem esses agentes, visto que os meses úmidos oferecem condições que propiciam seu 
crescimento e proliferação (MARQUES, 2006). 

O S. dysgalactiae, particularmente, pode ser isolado das tonsilas e causar infecção dos 
tetos por lambedura, o que facilita a prevalência de mastite no rebanho, mesmo quando as 
vacas estão secas (FONSECA; SANTOS, 2000). 

 
Corynebacterium spp. 
 
 São bacilos, Gram positivos, hemolíticos, catalase negativos ou não e fermentadores 

de lactose. Este grupo apresenta como peculiaridade microscópica os grupamentos em forma 
paliçada ou letras chinesas. São transmitidos no momento da ordenha, por desinfecção 
deficiente nos tetos ou teteiras, mas podem também ser transmitidos por moscas (LARANJA, 
1996; HIRSH; ZEE, 2003). 

Animais afetados geralmente apresentam sinais leves ou menos evidentes (SMITH, 
1994). Devido a sua elevada prevalência em infecções intramamárias, Martins et al. (2010) 
consideraram que não é mais apropriado considerá-lo um agente secundário.  

 
Escherichia coli  
 
Bactérias Gram negativas, em forma de bastonetes, com ação hemolítica variável de 

acordo com a estirpe. Componente comum da microbiota gastrointestinal, oportunista na 
glândula mamária, causa mastite clínica aguda ou superaguda nas primeiras semanas do pós-
parto. A fonte de contaminação é ambiental o que resulta em aparições não sazonais (SMITH, 
1994, HIRSH; ZEE, 2003, RIBEIRO et al., 2006).  

Atualmente existe atenção especial voltada para as E. coli, pois estas apresentam 
variância em seus fatores de virulência. São microrganismos constituídos de estruturas 
lipopolissacarídicas (LPS) na parede celular, denominadas endotoxinas. Produzem diversas 
citocinas ou exocitocinas como as hemolisinas, fator necrosante citotóxico (CNF), 
verotoxinas - VT e enterotoxinas. Contêm fatores que favorecem a multiplicação em meios 
inóspitos, como os sideróforos que adaptam este microrganismo em casos de privação ao 
ferro disponível, a multirresistência aos antibióticos e as adesinas, pili ou fímbrias para 
colonização das células alvo (RIBEIRO et al., 2006).   

 
2.2.5. Patogenia 
 
No período anterior ao parto e início da lactação há uma maior propensão às infecções, 

devido a alterações hormonais e metabólicas associadas à prenhez, parto e início da lactação 
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que influenciam a resposta inflamatória (RAINARD; RIOLLET, 2006; PYORALA; 
TAPONEN, 2009). 

A contaminação da glândula começa com o microrganismo adentrando ou invadindo 
de forma ascendente o canal do teto. A via hematógena e percutânea são possíveis, entretanto 
a via mais comum de acesso é pelo ducto ou canal da teta. Em seguida ocorre a infecção onde 
o agente prolifera e coloniza o tecido glandular mamário (CARLTON; MCGAVIN, 1998; 
RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002). 

A presença de patógenos e suas toxinas no úbere induzem à resposta inflamatória 
caracterizada por alterações dos componentes do leite (SMITH, 1994; RADOSTITS; 
BLOOD; GAY, 2002) e pela elevação dos níveis de leucócitos (CCS), tornando positiva a 
correlação entre CCS e a infecção intramamária (KEHRLI; SHUSTER, 1994; SILVA et al., 
2005).  

Células somáticas são todas as células presentes no leite, que incluem as células 
migratórias do sangue para o úbere, como leucócitos e células de descamação do epitélio 
glandular secretor. O aporte destas células se intensifica na quarta semana pré-parto, 
diminuindo gradativamente até uma semana pós-parto. Na secreção láctea de vacas com 
infecção intramamária, ocorre aumento no número de células de defesa passando a 
predominar neutrófilos, seguidos por macrófagos e linfócitos, e o número de células epiteliais 
permanece inalterado (PHILPOT; NICKERSON, 1991). Essas alterações comprometem a 
composição do leite tanto em termos de qualidade quanto na quantidade dos componentes 
(BRAMLEY, 1992).  

As alterações nas características do leite procedem do aumento da permeabilidade 
vascular, induzida principalmente por células polimorfonucleares (PMN), com afluxo de 
células do sangue para a glândula mamária (BIBALKE, 1984; NICKERSON, 1994).   

A CCS é influenciada por vários fatores, mas especialmente pela presença de 
infecções intramamárias, tornando-se um indicador bastante confiável de sanidade da 
glândula mamária (OSTRENSKY, 1999; VIANA, 2000). 

Além do aumento do número de células, a mastite provoca alterações nos três 
principais componentes do leite, gordura, proteína e lactose. Enzimas e minerais também são 
afetados. A extensão do aumento da CCS e as mudanças na composição do leite estão 
diretamente relacionadas com a superfície do tecido mamário atingido pela reação 
inflamatória. Portanto há uma relação direta entre a CCS e a concentração dos componentes 
do leite (SCHÄELLIBAUM, 2000). 

Nos processos inflamatórios da glândula mamária aumentam as concentrações de íons 
sódio e cloretos, e as quantidades de cálcio, fósforo, magnésio e potássio, enquanto que as 
vitaminas diminuem. Decréscimos na composição do leite foram registados para a gordura 
(0,1 a 0,45%), sólidos não gordurosos (0,1 a 0,57%), lactose (0,1 a 0,77%), e sólidos totais 
(1,07%) (JANZEN, 2010). 

Os efeitos da mastite sobre a proteína do leite são de natureza qualitativa, uma vez que 
os valores absolutos de proteína bruta não sofrem alterações significativas. Sendo assim o 
leite apresenta menor teor de caseína, a proteína nobre do leite, acompanhado do aumento de 
proteínas séricas, como albuminas e imunoglobulinas (SCHULTZ, 1997).  

Todas estas alterações causam diminuição da tolerância ao calor, alteram as 
propriedades organolépticas e acarretam diminuição da qualidade dos produtos derivados do 
leite, com destaque para as perdas no rendimento industrial e diminuição do “tempo de 
prateleira” (shelf-life), devido principalmente à ação de enzimas proteolíticas, as quais, em 
grande parte, permanecem ativas mesmo após a pasteurização do leite. As enzimas 
proteolíticas geram um sabor amargo, enquanto que as enzimas lipolíticas predispõem à 
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ocorrência de sabor rançoso, em função da quebra dos ácidos graxos de cadeia curta 
(MURPHY et al., 1989; RENEAU; PACKARD, 1991). 

 
2.2.6 Diagnóstico 
 
O diagnóstico de mastite clínica é simples em função das alterações que acarreta na 

glândula mamária e no leite. Entretanto a mastite subclínica, não é diagnosticada pelos 
métodos rotineiros de exame clínico (inspeção, palpação) e pelas alterações macroscópicas do 
leite (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).   

Os métodos mais usados para diagnóstico de mastite subclínica incluem exames 
microbiológicos, métodos químicos indiretos e a CCS do leite dos quartos mamários 
individuais, dos animais ou do tanque, trazendo um apanhado de todo o rebanho sem 
discernimento individual (QUINN et al., 1994; PEREIRA, 2005). 

O teste da caneca telada ou de fundo escuro que consiste na eliminação dos primeiros 
jatos de leite em uma caneca ou coador com fundo escuro permite a detecção do leite 
clinicamente anormal, e é um dos métodos mais indicados e utilizados para diagnóstico da 
mastite clínica (MARGATHO; HIPOLITO; KANETO, 1998). 

Fonseca e Santos (2000) e Philpot e Nickerson (2002) citaram que nas salas de 
ordenha, onde o piso pode ser de fácil lavagem e imediatamente limpo com jatos de água, os 
primeiros jatos de leite podem ser observados diretamente sobre o piso. Adicionalmente 
Philpot e Nickerson (2002) defendem esse procedimento, por evitar o esguicho do leite 
contaminado nos tetos e no úbere, e também que o ordenhador manipule uma caneca 
contaminada. 

O California Mastitis Test (CMT) é usado mundialmente para diagnóstico da mastite 
subclínica, tendo como vantagens ser uma prova rápida, de fácil execução e de baixo custo 
que pode ser empregada no momento da ordenha (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).  

É um método de contagem indireta de células somáticas no leite, a partir de reação 
química entre amostra de leite e o reagente (Lauril sulfato de sódio 3% e Bromocresol 
púrpura), em bandeja apropriada. O reagente rompe a membrana das células que liberam o 
material nucléico (DNA), resultando em graus de coloração e viscosidade, provocado pela 
aglutinação das proteínas (MADALENA; MATOS; HOLANDA JR., 2001).  

A interpretação se baseia na observação visual da reação que se processa entre o 
reagente e o material genético das células somáticas presentes no leite, formando um gel, cuja 
textura é proporcional ao número de células somáticas. O resultado é dado em cinco escores 
que variam de negativo (-), suspeito (traços), fracamente positivo (+), positivo (++) e 
fortemente positivo (+++) (SCHALM; NOORLANDER, 1957) e apresentam correlações 
variadas com a CCS (PHILPOT; NICKERSON, 1991).  

Tem-se questionado a interpretação do CMT como instrumento de diagnóstico da 
mastite subclínica, por ser um teste subjetivo (MARTIN; MEEK; WILLEBERG, 1994; 
CASURA; SCHUKKEN; RÜSCH, 1995). Contudo, diferentes estudos atestam a 
sensibilidade do CMT em identificar quartos mamários com mastite subclínica quando a 
interpretação é rigorosa (BRITO et al., 1997, CADEMARTORI, 2001, DELLA LIBERA et 
al., 2001, BARBOSA et al., 2002, REYES et al., 2005).  

A CCS no leite de animais individuais ou de tanque é uma ferramenta valiosa na 
avaliação do nível de mastite subclínica no rebanho, na estimativa das perdas quantitativas e 
qualitativas de produção do leite e derivados, como indicativo da qualidade do leite produzido 
na propriedade e para estabelecer medidas de prevenção e controle da mastite. A CCS tem por 
finalidade o monitoramento dos casos de mastite subclínica e crônica, atuando como o 
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principal indicativo da qualidade do leite cru e como referência da saúde da glândula mamária 
das vacas do rebanho (LANGONI; ICHIHARA; SILVA, 2000). 

Segundo Kitchen (1981), o leite obtido de quartos mamários de animais sadios contém 
de 50 a 200 mil cels/mL. Na dependência da severidade e extensão da infecção e, do tipo de 
microrganismo envolvido, as CCS podem variar de 200 a 5.000 x 103 cels/mL de leite. 

A CCS pode ser realizada de diversas formas sendo a contagem eletrônica a mais 
prática e indicada pela legislação. Os aparelhos funcionam pelo princípio de citometria de 
fluxo, ou seja, na contagem microscópica de núcleos corados isolados e deslocados de células 
somáticas (CECALAIT, 1993).  

Para avaliar o melhor índice e para estimar a porcentagem de vacas com mastite 
subclínica em rebanhos leiteiros, foi realizado um estudo na Holanda (LIEVAART; 
KREMER; BARKEMA, 2007) no qual foram coletados dados de 246 fazendas leiteiras, as 
quais realizavam a CCS individual de todas as vacas em lactação. Foi calculada a correlação 
entre os índices CCS do leite do tanque, CCS de cada vaca em lactação, a CCS aritmética, e a 
porcentagem de vacas com mastite subclínica (CCS > 250.000 cels/mL). O índice que 
apresentou a melhor correlação com a porcentagem de vacas com mastite subclínica foi a 
média aritmética de CCS individual das vacas. Uma média aritmética de 400.000 cels/mL 
indicaria cerca de 30% de vacas com mastite subclínica no rebanho. A correlação entre CCS 
do tanque e a porcentagem de vacas com mastite subclínica foi moderada (R2= 0,64), porém 
uma estimativa útil da mastite subclínica em nível de rebanho. Também outros estudos 
(SCHUKKEN et al., 2003; BRADLEY; GREEN, 2005;. VALDE; OSTERAS; SIMENSE, 
2005) indicaram que a média aritmética da CCS de todas as vacas é o parâmetro mais 
adequado para resumir a situação de mastite subclínica um rebanho.  

Quando o leite de todas as vacas num rebanho é misturado no tanque de expansão, a 
CCS numa amostra composta é um bom indicador da prevalência de mastite no rebanho 
(LIEVAART; KREMER; BARKEMA, 2007) (Quadro 01).  

Rebanhos com um controle de mastite eficaz têm constantemente contagens abaixo de 
100.000 cels/mL. Uma CCS maior que 200.000 cels/mL indica a presença de mastite 
subclínica. Uma CCS do tanque de 400.000 cels/mL indica que cerca de 25% de vacas com 
mastite subclínica. Contagens maiores que 500.000 cels/mL indicam que pelo menos um terço 
das glândulas mamárias dos animais em lactação estão infectadas e a perda de leite devido à 
mastite subclínica é de pelo menos 10% (LIEVAART; KREMER; BARKEMA, 2007). 

 
Quadro 01: Relação entre contagem de células somáticas (CCS) em amostras compostas de 
tanques de refrigeração, perda de produção (%) e prevalência de mastite subclínica no 
rebanho. 
 

CCS Quarto infectado 
(%) 

Perda de produção 
(%) 

Prevalência de MSC* 

<200.000 6 0 A 5 Próxima à zero 
200.000–500.000 16 6 A 9 Alguns casos 

500.000–1.000.000 32 10 A 18 Muitos casos 
>1.000.000 48 19 A 29 Epidêmica 

*MSC – Mastite subclínica 
 Fonte: Lievaart; Kremer; Barkema (2007) 

 
O exame microbiológico é o método padrão para determinação da saúde do úbere e 

diagnóstico da mastite bovina. O isolamento bacteriano e respectivo antibiograma além de 
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úteis para confirmar o diagnóstico clínico podem indicar medidas específicas de controle de 
acordo com o padrão de infecção encontrado (BRITO et al., 1999). 

A cultura bacteriana geralmente é feita em vacas selecionadas a partir da CCS ou de 
casos clínicos. A cultura do leite individual é o exame mais sensível e específico para 
pesquisa da mastite, de forma a identificar as espécies bacterianas envolvidas na infecção. Ao 
se ter conhecimento do agente etiológico, é possível definir o protocolo de tratamento que 
mais se ajusta e até mesmo a definição da forma de contágio (FONSECA; SANTOS, 2000; 
RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).  

O diagnóstico definitivo da mastite baseia-se no isolamento dos patógenos das 
amostras de leite (MCDOUGALL et al., 2001). Entretanto ocorre uma contradição em torno 
da empregabilidade do diagnóstico laboratorial de mastites na rotina do leite, principalmente 
no que se refere ao alto custo do exame e urgência na escolha da conduta terapêutica 
(FERNANDES, 2006). 

Por necessitar de exames laboratoriais acurados, tempo para o crescimento da cultura e 
custos elevados, quando executado de forma isolada pode apresentar resultados pouco 
efetivos (MCDOUGALL et al., 2001; PYÖRALLÄ, 2003).  

Os métodos utilizados para a determinação da qualidade microbiológica podem ser 
qualitativos ou quantitativos. Os qualitativos apresentam praticidade de realização, entretanto 
são subjetivos, sendo utilizados apenas para o diagnóstico geral e presuntivo; incluem os 
testes da redutase, fermentação e acidez (FONSECA; SANTOS, 2000).  

Dentre os testes quantitativos destaca-se a contagem bacteriana total, em que são 
estimadas as unidades formadoras de colônias de bactérias por mililitro de leite, sendo a 
contagem padrão em placa (CPP), o método de referência (BRASIL, 1999).  

Para avaliação da qualidade microbiológica do leite, a prova da redutase e a CPP 
constituem as técnicas tradicionalmente empregadas em indústrias lácteas. De acordo com 
Suhren e Reichmuth (2000) apesar de utilizada internacionalmente como método de 
referência, a CPP não expressa a real qualidade bacteriológica do leite, podendo subestimar a 
quantidade de bactérias presentes, pois apenas bactérias viáveis e que se multiplicam nas 
condições de cultivo (BRITO et al., 1999; HILLERTON; BERRY, 2003).   

De acordo com Makovec e Ruegg, (2002) o isolamento bacteriano apresenta 50% de 
chances de crescimento e identificação das amostras.  

Dentre as dificuldades no isolamento do agente etiológico destacam-se: o 
microrganismo pode não ser eliminado de forma contínua ou ser eliminado em concentrações 
insignificantes; os microrganismos podem não ser detectados pelos exames bacteriológicos de 
rotina; algumas enzimas e proteínas presentes no leite (lisozima e lactoferrina) dificultam a 
detecção; e a infecção pode ser mantida apenas por endotoxinas bacterianas ou compostos 
nocivos liberados pelas células inflamatórias que prejudicam a sobrevivência bacteriana e 
detecção da mesma (MCDOUGALL et al., 2001; RUEGG; REINEMANN, 2002; 
PYÖRALLÄ, 2003).  

 
2.2.7 Controle e Profilaxia 
 
Várias medidas são propostas para controlar a mastite e em consequência diminuir os 

impactos econômicos na atividade leiteira. Os programas de controle devem ter como metas 
principais: reduzir novas infecções, encurtar a duração das infecções existentes, promover a 
redução dos casos clínicos, controlar ou erradicar as mastites contagiosas, manter poucos 
incidentes por agentes ambientais, menos de 2% de episódios clínicos ao mês, 85% das vacas 
livres de mastite subclínica e a CCS abaixo de 200.000 cels/mL de leite (BRITO et al., 1999). 
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Inicialmente, o programa consiste na conscientização dos produtores sobre as perdas 
econômicas, identificação das vacas e rebanhos infectados, isolamento ou descarte das vacas 
com mastite crônica, adoção de medidas específicas de tratamento, formulação de estratégias 
para evitar a proliferação da doença e, principalmente, adoção de boas práticas de higiene da 
ordenha e ordenhador (RUPP; BEAUDEAU; BOICHARD, 2000; DINGWELL et al., 2004).  

Muller (2002) e Dias (2007) ressaltaram que é fundamental detectar tratar os animais 
enfermos de acordo com o patógeno envolvido, selecionar vacas naturalmente mais 
resistentes e propiciar o fornecimento de alimentação adequada. Deve-se ainda atuar sobre as 
possíveis vias de transmissão, implantando um correto manejo e higiene de ordenha, e manter 
as vacas em ambiente seco e limpo. Também se faz importante o monitoramento contínuo dos 
índices de mastite e manutenção de descartes de animais crônicos ou que apresentaram mais 
de três casos clínicos durante a mesma lactação são medidas importantes no controle da 
doença no rebanho (PHILPOT; NICKERSON, 1991, FONSECA; SANTOS, 2000).  

De forma geral os procedimentos fundamentais dos programas de controle de mastite 
incluem: pesquisar os agentes infecciosos presentes no gado afetado; tratamento adequado e 
imediato de todos os casos clínicos; instituir linha de ordenha (primíparas, multíparas 
negativas, animais que foram afetados, e por fim os animais positivos, respectivamente); 
realizar a manutenção do equipamento de ordenha de acordo com instruções do fabricante; 
limpeza individual dos tetos com água clorada; pré e pós-dipping (imersão dos tetos por 30 
segundos pré e pós-ordenha de todas as vacas ordenhadas com solução antisséptica não 
corrosiva); certificar que os tetos estejam higienizados e secá-los com papel toalha descartável 
antes de serem ordenhados; rejeitar os primeiros jatos de leite, e verificar cor e textura (caneca 
de fundo preto); realizar frequentemente o CMT; avaliar o leite de animais com alterações e 
rejeitar o leite com aparência anormal; fechar o registro de vácuo antes de retirar as teteiras, 
fazer desinfecção das mesmas entre cada animal; alimentar os animais, por no mínimo 30 
minutos após a ordenha, para oclusão do esfíncter e formação do tampão de queratina antes de 
deitarem; aplicação de antibióticos na interrupção da lactação (terapia da vaca seca) 
(PHILPOT; NICKERSON, 1991, FONSECA; SANTOS, 2000 CERQUEIRA et al., 2009). 

 
2.2.8 Tratamento 
 
O tratamento adequado é o melhor caminho para o controle da mastite na propriedade. 

Primeiramente, arquiteta-se a estratégia da terapia por meio da avaliação dos animais e 
quartos afetados, da forma de apresentação da mastite, do período de lactação, da sanidade do 
rebanho e da identificação do patógeno por meio da cultura e sensibilidade antimicrobiana 
(MULLER, 2002; DIAS, 2007). 

O tratamento das infecções é realizado com maior eficácia e segurança, se baseado no 
resultado da cultura microbiológica, complementada com o teste de sensibilidade. O 
antibiograma testa a sensibilidade do agente frente a uma variedade de drogas, determinando 
assim, a qual delas o microrganismo é resistente ou sensível (MARGATHO; HIPOLITO; 
KANETO, 1998; PHILPOT; NICKERSON, 2002), permitindo escolher o tratamento com a 
certeza de se utilizar o produto que melhor se aplica no combate aos agentes de mastite na 
propriedade (FERNANDES, 2006). 

Para o tratamento das mastites subclínicas devem ser levados em consideração o custo, 
o tempo de eliminação dos antibióticos e a perda de leite.  Sendo assim, recomenda-se o 
mínimo de aplicações, de forma a buscar a cura dos animais e o retorno rápido à produção 
com perda menor de leite pelo descarte (WILSON et al., 1986, CULLOR, 1993). Casos de 
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mastite clínica devem ser tratados imediatamente, observando o perfil microbiológico e de 
sensibilidade, dose e via de aplicação (MULLER, 2002; DIAS, 2007). 

A forma mais indicada é a intramamária, trata-se do esgotamento total do quarto 
infectado e infusão de um antibiótico adentrando pelo ducto do teto, não esquecendo que a 
vaca em tratamento deve ser ordenhada frequentemente e que seu leite deve ser descartado 
(RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).  

Terapia parenteral deve ser empregada somente em casos de envolvimento sistêmico, 
devido ao comprometimento da difusão do antibiótico na mama (MULLER, 2002; DIAS, 
2007).  

Tanto o início como o final do período seco são os momentos de maior risco para o 
desenvolvimento de infecções intramamárias, onde o úbere torna-se mais susceptível 
(RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002). Assim preconiza-se a medicação das vacas no dia da 
secagem, por via intramamária com produto de longa ação. Esta medida tem por finalidade a 
cura de possíveis infecções subclínicas e também a prevenção de infecções durante o período 
seco (MULLER, 2002; DIAS, 2007). 

Resultados promissores têm sido observados com o uso de vacinas que reduzem a 
incidência e a gravidade das mastites ambientais por coliformes usando bacterinas 
constituídas de microrganismos mutantes (MULLER, 2002; DIAS, 2007; CERQUEIRA et al., 
2009). 

Medidas como inutilização ou amputação por cirurgia ou aplicação de irritante 
químico através do teto, são usadas em casos extremos de quartos afetados por mastite 
crônica, principalmente quando a glândula está severamente danificada e pode comprometer a 
vida do animal, ou tornar-se uma fonte permanente de infecção (REBHUN, 2000). 

 
2.3. Resíduos de antibióticos no leite 

 
Qualidade e inocuidade de alimentos são aspectos relevantes para a saúde pública, 

com destaque aos perigos microbiológicos e químicos de produtos de origem animal. 
Conforme evidenciado na Tabela 01, a maioria dos países estabelece em suas legislações 
sanitárias regulamentação para o uso de antimicrobianos na pecuária, definindo os limites 
máximos de resíduos nos alimentos de origem animal.  

Apesar de microrganismos patogênicos serem os agentes mais relacionados a 
enfermidades veiculadas por alimentos, a presença de resíduos de elementos químicos e 
agentes antimicrobianos é comum tanto no Brasil como em outros países (NERO et al., 2007).   

No contexto da produção de leite, a legislação sanitária estabelece que o leite deva ser 
livre de qualquer espécie de contaminante e impõe limites máximos de resíduos (LMR) em 
alimentos de origem animal. Foram definidos por meio do Plano Nacional de Controle de 
Resíduos em Produtos de Origem Animal (PNCRB) os limites máximos de antimicrobianos 
como Oxitetraciclina, Tetraciclina, Sulfametoxina, Sulfametazina, Ceftiofur, Clortetraciclina, 
Penicilina G, Amoxicilina e Ampicilina para cada kg de leite, ou ”ppb” (CODEX 
ALIMENTARIUS, 1993, ANVISA, 2006). Amostras com valores acima dos padrões 
estabelecidos são consideradas impróprias para o consumo humano (BRANDÃO, 2000). 

O uso difundido de antibióticos para tratamento de doenças infecciosas em rebanhos 
leiteiros, principalmente mastites, doenças reprodutivas e do trato respiratório, tem 
contribuído para a presença de resíduos de antimicrobianos no leite (SILVA; SENA, 1984).  
Por outro lado, antibióticos têm sido usados no controle de mortalidade e morbidade animal, e 
também incorporado à ração, como aditivo para melhorar os ganhos de peso e aumentar a 
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conversão alimentar (SANTOS, 1984), contribuindo também para a presença de resíduos no 
leite e produtos de origem animal.  

 
Tabela 01: Limites máximos de resíduos (LMR) de antimicrobianos permitidos por 
quilograma de leite no Brasil, Canadá, União Europeia (UE) e Estados Unidos (EUA). 
 

Princípios ativos 
LMR (ng/kg ou ppb) 

BRASIL CANADA UE EUA 

Ceftiofur 100 100 100 50 

Eritromicina 40 50 40 50 

Estreptomicina 200 125 125 125 

Penicilinas 4 6-10 4 5-10 

Sulfas 100 10 100 10 

Tetraciclinas 100 150 100 30 
Fonte: Mitchell et al. (1998). 
 
A preocupação com a presença de antibióticos no leite justifica-se pelos riscos à saúde 

do consumidor (NUNES; D`ANGELINO, 2007) e efeitos sobre o processamento industrial 
(NASCIMENTO; MAESTRO; CAMPOS, 2001), além do potencial papel na seletividade de 
populações microbianas resistentes, já que eles não são eliminados por meio dos processos de 
beneficiamento (SISCHO, 1996; MUSSER et al, 2001).  

Os antimicrobianos eliminados no leite, são resistentes aos métodos de conservação 
como o aquecimento e/ou congelamento, e somente em raros casos pode ocorrer alteração de 
sua atividade (AURVALLE, 1981). 

Segundo Costa (1996) e Albuquerque et al. (1996), a presença desses resíduos no leite 
pode ocasionar uma série de problemas: seleção de cepas bacterianas resistentes no ambiente, 
principalmente quando seu uso é indiscriminado; pressão seletiva sobre a flora intestinal, 
favorecendo o crescimento de microrganismos com resistência natural ou adquirida; reações 
alérgicas e possível choque anafilático em indivíduos sensíveis.  

Quanto aos aspectos de produção, os resíduos de antimicrobianos interferem no 
crescimento dos cultivos iniciadores durante a elaboração de queijos, iogurtes e outros leites 
fermentados (BRADY, KATZ, 1988; DEWDNEY et al, 1991; MARTINS et. al., 2008), 
reduzindo a produção de ácidos e alterando o sabor na produção da manteiga (JONES, 1999). 
E ainda, pela modificação dos resultados de análises laboratoriais pode induzir a uma falsa 
ideia da boa qualidade do produto (COSTA, 1996). 

No que se refere à mastite como principal causa do uso de antimicrobianos nos 
rebanhos leiteiros (SAVILLE; WITTUM, SMITH, 2000), foi demonstrado que o risco da 
presença de resíduo de antimicrobianos no leite foi sete vezes maior em rebanhos com média 
de CCS acima de 700.000 cels/mL em relação aos rebanhos com média menor ou igual a 
250.000 cels/mL (SAVILLE; WITTUM, SMITH; 2000).   

Alguns fatores como qualidade do leite ejetado, intervalo entre o tratamento e a 
ordenha seguinte, formulações medicamentosas utilizadas, quantidade de doses e via de 
administração podem alterar a eliminação da droga e favorecer a presença de resíduos no leite 
(MARTH; ELLICKSON, 1959; CANNON; HAWKINS; WIGGINS, 1972; COSTA et al, 
1999).  
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Um dos pontos críticos no controle de resíduo de antibióticos no leite pode ser a não 
observação do período de carência, ou seja, o intervalo de tempo compreendido entre a última 
aplicação do medicamento e a ausência de resíduos indesejáveis, que varia de acordo com a 
quantidade da produção de leite no momento do tratamento, tipo e quantidade de 
medicamento usado, a dose e a via de aplicação, veículo usado na formulação do antibiótico e 
solubilidade, e estado de saúde do animal (OLIVEIRA; CARNEIRO, 1998). Também 
contribuem a ausência de anotações ou anotações inadequadas para identificação de animais 
em tratamento e uso de drogas de maneira inadequada (RUEGG; TABONE, 2000, SAVILLE; 
WITTUM, SMITH, 2000).  

Os produtos apropriados para tratamento da mastite diferem quanto à formulação do 
antibiótico. Na lactação são logo liberados porque são sais solúveis (ação rápida). E, para 
tratamento no período seco são geralmente sais insolúveis (ação longa), para permitir a 
liberação contínua do antibiótico durante várias semanas. Estudos à base de testes 
quantitativos determinam o tempo em que o antibiótico está sendo excretado e, 
consequentemente, o período no qual o leite não deve ser enviado para consumo humano 
(OLIVEIRA; CARNEIRO, 1998). 

Por sua importância na alimentação humana, o leite é o alimento mais avaliado quanto 
à contaminação por antibióticos (ALBUQUERQUE et al., 1996; MARTINS; VAZ, 2000; 
NASCIMENTO; MAESTRO; CAMPOS, 2001; RAIA JR, 2001; BARROS; JESUS; SILVA, 
2001; DENOBILE, 2002; ROSÁRIO, 2002; HOTTA, 2003; MEDEIROS et al., 2004; 
COUTO; TÓRTORA, 2005; TETZNER et al., 2005; NERO et al., 2007; NUNES; 
D`ANGELINO, 2007; FONSECA et al., 2009; MACEDO; FREITAS, 2009; MORAIS et al., 
2009; SOUSA et al., 2010).  

Os efeitos deletérios à saúde incluem ototoxicidade, nefrotoxicidade, desequilíbrio da 
microbiota intestinal favorecendo o aparecimento de resistência em bactérias 
enteropatogênicas, discrasias sanguíneas, reações alérgicas, hipersensibilidade e choque 
anafilático (DAYAN, 1993), além do potencial teratogênico e carcinogênico, e múltipla 
resistência (TAVARES, 1996; COSTA et al, 1999; COSTA, 2002).  

Nos medicamentos para mastite, disponíveis no mercado brasileiro, constam um 
predomínio de formulações contendo aminoglicosídeos e principalmente os betalactâmicos 
(SINDAN, 2003, 2004), consequentemente sendo os resíduos mais encontrados no leite 
(SHITANDI; KIHUMBU, 2004). Segundo Fagundes (2003) animais submetidos à terapia na 
interrupção da lactação, com o período seco recomendado, na lactação subsequente podem 
estar eliminando resíduos medicamentosos, mesmo respeitando-se o período de carência. 

Resíduos de antimicrobianos foram detectados em leite de mistura procedentes de 
propriedades rurais, em usinas de beneficiamento e pasteurizados prontos para consumo no 
mercado varejista em diferentes regiões e Estados produtores de leite no Brasil (MACEDO; 
FREITAS, 2009). 

Os antimicrobianos encontrados com maior frequência no leite integral pasteurizado 
pelo método de temperatura ultraelevada (UHT) durante o ano de 2004 a 2005 foram: 
Aminoglicosídeos (Estreptomicina, Diidroestreptomicina e Neomicina), Cloranfenicol, 
Betalactâmicos, Tetraciclinas. Resíduos de betalactâmicos foram detectados em menos de 1% 
das amostras de leite, em 2003 e 2% foram positivas para Tetraciclinas. Quanto ao 
Cloranfenicol, cujo uso em animais não é permitido, e qualquer valor é considerado violação, 
foram relatadas 5% de amostras de leite UHT suspeitas, entretanto os resultados não foram 
confirmatórios. Para análise de aminoglicosídeos 16% das amostras foram positivas, porém 
em teores abaixo do LMR (ANVISA, 2006). 
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O consumo de leite com resquícios de Cloranfenicol além das alergias pode induzir 
discrasia sanguínea, anemia aplásica e neurite óptica. Entretanto foi seu efeito idiossincrático, 
com inibição irreversível da medula óssea, que persuadiu a Food and Drug Administration 
(FDA) a proibir seu uso em animais de abate ou destinados à produção de leite (SETTEPANI, 
1984; SUNDLOF, 1989). 

Os antibióticos betalactâmicos estão entre os mais usados em todo o mundo seja na 
medicina humana ou animal (SINDAN, 2003, 2004), e os maiores índices de resistência 
foram constatados com o uso da penicilina (NADER FILHO et al., 1986; LANGONI et al., 
1991; DOMINGUES; PADOVANI; DOMINGUES,1994; COUTINHO et al., 2006; NADER 
FILHO et al., 2007).  

Estima-se que acima de 10% da população seja alérgica às penicilinas e seus 
metabólitos, e entre 5 a 10% da população apresenta reações anafiláticas com o consumo de 
apenas 1 parte por bilhão (ppb) desse fármaco (JONES,1999). Rosanove (1960) informou 
sobre um paciente que apresentou vesículas e erupções na pele e mucosa oral após a ingestão 
de leite contendo 0,05 UI/mL de penicilina. 

Os resíduos de antibióticos no leite são normalmente encontrados em concentrações 
muito baixas (ppb) e este fato aliado à grande diversidade de drogas que podem ser utilizadas, 
dificulta a sua detecção. No entanto, por sua relevância, há diversos métodos disponíveis para 
a identificação de resíduos no leite. Os métodos para detecção de resíduos de antimicrobianos 
em alimentos baseiam-se em três princípios básicos: o efeito direto sobre um microrganismo 
teste; o reconhecimento da forma tridimensional molecular, utilizado em técnicas 
imunológicas e o uso das características físico-químicas dos antimicrobianos, que 
fundamentam técnicas cromatográficas e/ou espectrométricas (PETZ, 1996). 

As técnicas microbiológicas apresentam desvantagens como a baixa seletividade na 
identificação do antimicrobiano; limites restritos de detecção; tempo e incidência de 
resultados falsos positivos (MARTIN; MORAGA, 1996; NEUBAUER, 1998; MCINTOSH; 
SHELDON, 2002,).  

Por outro lado, os métodos físico-químicos, como os que empregam a técnica de 
cromatografia líquida de alta eficiência, embora complexos, onerosos e demorados, possuem 
maior sensibilidade e seletivamente adequados para quantificar níveis muito baixos de 
resíduos, o que tem garantido seu uso, principalmente para a confirmação de amostras 
positivas em métodos de triagem (MOATS; HARIK-KHAN, 1995; MITCHELL et al., 1998). 

 
2.4. Resistência bacteriana 

 
A descoberta e o amplo uso de antimicrobianos tiveram um impacto profundo sobre a 

vida e a saúde dos seres humanos e dos animais. Verifica-se na atualidade que apesar da 
disponibilidade de vários antimicrobianos para o tratamento da mastite, o problema de 
resistência dos microrganismos acentuou-se pelo uso indiscriminado e inadequado de 
antibióticos (COSTA et al., 1996; OLIVEIRA, 2006).  

Atualmente é evidente a preocupação com o desenvolvimento de microrganismos 
multirresistentes, especialmente resistência bacteriana em agentes patológicos de potencial 
zoonótico (OLIVEIRA; GOMES; VELLOSO, 2000). 

O problema crescente da resistência de bactérias patogênicas em humanos já há alguns 
anos é relacionada ao uso inadequado e indiscriminado de antibióticos (COHEN, 1992; NEU, 
1992; WEY, 1996). Como consequência, diferentes drogas do arsenal terapêutico clássico e 
mesmo de desenvolvimento recente vem se tornando ineficientes.  
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O fenômeno da resistência bacteriana a diversos antibióticos e agentes quimioterápicos 
impõe sérias limitações às opções para o tratamento de infecções bacterianas, representando 
uma ameaça para a saúde pública. Esta resistência aumenta rapidamente por meio de 
transferência genética, atingindo algumas das principais bactérias Gram positivas, como 
enterococos, estafilococos e estreptococos (FRANCO; WEBB; TAYLOR, 1990; 
MITCHELL; YEE, 1995; COSTA et al, 1999; BLACK, 2002). 

Segundo Bogaard, London e Stobberingh (2000) citados por Nascimento; Maestro; 
Campos (2001) a tendência é o agravamento dos quadros de resistência, especialmente nos 
casos de patógenos comuns aos animais e humanos.  

O fenômeno crescente da resistência bacteriana é caracterizado por refratariedade 
parcial ou total dos microrganismos ao efeito do antibiótico. É uma condição natural e 
inevitável, pois ao se usar antimicrobianos, sempre aparecerão bactérias que se tornarão 
resistentes, porém, a utilização correta dos antimicrobianos, pode causar um menor índice de 
resistência (TORTORA; FUNKE; CASE, 2009). O emprego de baixas dosagens e a não 
determinação dos níveis de sensibilidade dos agentes etiológicos aos antimicrobianos são os 
principais fatores catalizadores da resistência bacteriana (ANDRADE, 2001).  

A resistência pode estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma população ou 
de diferentes populações como da microbiota animal para humana e vice-versa (NIJSTEN et 
al. 1993).   

A grande capacidade de adaptação está associada à estrutura genômica, que garante a 
troca de genes entre bactérias, usando para isso elementos não cromossômicos: plasmídeos, 
transposons e até bacteriófagos (transdução). Estes últimos podem destruir as bactérias 
hospedeiras, carrear e espalhar os genes bacterianos (FRANCO; WEBB; TAYLOR, 1990, 
MITCHELL; YEE, 1995, COSTA et al., 1999, BLACK, 2002). 

Ocorre resistência quando a bactéria adquire genes que permitem a interferência no 
mecanismo de ação do antibiótico por mutação espontânea de DNA ou por transformação e 
transferência de plasmídeos. A causa primária é a mutação espontânea e a recombinação dos 
genes (reprodução), que criam variabilidade genética sobre a qual atua a seleção natural, 
dando vantagens aos mais aptos. As drogas atuam como agentes seletivos, favorecendo as 
bactérias resistentes presentes na população. Os microrganismos resistentes sobrevivem e se 
multiplicam selecionando os mais aptos (BLACK, 2002).  

O alto nível de resistência múltipla apresenta um risco potencial para a saúde pública e 
pode dificultar o tratamento de doenças de animais e humanos, agravando quadros clínicos 
(SENA, 2000).  

Há evidências de que o tratamento de animais com antibióticos torne seus produtos e 
derivados, fonte para resistência aos antibióticos na espécie humana (OLIVEIRA, 2006).  

Nader Filho et al. (2007) avaliaram a sensibilidade antimicrobiana in vitro de 72 cepas 
de S. aureus isoladas de leite de vacas com mastite clínica e subclínica, em 10 propriedades 
do Estado de São Paulo. Os princípios ativos com melhor eficácia foram a gentamicina 
(98,6%) e a eritromicina (98,6%), seguidos pela estreptomicina (94,4%), oxacilina (84,7%), 
novobiocina (73,4%), vancomicina (72,2%), ampicilina (4,2%) e por último a penicilina 
(2,8%). Os resultados evidenciaram que 100% das cepas estudadas apresentaram resistência 
há pelo menos dois antibióticos ou quimioterápicos e que nenhum destes princípios ativos, 
agindo isoladamente, poderia ser ativo contra qualquer uma das cepas experimentadas. 

A amoxicilina pertence ao grupo de antibióticos betalactâmicos e geralmente os 
estafilococos mostraram elevada resistência (acima de 70%) à penicilina G, bem como, 
ampicilina, amoxicilina e carbenicilina (TAVARES, 2000).  
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Em estudo mais recente (FERREIRA et al., 2006) entre as 77 estirpes de S. aureus 
submetidas aos testes de sensibilidade in vitro frente a 12 antimicrobianos, 75,3% revelaram-
se sensíveis a todos os princípios ativos testados. Santos; Leal e Rossi (2006) avaliando o 
perfil de sensibilidade de Staphylococcus spp. na região de Uberlândia-MG, observaram que 
73,68% dos isolados apresentavam resistência à eritromicina e 76,92% dos isolados de 
enterobactérias foram resistentes à amoxicilina.  

Fontana, Giannini e Leite (2010), analisando 174 vacas leiteiras da região de Jataí - 
GO, relataram predomínio de 31 amostras contendo S. aureus, 100% das amostras foram 
resistentes à oxaciclina, penicilina e ampicilina, e 90,3% das cepas apresentavam o gene da 
betalactamase. 

O perfil de sensibilidade de bactérias isoladas de 163 ovelhas mastíticas indicou 
10,46% de sensibilidade a novobiocina, 16,29% à eritromicina, 17,43% à lincomicina e 
19,77% à amoxicilina (DRESCHER et al., 2010). 

Dias et al. (1985) analisaram 154 amostras de alimentos, entre hortaliças, leite e 
merenda escolar, destas isolaram 400 tipos de bactérias Gram negativas, em sua maioria 
enterobactérias. Seis apresentaram sensibilidade a sulfadiazina, estreptomicina, tetraciclina, 
cloranfenicol, canamicina, ampicilina, ácido nalidíxico. Todas foram sensíveis à gentamicina 
e 27,6% foram sensíveis à sulfadiazina.  

Ao avaliar o perfil de sensibilidade e a detecção de marcadores genéticos de 
resistência em amostras de Streptococcus agalactiae isolados de animais e humanos Cunha 
(2008) identificou que as cepas isoladas de bovinos mostraram perfil diferente quanto à 
sensibilidade à bacitracina, uma vez que apenas 33% delas se revelaram suscetíveis contra 
100% de sensibilidade para os isolados de origem humana. Os isolados originados de bovino 
demonstraram percentuais de resistência ao conjunto de antibióticos analisados superiores aos 
observados em isolados de material humano.  

Poubel et al. (2008) notificaram aumento significativo da resistência de Streptococcus 
agalactiae isolados de amostras de leite de vacas com mastite subclínica às tetraciclinas 
(92%), confirmando relatos de Guérin -Faublée et al. (2002, 2003).  

O uso de antibióticos na secagem das vacas vem sendo questionado, por propulsionar 
essa resistência. Costa (1995) e Barberio, Gietl e Dalvit (2002) citaram crescente resistência 
no transcorrer dos anos no Brasil e no mundo. Entretanto Erskine et al. (2001), Makovec e 
Ruegg (2003) relatam não haver indícios do desenvolvimento de resistência a antibióticos.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 
De acordo com as diretrizes da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, este 

projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (Protocolo nº 
23083000/2012). Um consentimento livre e esclarecido foi assinado pelos proprietários e os 
procedimentos e coletas foram permitidos pelos mesmos.  

 
3.1. Local e amostragem 

 
O presente trabalho foi desenvolvido em continuidade a trabalhos de extensão e 

pesquisa realizados em propriedades da região Sul Fluminense.  
Em virtude do grande número de propriedades com problemas de qualidade do leite, 

optou-se pelo estudo em unidades de produção de leite (UPL) fornecedoras a uma única 
cooperativa com sede no município de Resende, Rio de Janeiro.  

As propriedades foram escolhidas com base em uma análise realizada em maio de 
2011 em 18 UPL que compunham uma rota de coleta de leite a granel no Município de 
Resende, RJ. Assim, esse estudo foi realizado de março a junho de 2012, em duas etapas e 
três coletas em seis das dezoito propriedades visitadas em maio de 2011. 

 
3.2. Critérios de seleção - Adequação aos critérios de qualidade 

 
Inicialmente foram analisadas 18 amostras de leite cru, provenientes de 18 tanques de 

refrigeração por expansão, de 18 propriedades no final de maio de 2011. 
As amostras numeradas segundo a ordem de coleta e localização na rota do caminhão 

foram coletadas em tanques de expansão individuais nas respectivas propriedades. O leite foi 
armazenado em frascos contendo o conservante bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol 
na concentração de 8 mg do ingrediente ativo) e sem conservantes, acondicionados em caixa 
isotérmica contendo gelo e encaminhadas para análises de composição (teores de gordura, 
proteína, lactose, sólidos totais e extrato seco desengordurado - %/mm), contagens de células 
somáticas (CCS - células x mil/mL) e pesquisa de resíduo de antibióticos (positivo ou 
negativo) na Clínica do Leite, Escola Superior de Agricultura Luís de Queiroz – Universidade 
de São Paulo, Piracicaba – São Paulo.  

As amostras foram coletadas em um único dia, contando-se com a colaboração e 
participação do responsável técnico pela linha de coleta para abordagem aos produtores. 

Dessa análise inicial, foram selecionadas seis unidades de produção cujo leite de 
conjunto tenha apresentou CCS acima de 750 mil cels/mL, e como critério adicional que 
fossem próximas, de forma a facilitar as visitas seguintes. 

 
3.3. Caracterização das Unidades de Produção 

 
Em março de 2012, foi aplicado um formulário, sob a forma de check list, buscando 

maior conhecimento das condições de produção em cada propriedade.  
Informações relativas à propriedade (área, número de animais, tipo de mão de obra, 

finalidade da produção), produção (vacas em lactação, volume de produção), sanidade do 
rebanho (vacinas, histórico de enfermidades, controle de ecto e endoparasitos) manejo 
nutricional, higiênico e sanitário dos animais, bem como frequência de coleta do leite pelo 
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caminhão; resfriamento do leite na propriedade; formas de identificação, prevenção e 
tratamento de mastite foram obtidas por meio de entrevista aos proprietários.  

Adicionalmente foram abordados aspectos relativos às condições das instalações 
(curral, estábulo, sala de ordenha), higiene ambiental (frequência da limpeza), água (origem e 
armazenamento), medidas de limpeza e manejo da ordenha (tipo, número, horário, linha de 
ordenha, tempo, ordem dos animais, testes para detecção de mastite, pré e pós dipping), 
estado de conservação e higiene dos utensílios, estado dos animais e pessoas envolvidas no 
processo (Anexo 1). 

Cada entrevista foi seguida de visita às instalações para observação in loco das 
condições clínicas e de manejo dos animais, com ênfase nos procedimentos de higienização e 
manejo da ordenha. Dados divergentes quanto às informações prestadas pelos proprietários e 
verificadas in loco foram registrados, sendo considerados os fatos avaliados. 

 
3.4. Mastite: Ocorrência e Etiologia  

 
Após a observação preliminar das condições higiênicas e sanitárias dos rebanhos, foi 

realizado entre abril e junho de 2012, em três visitas com intervalos aproximados de 20 dias, 
um levantamento dos casos de mastite clínica por meio do exame físico da glândula mamária 
e teste da caneca telada.  

Nos mesmos momentos, amostras de leite de quartos mamários de vacas com mastite 
clínica, foram coletadas, em frascos esterilizados, após lavagem dos tetos com água, secagem 
com papel toalha e desinfecção da teta e do óstio com algodão embebido em álcool a 70% e 
descarte dos primeiros jatos (PHILPOT; NICKERSON, 1991).  

As amostras assim obtidas foram mantidas em recipientes isotérmicos contendo gelo 
durante o transporte e encaminhadas ao Laboratório de Bacteriologia da UFRRJ para cultura, 
isolamento e identificação de agentes microbianos e testes de sensibilidade frente aos 
princípios ativos contidos nas formulações antimastíticas disponíveis no comércio.  

Os índices de mastite subclínica foram estimados em abril, maio e junho, com base na 
CCS como proposto por Schukken et al. (2003), Bradley e Green (2005), Valde, Osteras e 
Simense (2005), Lievaart, Kremer e Barkema (2007) e no Brasil por Gigante (2004) e Bueno 
et al. (2004). 

    
3.5. Leite cru refrigerado 

 
As amostras de leite do conjunto, resultado final do processo total de ordenha em cada 

propriedade foram coletadas, em abril, maio e junho de 2012, em frascos esterilizados, 
diretamente da parte superior e central do tanque de expansão, após agitação por cinco 
minutos, utilizando-se coletor de aço inoxidável e destinadas a diferentes análises. 

   
3.5.1. Composição, CCS, CBT, resíduo de antibióticos e estabilidade 
 
Alíquotas de 40 mL de leite foram acondicionadas assepticamente em recipientes 

plásticos específicos, previamente identificados, contendo os conservantes bronopol e azidiol, 
bem como em dois frascos isentos de conservantes.  

Os frascos foram homogeneizados por inversão, identificados com o nome ou número 
da respectiva propriedade, mantidos sob refrigeração e encaminhados por Sedex, a 4±1ºC, em 
no máximo 48 horas, para análises em Laboratório da Rede Brasileira de Qualidade do Leite 
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(Clínica do Leite - Escola Superior de Agricultura Luís de Queiroz – Universidade de São 
Paulo, Piracicaba) por métodos de referência (BRASIL, 2002).  

Para a determinação de composição (gordura, proteína total, lactose, sólidos totais e 
extrato seco desengordurado-ESD), amostras contendo bronopol foram analisadas por de 
espectrofotometria no infravermelho (valores permitidos e recomendados pela International 
Dairy Federation-IDF 141C) (BIGGS; JOHNSSON; SJAUNJA, 1987).  

Contagem de células somáticas realizada por citometria de fluxo em contador 
eletrônico, de acordo com IDF 148-2. Os parâmetros de composição foram expressos em 
porcentagem (% m/m) e a CCS em unidades x mil/mL. 

Amostras adicionadas de azidiol foram analisadas quanto à qualidade microbiológica, 
(Contagem Bacteriana Total - CBT) por meio da determinação unidades formadoras de 
colônia por mililitro de leite (UFC/mL), por citometria de fluxo. 

Alíquotas das amostras isentas de conservantes foram encaminhadas respectivamente 
para determinação da presença de resíduos de antibióticos (positiva ou negativa) realizado 
com o teste microbiológico comercial Delvotest SP-NT (Cap-Lab Indústria e Comercio Ltda), 
que se baseia pela inibição do crescimento de bactérias como: Bacillus stearothermophillus 
var. calidolactis C953 e alterações no pH (COELHO, 2003; DIETRICH, 2008). 

As analises de CCS, CBT, resíduo de antibiótico e composição foram efetuadas na 
Clinica do Leite (ESALQ-USP), a estabilidade ao etanol 78% no laboratório de Pesquisas 
Clínicas na UFRRJ, para isolamento e identificação de agentes microbianos nos Laboratórios 
de Bacteriologia e Micologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinária 
(DMIV) do Instituto de Veterinária (IV) / UFRRJ e a um laboratório especializado em análise 
microbiológica de leite em Botucatu, São Paulo ("Laboratório de Análises VidaVet"). 

 
3.6. Isolamento e Identificação de Agentes Microbianos  

 
Para isolamento bacteriano em alíquotas de leite de vacas com mastite e provenientes 

dos tanques de refrigeração as amostras foram incubadas à 37ºC por 8 horas para a etapa de 
pré-enriquecimento, e posteriormente semeadas em ágar sangue de carneiro, ágar infusão de 
cérebro e coração (BHI) e ágar Sabouraud acrescido de Cloranfenicol. Após incubação, se 
procedeu à avaliação das características morfológicas das colônias isoladas e inócuos 
individuais foram semeados em meios seletivos e diferenciais, para observação dos aspectos 
fenotípicos característicos dos gêneros (CHI; ANDRADE; FERREIRA, 2004; QUINN et al, 
2005). 

Para as amostras suspeitas de enterobactérias, as seguintes provas de identificação 
foram realizadas: comportamento em ágar tríplice açúcar-ferro, motilidade em tubo, produção 
do Indol, produção de ácidos a partir da glicose, fermentação de açúcares, redução do nitrato, 
produção de gelatinase, produção de urease, degradação do citrato e do malonato, e outros 
diferenciais de acordo com o microrganismo envolvido. O gênero Streptococcus spp. foi 
avaliado por meio do isolamento em meio seletivo, potencial de oxidação, e a identificação 
pela hidrólise de esculina e hipurato. Para o gênero Corynebacterium spp. foi efetuado o 
crescimento em meio seletivo acompanhado das provas bioquímicas como teste de CAMP, 
hidrólise de gelatina e amido, urease, catalase. Após a identificação presuntiva das colônias de 
Staphylococcus spp., estas foram submetidas ao Gram, teste da catalase, hidróxido de potássio 
3%, prova da coagulase livre, testes Voges-Proskauer, urease e redução de nitratos 
(KONEMAN et al., 2008). 

Para isolamento de fungos e leveduras alíquotas de cada amostra foram submetidas 
aos seguintes procedimentos: homogeneização e diluição em tampão salina estéril cloreto de 
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sódio (NaCl a 0,85% em solução aquosa) até a diluição 10-2. Uma alíquota de 1 mL da parte 
não diluída e das respectivas diluições 10-1 e 10-2 foram semeadas em triplicata nos meios 
Sabouraud dextrose a 4% e meio com dopamina, com incubações a 26ºC, 32ºC e 37ºC. As 
leituras foram diárias até o 10º dia.  

As colônias emergentes passaram a ser identificadas e, algumas, por necessidade, 
foram separadas para provas posteriores de identificação. A identificação de fungos com 
características de filamentosos foi baseada em Hoog e Guarro (2000) e deu-se pela junção de 
elementos macro morfológicos tais como características de relevo, textura e coloração das 
colônias com a análise micro morfológica das colônias.  

Nas análises micro morfológicas, foram preparadas lâminas empregando lactofenol 
azul de algodão ou clarificante (hidróxido de sódio - NaOH a 20% em solução aquosa), 
conforme fossem respectivamente de fungos hialinos ou escuros. Levou-se em conta a 
presença de conídios característicos que permitissem uma identificação imediata e/ou a 
presença de outras estruturas como conidióforos ou estípedes, vesículas, fiálides, esporângios 
e esporangióforos, esporangiosporos e outras estruturas de importância. Também foram 
verificados os tipos de arranjos de conídios ao redor de conidióforos ou de outras estruturas, 
tipos de ramificações e aspectos da conidiogênese. Para tal, em algumas situações foi 
necessário o emprego de cultivo em lâmina para que se observassem as estruturas de forma 
íntegra e fosse possível fazer o acompanhamento do crescimento.  

As identificações de fungos unicelulares foram realizadas prioritariamente com base 
em chaves taxonômicas de Kurtzman e Fell (1998) e Kurtzman; Fell; Boekhout (2011), e 
complementarmente utilizando o protocolo de identificação de leveduras do Laboratório de 
Leveduras Patogênicas e Ambientais (DMIV – IV – UFRRJ).  

Após triagem inicial que permitiu separar leveduras de fungos filamentosos, estas 
foram submetidas a provas bioquímicas e fisiológicas, tais como microcultivo em meio “corn 
meal” para verificação de produção de pseudohifas, clamidoconídeos e blastoconídeos , prova 
de tubo germinativo, cultivo em CHROMagar® Candida (CHROMagar, França) produção de 
urease, síntese de amido, crescimento na presença de cicloheximida, principalmente provas de 
auxanograma ou assimilação de fontes carbonadas e nitrogenadas (aproximadamente 24 
fontes), zimograma (fermentação de fontes carbonadas – 7 fontes) e demais provas 
complementares.  

De posse dos dados obtidos, foram empregadas chaves taxonômicas para identificação 
dos isolados. Assim, para o gênero Cryptococcus, a triagem inicial foi realizada pela 
pigmentação em meio contendo dopamina (pigmentação marrom das colônias para as 
espécies C. neoformans e C. gattii e fraca para Cryptococcus humicolus e todas as demais 
espécies) e a micro morfologia característica denotada por células em sua maioria esféricas, 
ovaladas ou oblongas providas de cápsula, realizando-se prova de urease, prova de 
fermentação negativa e provas de assimilação, sendo particularmente importante nas chaves a 
assimilação positiva de inositol e prova de urease positiva.   

 
3.7. Testes de sensibilidade in vitro 

 
Testes de difusão em Ágar foram efetuados para as amostras identificadas segundo 

metodologia recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards 
(NCCLS, 2003), utilizando-se as bases dos produtos comerciais disponíveis para tratamentos 
clínicos para amostras procedentes de vacas com mastite e diferentes antimicrobianos para 
amostras procedentes do tanque de expansão. 
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Os princípios ativos utilizados em testes de sensibilidade foram: amoxicilina, 
amicacina, amoxicilina + ácido clavulânico, ampicilina, cefalexina, cefalotina, cefoperazone, 
ceftiofur, danofloxacina, doxiciclina, enrofloxacina, espiramicina, estreptomicina, 
gentamicina, neomicina, oxacilina, penicilina G + novobiocina, sulfametoxazol + trimetoprim 
e tetraciclina. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
4.1. Leite cru refrigerado – Caracterização das Propriedades 
 

4.1.1. Composição 
 
A análise inicial realizada com a colaboração do responsável técnico pela coleta de 

leite nas propriedades revelou valores adequados de gordura (mínimo 3,0g/100g), proteínas 
(mínimo 2,9g/100g), lactose (mínimo 4,0g/100g) sólidos totais (ST – mínimo 11,7g/100g) e 
extrato seco desengordurado (ESD - mínimo 8,4) em todas as unidades de produção avaliadas 
(Tabela 02).  

Pelas características de composição não foram evidenciadas alterações relevantes para 
estes critérios de qualidade os quais atenderam aos requisitos estabelecidos pela IN 51/2002 e 
IN 62/2011.  

 
Tabela 02: Composição centesimal de amostras de leite de tanques de expansão individuais 
de 18 unidades de produção na zona rural do município de Resende, RJ em maio de 2011. 
 
Amostra Gordura Proteína Lactose Sólidos Totais ESD* 

1 3,14 3,14 4,47 11,73 8,59 

2 3,58 3,26 4,19 12,01 8,43 

3 4,12 3,32 4,43 12,82 8,70 

4 3,5 3,19 4,56 12,21 8,71 

5 3,27 3,17 4,54 11,94 8,67 

6 3,92 3,52 4,43 12,82 8,90 

7 3,49 3,21 4,43 12,10 8,61 

8 4,03 3,20 4,49 12,70 8,67 

9 3,81 3,25 4,34 12,40 8,59 

10 3,95 3,56 4,45 12,95 9,00 

11 4,52 3,66 4,38 13,49 8,97 

12 4,19 3,69 4,53 14,07 9,18 

13 3,94 3,34 4,47 12,68 8,74 

14 3,69 3,49 4,36 12,50 8,81 

15 3,69 3,35 4,56 12,59 8,90 

16 3,63 3,43 4,43 12,42 8,79 

17 3,49 3,32 4,56 12,32 8,83 

18 3,45 3,34 4,31 12,04 8,59 

Média 3,75 3,36 4,44 12,54 8,76 
* ESD - Extrato Seco Desengordurado 
 



 

27 

 

As propriedades selecionadas para estudo em 2012 foram as de número 02, 05, 06, 11, 
13 e 14, nas tabelas 02 e 03, correspondentes na nova numeração aos números 01 (02), 02 
(13), 03 (11), 04 (05), 05 (06) e 06 (14).  

 
4.1.2. Parâmetros de qualidade 
 
Quanto aos limites de CCS e CBT o leite de apenas uma propriedade (5,5%) (Tabela 

03), estaria de acordo com o máximo de 750 mil cels/mL (CCS), estabelecidos pela IN 51 
para o período (BRASIL, 2002). 

 
Tabela 03: Contagem de Células Somáticas (CCS) e Contagem Bacteriana Total (CBT) em 
amostras de leite de tanques de expansão individuais de 18 unidades de produção na zona 
rural do município de Resende, RJ em maio de 2011. 
 

Amostra CCS (unidades X mil/mL) CBT (UFC X mil/mL) 

1 754 173 

2 1350 840 

3 1547 430 

4 864 135 

5 1517 488 

6 1571 426 

7 1051 181 

8 876 143 

9 1073 170 

10 963 188 

11 1639 489 

12 1067 184 

13 2393 752 

14 2598 895 

15 914 80 

16 1113 125 

17 1081 285 

18 2689 487 

Média 1.392 360 
 
Ao considerar os valores estabelecidos para a última etapa da IN 51/2002 que entraria 

em vigor em 1º de julho de 2011, onde os limites de 750 mil seriam reduzidos para 400 mil 
UFC/mL e de 600 mil UFC/mL para 100 mil UFC/mL, respectivamente para CCS e CBT, 
principalmente de acordo com a CCS, a situação seria pior com 100% de não conformidade.  

Dentre as suas principais características, a IN 51 estabeleceu critérios de higiene e 
saúde da glândula mamária, avaliados por meio da carga microbiana total do leite cru 
refrigerado e da CCS (limites máximos), mas também determinou o resfriamento obrigatório 
na fazenda e estabeleceu limites para resíduos de antibióticos no leite. No contexto das 
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propriedades estudadas, todas dispunham de tanques de refrigeração individuais e adotavam 
algumas medidas de controle e profilaxia de mastite. Contudo, pode-se afirmar que tais 
medidas não eram efetivas, tendo em vista os valores elevados de CCS e CBT. 

Considerando-se os limites máximos da CCS de 600 mil cels/mL, e ao invés de 750 
mil/mL, as quais passaram a vigorar com a IN 62/2011 (BRASIL, 2011) a partir de 1º de 
janeiro de 2012, o percentual de não conformidade seria igualmente elevado, indicando a 
necessidade de esforços para controle da mastite e redução da contaminação do leite.  

A medida mais drástica seria a suspensão do fornecimento de matéria-prima, aplicável 
ao produtor com índices inadequados. A dificuldade em se adequar aos padrões estabelecidos, 
além das penalidades pode levar ao abandono da atividade por parte desses produtores 
conforme levantado por Winck e Thaler Neto (2009). Neste sentido a IN 62/2011 (BRASIL, 
2011) estabelece novos prazos para adequação. 

Os dados são consistentes com achados de diferentes autores ao analisarem a 
adequação do leite produzido em diferentes regiões do Brasil quanto aos critérios 
estabelecidos pela IN 51/2002. Valores elevados de CCS foram descritos desde a entrada em 
vigor da IN 51 em 2005 em diferentes regiões do Brasil (PICININ, 2003; NERO et al., 2004; 
ARCURI et al., 2006; PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006; BRAGA et al., 2006; 
MARTINS et al., 2006; WINCK; THALER NETO, 2009, BELOTI, et al 2011). 

Dados do Laboratório de Qualidade do Leite da Embrapa que analisa mensalmente 
amostras de aproximadamente 20 mil rebanhos indicou que 95% e 45% das amostras 
analisadas estão acima de 100 mil/mL e 400 mil/mL para CBT e CCS, respectivamente. Estes 
dados subsidiaram a justificativa para adiamento dos novos critérios de qualidade e a 
substituição da IN 51/2002 pela IN 62/2011.  

A realidade dos produtores aqui representados, portanto não difere da realidade atual 
dos sistemas de produção nacional e confirma as observações feitas por Arcuri et al. (2006) ao 
enfatizarem que o leite produzido em várias regiões do Brasil possui baixa qualidade 
microbiológica, derivada de práticas inadequadas na obtenção, conservação e transporte.  

 
4.1.3. Resíduos de antibióticos 
 
Quanto aos limites máximos para resíduos de antibióticos no leite, em apenas uma 

propriedade foi apontada a presença de antibiótico na amostra analisada, o que sugere o 
descarte adequado do leite de vacas tratadas com antibióticos intramamários em respeito ao 
período de carência dos produtos formulados para esta finalidade. 

Na produção de laticínios, os resíduos de antimicrobianos agem negativamente na 
elaboração de queijos, iogurtes e outros derivados lácteos fermentados (VARNAM; 
SUTHERLAND, 1994; GIGANTE, 2004). Assim, é indispensável para avaliação da 
qualidade do leite a averiguação de resíduos de antimicrobianos e os limites máximos de 
resíduos (LMR) segundo as referências impostas pela regulamentação.  

Folly e Machado (2001) salientaram que a utilização de métodos rápidos para detecção 
de resíduos de antibióticos em alimentos de origem animal e a manutenção contínua do 
controle de qualidade são ferramentas fundamentais à saúde pública. Quanto ao leite, a 
pesquisa de resíduos deve ser mensal (BRASIL, 2002) e a amostra positiva implica na 
condenação de todo o efetivo do respectivo produtor ou caminhão tanque, se for o caso. 

No Brasil, resíduos de antimicrobianos foram detectados em leite de mistura 
procedentes de propriedades rurais (MEDEIROS et al., 2004; TETZNER et al., 2005, 
NUNES; D’ANGELINO, 2007), usinas de beneficiamento (MARTINS; VAZ, 2000, 
MACEDO; FREITAS, 2009) e comercializados no mercado varejista (FOLLY; MACHADO, 
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2001, HOTTA, 2003, MACEDO; FREITAS, 2009, MORAIS et al, 2009) em diferentes 
regiões e estados produtores de leite (NERO et al., 2004; NERO et al., 2007). 

De 210 amostras de leite cru, coletadas em quatro regiões produtoras de leite no Brasil 
(NERO et al., 2007), 24 amostras (11,4%) apresentaram resultados positivos de resíduos de 
antibióticos, apresentando maior frequência na região de Londrina – Paraná, com 20,6% das 
amostras contaminadas. Nas demais regiões, foram detectadas amostras positivas em 
Botucatu – SP, Viçosa - MG e Pelotas – RS.  

No norte do Rio de Janeiro dentre 300 amostras de leite examinadas, 13 foram 
positivas, ou seja, 4,33% (FOLLY; MACHADO, 2001).  

Na cidade do Rio de Janeiro foi avaliada a presença de resíduos no leite pasteurizado 
comercializado. Das 57 amostras de leite dos tipos B e C analisadas 25 (44%) indicaram 
presença de tetraciclinas, duas (3,5%) de betalactâmicos, quatro (7%) de 
estreptomicina/diidroestreptomicina e seis (10,5%) de tetraciclinas e betalactâmicos 
(MORAIS et al, 2009). Estes dados são recentes e já no período de vigência da IN 51, 
portanto os achados são mais relevantes do ponto de vista da qualidade do leite no Estado.  

Também nos sistemas orgânicos de produção foi evidenciado o problema dos resíduos 
de antibióticos. No interior do Estado de São Paulo dentre 148 vacas com e sem mastite, 
provenientes de quatro propriedades orgânicas, a presença de resíduos de antimicrobianos foi 
observada no leite de quatro animais o equivalente a 2,7% (RIBEIRO et al, 2009).  

A detecção de resíduos em uma amostra no presente estudo está, portanto de acordo 
com dados de levantamentos nacionais em que foram evidenciadas, inclusive porcentagens 
mais elevadas de amostras com resíduos.  

 
4.2. Aspectos da Produção 

 
Por meio de inquérito aplicado aos produtores, obtiveram-se as seguintes informações 

sobre os sistemas de produção nas seis UPL selecionadas para a segunda etapa do estudo. 
 Em todas as propriedades os rebanhos eram constituídos por animais da raça 

holandesa ou mestiços, com 35 a 85 vacas em lactação, mantidas em sistema semi-intensivo, 
com produção diária entre 450 e 1650 litros de leite, em duas ordenhas diárias (04:00 a 05:30 
e 14:00 a 15:30h); ordenhadeiras mecânicas em sistema fechado (4/6), balde ao pé (1/6) ou 
ordenha manual (1/6); com (3/6) ou sem (3/6) a presença do bezerro, e o leite armazenado em 
tanques de refrigeração individuais com capitação diária (4/6) ou em dias alternados (2/6).  

Com manejo nutricional e sanitário, relativamente semelhantes, as condições gerais 
dos animais em lactação foram avaliadas como boa, sendo relacionadas em três propriedades 
casos recentes de aborto e retenção de placenta, e em outra, um grande número de bezerros de 
diferentes idades acometidos por doença respiratória e diarreia. 

Os proprietários com no mínimo ensino médio completo, sendo dois técnicos em 
agropecuária residiam nas propriedades e participavam do processo de produção, sendo três 
propriedades com mão de obra exclusivamente familiar e três com participação de mão de 
obra contratada. Nestas propriedades, duas ou três pessoas estavam envolvidas no processo de 
ordenha. 

Ainda que com proprietários relativamente instruídos, as maiores limitações ao 
processo de produção foram o manejo e as condições de higiene da ordenha. Fato que se 
comprova pelo desconhecimento em todas as propriedades dos índices de mastite clínica e 
subclínica nos rebanhos, com exceção a uma propriedade em que o proprietário e a mãe eram 
responsáveis pela ordenha, realizada em condições satisfatórias em que imediatamente foram 
indicadas as vacas com mastite clínica na primeira avaliação. 
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Em nenhuma propriedade se realizava testes para detecção de mastite (caneca telada 
e/ou o CMT) sistematicamente, e a ordem na ordenha era estabelecida por produção (2/3), em 
lotes com critérios não definidos (3/6) ou por ordem de parição (1/6), independente da 
ocorrência de mastite (6/6). Três produtores informaram realizar anotações dos casos de 
mastite, mas efetivamente as anotações só foram verificadas em uma propriedade. 

A higiene ambiental e da ordenha foram distintas. Em uma propriedade a higiene do 
ambiente e da ordenha foi considerada ruim (sequer havia água no curral e nenhuma medida 
de higiene antes e após ordenha era realizada) e em uma a higiene geral foi considerada 
adequada (os tetos eram lavados com água clorada e secos com papel toalha antes da ordenha 
e imersos em solução iodada após a ordenha). Em quatro a higiene era regular. Nestas 
propriedades, a limpeza dos tetos antes da ordenha não era sistemática e a realização do pós 
dipping era ocasional ou em apenas alguns animais.  

Ordenha incompleta com leite residual foi relatada em duas propriedades, mas 
efetivamente identificada nas quatro que utilizavam ordenha mecânica canalizada. Exceto na 
propriedade com ordenha tipo balde ao pé, nas demais era comum o uso de “hormônio” 
(ocitocina) para a “descida do leite”, pelo menos em algumas vacas.  

Adicionalmente em apenas uma UPL as condições dos animais e pessoas envolvidas 
na ordenha foi considerada satisfatória. Em nenhuma havia tarefas ou atividades pré-
estabelecidas durante a ordenha. Com duas ou mais pessoas envolvidas na ordenha, a mesma 
pessoa era responsável pela contenção e ordenha, e as mãos eram lavadas entre uma vaca e 
outra, somente em uma propriedade, a que o dono e mãe eram responsáveis pela ordenha. 

Os tratamentos em casos identificados de mastite clínica (pelas alterações das 
características do leite ou sinais evidentes de inflamação da glândula mamária) consistiam na 
aplicação de formulações intramamárias referidas como “a mais eficiente”, por dois ou três 
dias consecutivos, e eventualmente produtos injetáveis ou tratamento estendido (cinco dias) 
em casos refratários ao tratamento intramamário anterior. A escolha do produto não atendia a 
nenhum critério técnico em todas as UPL estudadas, e eventualmente mais de um produto 
com a mesma base era utilizado para tratamento do mesmo animal. 

Todas as UPL dispunham de sala de espera de dimensão adequada ao número de 
animais do rebanho, curral ou sala de ordenha de alvenaria (2/6) ou madeira (4/6), com piso 
de cimento (6/6), pé direito baixo (4/6) ou médio (2/6), com ventilação boa (6/6) e pouco ou 
nenhum com sol direto (6/6).  Em todas as propriedades os animais recebiam alimentos 
concentrados (farelo, polpa cítrica e cevada) durante a ordenha, e as vacas permaneciam em 
espera após serem ordenhadas, mas somente em uma era fornecida ração após a ordenha. 

Como as medicações utilizadas para tratamento de enfermidades diversas entre abril e 
junho foram informadas: Excenel® (sal sódico de ceftiofur, antibiótico de amplo espectro), 
Quinolon® (quinolona, antibiótico de amplo espectro, derivado do ácido nalidíxico), Tilozina 
(solução injetável de tilosina 20%, antibiótico de amplo espectro), Terramicina®/LA (solução 
injetável de oxitetraciclina dihidratada, antibiótico de amplo espectro), Tetraciclina (cloridrato 
de tetraciclina, antibiótico de amplo espectro), Pentabiótico / Pencivet (penicilina, antibiótico 
de amplo espectro), Tribrissem® (associação quimioterápica de trimetoprim e sulfadiazina), 
Sulfatrim® (associação quimioterápica de trimetoprim e sulfametoxazol), Estreptomax® 
(sulfato de estreptomicina, antibiótico de amplo espectro), Ganazeg® (diaceturato de 
diminazene, quimioterápico sintético, babesicida), Imizol® (dipropionato de imidocarb, 
quimioterápico, antiparasitário – anaplasmicida e babesicida).  

Para tratamento de mastite foram utilizados: Mastizone Plus Lactação® (sulfato de 
gentamicina 150 mg, cloridrato de bromexina 50 mg), Vaseclox MA® (cloxacilina sódica 200 
mg + amoxicilina trihidratada 75 mg + prednisolona 10 mg), Cobactan VL® (sulfato de 
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cefquinoma  75 mg), Gentatec Mastite® 250 mg (sulfato de gentamicina 250mg), Gentocin 
Mastite® (sulfato de gentamicina 250 mg), Vetmast Plus VL® (cefalexina monohidratada 
100 mg + sulfato de neomicina 100 mg + nitrato de miconazol 200 mg + prednisolona 10 
mg), Rilexine 200® (cefalexina 100 mg + neomicina 100 mg + prednisolona 10 mg). 

No conjunto; as medidas de higiene e estratégias adotadas para controle e profilaxia da 
mastite foram insatisfatórias, e em geral justificadas pelos proprietários aludindo ao grande 
volume de trabalho e ritmo acelerado da ordenha, inviabilizando os cuidados adequados. 

 
4.3. Mastite 
 

4.3.1. Ocorrência  
  
Do total de vacas em lactação, aproximadamente 390, nos seis rebanhos estudados, 

representando um rebanho total de 545 animais, a CCS do leite do conjunto indicou 
prevalência variável de mastite entre os rebanhos. Conforme evidenciado por Lievaart; 
Kremer; Barkema (2007) que avaliaram a relação entre CCS do leite do rebanho e ocorrência 
de mastite subclínica em vacas individuais, os valores obtidos indicaram a presença de mastite 
subclínica em todos os rebanhos, sempre com mais de 30% dos quartos mamários acometidos 
(mais de 400 mil cels/mL). Em duas propriedades a CCS indicava que mais de 48% (500 mil 
a 1 milhão de cels/mL), das vacas estariam com mastite subclínica, caracterizando a mastite 
como epidêmica nestes rebanhos.  

Considerando a média de vacas em lactação no período (390), foram altas a incidência 
e a prevalência de mastite clínica entre os rebanhos (Tabela 04). A porcentagem de vacas 
acometidas variou de 2,9% a 36%, respectivamente nas UPL 04 e 06. Destaca-se que na 
propriedade 02, a porcentagem de animais acometidos foi baixa, porém o acompanhamento 
não foi efetivo. Nesta propriedade, antimastíticos eram usados sempre que alguma alteração 
era evidenciada no leite ou na glândula mamária, não necessariamente resultando em cura dos 
animais, mas certamente reduzindo o grau da infecção de forma que as mastites clínicas foram 
pouco evidenciadas.  

 
Tabela 04: Índices de mastite clínica em seis rebanhos no município de Resende, RJ em abril, 
maio e junho 2012 em relação ao número (média) de vacas em lactação e caracterização da 
infecção. 
 

Caracterização 
Propriedades 

01 02 03 04 05 06 Total Média 
1ª avaliação 4 5 7 2 2 9 29 4,8 

Nova  0 6 6 0 3 18 33 5,5 

Crônica 2 2 3 1 1 11 19 3,2 

Total de casos 4 11 13 2 5 27 62 10,3 

Vacas lactação  35 85 85 70 40 75 390 65,0 

Incidência (%) 0 7,1 7,1 0 7,5 24  2,4 
Prevalência (%) 11,4 12,9 15,3 2,9 12,5 36  15,9 

 
Embora não seja possível determinar com exatidão o número de casos ocorridos nos 

intervalos das avaliações, visto que os casos e respectivos tratamentos não eram devidamente 
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documentados pelos proprietários, sendo considerados apenas os casos diagnosticados por 
ocasião das visitas, as novas infecções (33 casos) foram relevantes nestes rebanhos. 

Segundo Fonseca e Santos (2000) o nível internacionalmente aceito de mastite clínica 
é em torno de 1%, valor este bem inferior ao encontrado no presente trabalho (média 15,9%) 
sendo que o rebanho que apresentou menor número de casos, 2,9% de animais acometidos 
ainda sim, estava acima do estipulado. Destaca-se que este estudo foi conduzido em UPL com 
altas CCS pressupondo-se alta ocorrência de mastite, confirmada pelo número de casos 
identificados. 

O índice de mastite clínica, 62 vacas acometidas em um ou mais quartos mamários 
(15,2%), equivalente a 11,4% do total de vacas dos rebanhos foi bastante elevado, 
corroborando a correlação positiva entre a CCS e prevalência de mastite.  

Os índices foram bastante superiores aos evidenciados por diferentes autores como 
Oliveira et al. (2009) que detectaram 1,63% das vacas com mastite clínica em dois rebanhos 
leiteiros especializados na bacia leiteira de Tabuleiros Costeiros, de Sergipe; Ribeiro et al. 
(2003) e Ribeiro et al. (2006) que detectaram respectivamente, 1,5% e 1,22% de quartos 
mamários afetados em rebanhos leiteiros na região sul do Estado do Rio Grande do Sul e 
Oliveira et al. (2011b) que registraram 1,3% de mastite clínica na bacia leiteira do município 
de Rondon do Pará. Foi também superior aos 7% de mastite clínica em Bambuí - MG, em 
animais mestiços (Holandês-Gir) obtidos por Pinheiro et al. (2009) e 5,8% de mastite clínica 
no estado de Mato Grosso relatados por Martins et al. (2010).  

Como neste estudo em que as condições insatisfatórias de higiene e ineficácia dos 
métodos de diagnóstico, controle e tratamento da mastite justificam o grande número de 
animais acometidos, diferentes pesquisas demonstraram que a alta prevalência da mastite está 
associada às más condições de higiene durante a ordenha (COSTA et al., 1985; 
LAFFRANCHI et al., 2001; FERREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).  

Os casos identificados indicam alta prevalência (62/390) e incidência (33 novos casos) 
da doença durante o período de avaliação, particularmente em cinco propriedades. Por outro 
lado, nas propriedades 01 e 04, em que foram diagnosticados, respectivamente quatro e dois 
casos de mastite no início da avaliação, nenhum novo caso foi registrado.  

Na propriedade 01, os animais foram tratados e duas que não se recuperaram foram 
secas. Na propriedade 04 uma vaca permaneceu com a forma crônica, sendo eliminada do 
rebanho e uma iniciou o período seco com a forma clínica. Na propriedade 05, com duas 
vacas diagnosticadas em abril, três novos casos foram diagnosticados e tratados (maio), e uma 
manteve-se com mastite até a última avaliação. A propriedade 06 destacou-se pelo grande 
número de animais doentes na primeira avaliação (9) e 18 novos casos, sendo sete prováveis 
reinfecções. Ao final da avaliação, nesta propriedade, 11 animais eram portadores crônicos. 

De 390 vacas avaliadas quanto aos casos clínicos de mastite, 29 (7,4%) iniciaram o 
período de observação já doentes, 33 (8,5%) tornaram-se doentes neste período, 19 (4,9%) 
mantiveram a forma crônica (não consideradas as vacas que entraram no período seco com 
mastite, portanto afastadas dos rebanhos) e a maioria se recuperou após tratamento.  

Em todas as UPL casos clínicos não tratados ou tratados de forma não eficaz 
mantiveram-se como casos crônicos, perpetuando os eventuais agentes no rebanho, sendo que 
muitas vacas em avaliações seguintes mantiveram-se doentes, porém com agentes diferentes 
sendo isolados. 

A dinâmica da infecção mamária nestas propriedades ressalta a relevância do 
acompanhamento técnico e orientação / qualificação dos produtores, bem como evidenciam a 
dificuldade da prevenção de novas infecções e tratamento adequado dos casos clínicos, 
especialmente os crônicos.   
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4.3.2. Etiologia 
 
De 62 casos de mastite clínica foram coletadas 83 amostras correspondentes aos 

quartos mamários acometidos nos diferentes momentos. Destas foram isolados 134 agentes 
microbiano sem 74 amostras positivas ao isolamento (89,15%), sendo 27 fungos e leveduras e 
107 bactérias (Tabela 05). Os isolamentos confirmaram a importância dos agentes bacterianos 
na etiologia e epidemiologia do processo infeccioso da glândula mamária como destacado por 
Anderson, Hul e Pugh (2004) dentre outros.  

 
Tabela 05: Agentes bacterianos (números absolutos e porcentagem) isolados de 62 casos de 
mastite clínica, em seis rebanhos no Município de Resende, RJ, em abril e maio de 2012. 
 

Agentes isolados 
Propriedades 

Total % 
01 02 03 04 05 06 

Corynebacterium bovis  2 1 0 0 0 1 4 3,7 
Enterobacter spp. 1 1 0 0 0 0 2 1,9 
Enterococcus spp. 0 0 0 0 0 3 3 2,8 
Escherichia coli 4 0 6 0 0 6 16 15 
Klebsiella spp. 0 2 3 0 0 7 12 11,2 
Micrococcus spp. 0 0 1 1 1 3 6 5,6 
Pseudomonas spp. 0 1 2 0 2 5 10 9,3 
Serratia marcescens 0 0 0 0 0 1 1 0,9 
Staphylococcus aureus 1 4 4 1 0 6 16 15 
Staphylococcus epidermidis 2 1 2 0 0 4 9 8,4 
Staphylococcus haemolyticus  0 0 0 0 1 1 2 1,9 
Staphylococcus hyicus 0 1 0 0 0 3 4 3,7 
Staphylococcus warneri 0 0 0 0 1 0 1 0,9 
Streptococcus agalactiae 2 0 1 1 0 12 16 15 
Streptococcus bovis 0 0 1 0 0 1 2 1,9 
Streptococcus dysgalactiae 0 2 0 0 0 1 3 2,8 
Total  12 13 20 3 5 54 107 x 

 
De nove amostras (9/83) não se obteve crescimento e isolamento de agentes 

microbianos (10,84%), fato que pode estar relacionado segundo Brito (2009) a diferentes 
causas incluindo o uso recente de antibióticos, eliminação espontânea da infecção, baixa 
concentração dos patógenos no leite, localização intracelular de determinados patógenos e 
presença de substâncias inibitórias no leite.  

Olde Reikerink et al. (2008) destacaram que entre 15% a 40% das amostras de leite de 
casos de mastite clínica podem dar resultados negativos na cultura mesmo quando a coleta e 
os métodos de isolamento são aplicados de maneira correta. Também foi reportado que o 
isolamento bacteriano pode não ser identificado em mais de 50% das amostras (MAKOVEC; 
RUEGG, 2002). Recentemente Langoni et al. (2011) relataram cultura negativa em 17,14% 
amostras de leite de vacas com mastite clínica analisadas. O número de casos em que não se 
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obteve o isolamento de agentes bacterianos neste estudo foi portanto, menor que o relatado na 
literatura. 

Dos agentes bacterianos envolvidos (Tabela 05) os mais isolados foram 
Staphylococcus aureus (15%), Streptococcus agalactiae (15%) e Escherichia coli (15%), com 
16 isolados cada um. Entre UPL o número de agentes isolados variou de 03 a 54 nas 
propriedades 04 e 06, respectivamente. 

Das 83 amostras submetidas ao isolamento, S. aureus foi isolado de 16 (15%). Este 
valor é divergente de relatos recentes. Zanette, Scapin e Rossi. (2010) observaram 70,9% de 
S. aureus. Ferreira et al. (2007) identificaram o gênero Staphylococcus spp. em 74,6% dos 
casos de mastite. Dos 63 animais avaliados por Saeki et al. (2011), 38 (60,32%) apresentaram 
crescimento de S. aureus. Embora S. aureus tenha sido um dos agentes mais frequentes neste 
estudo, os índices obtidos são inferiores aos relatados na literatura atual. 

Microrganismos dos gêneros Staphylococcus spp. representaram 29,9% dos 
isolamentos, coerente portanto com resultados reportados na literatura, onde os índices variam 
entre 9,1 e 85% (MUELLER et al, 1978; NADER FILHO et al., 1985; LANGENEGGER; 
FIGUEIREDO; REZENDE, 1986;FREITAS; MAGALHÃES, 1990; BELOTI et al., 1997; 
MARTINS et al, 2010; OLIVEIRA et al, 2010; BANDOCH; MELO, 2011, SAEKI et al., 
2011; MOTA et al.,2012). 

Estudos epidemiológicos sobre a etiologia da mastite bovina revelam que os 
microrganismos de origem contagiosa são os mais prevalentes e, entre esses, o gênero 
Staphylococcus destaca-se por possuir maior frequência em casos clínicos e subclínicos da 
doença, sendo o S. aureus a espécie de maior relevância (ZSCHÖCK et al., 2000).  

Os resultados observados para Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. reforçam a 
importância desses agentes na etiologia da mastite e corroboram o verificado por diferentes 
autores que se referem ao Staphylococcus spp. como o grupo de maior importância e ao 
Streptococcus spp. como o segundo grupo de maior relevância com quatro espécies 
(Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. bovis e S. uberis), isoladas na maioria dos 
rebanhos (HARROP et al, 1975; FERRREIRO, et al., 1981; DOMINGUES; PADOVANI; 
DOMINGUES, 1996; RUOFF, 2003; INNINGS et al., 2005; FERREIRA, 2007; 
GUILLOUX; CARDOSO; CORBELLINI, 2008; PINHEIRO et al., 2009; AMORIM et al., 
2010; MARTINS et al., 2010; SAEKI et al., 2011; MOTA et al., 2012). 

Mota et al. (2012) ressaltaram a alta prevalência do gênero Staphylococcus spp. em 
casos subclínicos ou clínicos da mastite e S. aureus como a espécie mais comumente 
envolvida, bem como a elevada prevalência em infecções intramamárias por Corynebacterium 
spp., que neste estudo foi isolado em apenas duas amostras. Portanto a baixa prevalência de 
Corynebacterium spp. difere do observado em estudos conduzidos em diferentes regiões do 
Brasil (ANDRADE et al., 1998; FILIPPSEN, 1999; BARBALHO; MOTA, 2001; BUENO et 
al., 2003; FERREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009, OLIVEIRA et al., 2010; 
MARTINS et al., 2010; MOTA et al., 2012). 

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Streptococcus dysgalactiae que 
representaram 32,7% dos isolados no presente estudo, foram relacionados por Mendonça et al. 
(1999) como os patógenos contagiosos mais importantes da mastite bovina. Dentre os 
patógenos ambientais estes autores destacaram o papel da Escherichia coli e do Streptococcus 
uberis, esta última espécie não identificada no presente estudo.  

Dos agentes ambientais mais comumente relacionados a casos de mastite em bovinos 
foram isolados: Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus 
hyicus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus bovis, Staphylococcus warneri. 
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Também foram relevantes os isolamentos de Klebsiella spp. (11,2%) e Pseudomonas 
spp. (9,3%). Outros agentes bacterianos isolados foram: Corynebacterium bovis, Enterobacter 
spp., Enterococcus spp., Micrococcus spp. e Serratia marcerans.  

Patógenos ambientais como Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., 
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus bovis foram também relevantes no presente 
estudo, destacando-se a E. coli (15%) como agente etiológico de mastite nos rebanhos 
estudados. 

Recentemente Oliveira et al. (2010) relataram como principais agentes etiológicos 
associados a 106 casos de mastite no estado da Bahia, o S. aureus (42,85%), Corynebaterium 
spp. (42,85%), Staphylococcus-coagulase negativos (36,19%), Pseudomonas spp. (16,19%), 
Escherichia coli (15,23%), Bacillus spp. (15,23%) e Streptococcus spp. (13,33). Resultados 
semelhantes aos obtidos em trabalhos desenvolvidos nos estados do Pará (OLIVEIRA et al. 
2011b), Goiás (ANDRADE et al., 1998), Paraná (FILIPPSEN, 1999), Pernambuco 
(BARBALHO; MOTA, 2001) e São Paulo (LANGONI et al., 1991; BUENO et al., 2003; 
LANGONI et al, 2011). Os índices reportados por estes autores são mais expressivos que os 
achados no presente estudo no que se refere aos isolamentos de Corynebaterium spp., 
Pseudomonas spp. e Bacillus spp.  

Langoni et al. (2011) reportaram em um total de 1090 tetos de animais de dez 
propriedades no estado de São Paulo, o isolamento de Corynebaterium bovis em 29,5% das 
amostras de leite provenientes de vacas com mastite subclínica e nenhum isolamento em 
casos clínicos, além de Streptococcus dysgalactiae (11,9%) e Staphylococcus aureus 
(10,48%), e cultura negativa em 36 (17,14%) amostras. Embora com os mesmos agentes 
isolados no presente estudo, as porcentagens foram divergentes, especialmente quanto ao C. 
bovis e S. aureus. 

Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
haemolyticus e S. warneri são espécies do grupo de estafilococos coagulase negativos (ECN) 
frequentemente envolvidos em casos subclínicos de mastite em rebanhos bovinos em todo o 
mundo (THORBERG et al., 2009). No presente estudo Staphylococcus chromogenes não foi 
identificado, porém foram confirmados 16 isolamentos de ECN. 

No Brasil, Lucheis (2011) descreveu a identificação de 97 cepas de ECN causadoras 
de mastite subclínica, isoladas de dez rebanhos bovinos do Estado de São Paulo e a resistência 
destes agentes a diferentes antimicrobianos comumente utilizados em medicina veterinária.  

Embora por muito tempo considerados patógenos secundários da mastite, atualmente 
os agentes do grupo ECN são considerados agentes patogênicos emergentes na mastite bovina 
(PYORALA; TAPONEN, 2009). Taponen et al. (2006) evidenciaram que as infecções por 
ECN podem levar a altos níveis de CCS no tanque de expansão e aumento de casos de mastite 
clínica bem como a diminuição da produção de leite. Vale destacar que no presente estudo 
ECN foram isoladas do leite de 16 vacas com mastite clínica (14,95%), em rebanhos com 
altas CCS, o que reforça a importância e os prejuízos relacionados por Taponen et al. (2006) e 
a relevância dos ECN na etiologia da mastite como proposto por Pyorala e Taponen (2009). 

Pelos agentes isolados conclui-se que a mastite nos rebanhos estudados foi tanto 
contagiosa quanto ambiental, evidenciando deficiências diversas no processo da ordenha e 
manipulação dos animais. 

Fungos e leveduras também foram isolados e provavelmente envolvidos na etiologia 
da mastite nos rebanhos estudados (Quadro 02), sendo isolados de 27 das 83 amostras 
submetidas ao cultivo (32,5%), os agentes fúngicos isolados foram: Aspergillus spp., Candida 
albicans, Candida tropicalis, Cladosporium spp., Cryptococcus spp., Curvularia spp., 
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Cylindrocarpon spp., Geotrichum spp., Neurospora spp., Rhodotorula spp., Scopulariopsis 
brevicaulis, Scopulariopsis spp. e Trichosporon spp.  

Dos agentes fúngicos os principais gêneros isolados em amostras de leite de animais 
com mastite são Candida spp., Aspergillus spp., Trichosporon spp., Cryptococcus spp., 
Saccharomyces spp., Penicillium spp., Pichia spp., Rhodotorula spp., Geotrichum spp. 
(ALVAREZ; FLORES, 1962; CARTER; COLE JR, 1995; SPANAMBERG, et al, 2008).  

Neste trabalho houve predomínio nos isolamentos dos gêneros Trichosporon spp. 
(29,6%), Aspergillus spp. (14,8%) e Candida spp. (11,1%) 

Diferentemente do que foi reportado por Watts (1998), Brabes et al. (1999) e Sá et al. 
(2004), o isolamento de fungos e/ou leveduras relacionados na literatura como agentes 
etiológicos de mastite foi relativamente alto, 17 agentes relacionados com a mastite em 27 
isolamentos, representando 63% dos agentes fúngicos isolados. Os principais gêneros 
envolvidos na mastite micótica segundo Krukowski et al. (2006) são Candida spp. e 
Cryptococcus spp., além de Geotrichum spp. e Trichosporon spp. os principais agentes 
isolados no presente estudo (Quadro 02).  

 
Quadro 02: Agentes fúngicos isolados de 83 amostras de leite de vacas com mastite clínica, 
em seis rebanhos no Município de Resende, RJ, em abril, maio e junho de 2012. 
 

Agentes isolados 
PROPRIEDADES 

Total % 
1 2 3 4 5 6 

Aspergillus spp. - 1 - - 2 1 4 14,8 

Candida albicans - - - - - 1 1 3,7 

Candida tropicalis 1 - - - - 1 2 7,4 

Cladosporium spp. - - - - - 2 2 7,4 

Cryptococcus spp. - - 1 - - 1 2 7,4 

Curvularia spp. - - - - - 1 1 3,7 

Cylindrocarpon spp. - - - - - 1 1 3,7 

Geotrichum spp. - - - - - 2 2 7,4 

Neurospora spp. - - - - - 1 1 3,7 

Rhodotorula spp. - - - - - 1 1 3,7 

Scopulariopsis brevicaulis - - - - - 1 1 3,7 

Scopulariopsis spp. - - - - - 1 1 3,7 

Trichosporon spp. 1 1 1 2 1 2 8 29,6 

Total 2 2 2 2 3 16 27  
 

Apesar de os fungos filamentosos estarem amplamente distribuídos na natureza, eles 
são apenas esporadicamente isolados de casos de mastite, enquanto que as leveduras são os 
fungos que mais frequentemente estão relacionadas às infecções da glândula mamária em 
animais produtores de leite (CHENGAPPA et al., 1984; KELLER et al., 2000). No contexto, 
foram apenas três isolamentos de Candida spp., divergindo portanto da literatura consultada. 
 A mastite micótica pouco comum em relação às de causa bacteriana, ocorre segundo 
Chahota et al. (2001) e Crawshaw, Macdonald e Duncan (2005) sob a forma de surtos 
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localizados e/ou após tratamento com antimicrobianos, esta última condição verificada nos 
dois casos em que foram isolados Cryptococcus spp. e um Trichosporon spp. nas 
propriedades 03 e 06. Contudo, o gênero Trichosporon, quando isolado do leite e de produtos 
lácteos, pode indicar falta de higiene nas instalações e dos equipamentos durante a obtenção e 
o processamento dos mesmos (WESTALL; FILTENBORG, 1998). 

 
4.3.3. Perfil de sensibilidade de agentes bacterianos associados à mastite clínica 

 
Antimicrobianos com maior eficácia nos testes in vitro (Tabelas 06A e 06B) para os 

agentes isolados do leite de vacas com mastite foram enrofloxacina e doxiciclina com 100% 
de eficácia, seguidos de cefalotina (99,1%), cefalexina (97,2%) e cefoperazone (93,5%). Os 
piores resultados foram demonstrados para ampicilina (57%), amoxicilina (49,5%) e 
associação de novobiocina e penicilina G procaína (44,9%). 

E. coli, Klebsiella spp. e Pseudomonas spp., agentes bacterianos Gram negativos 
foram resistentes ao maior número de antibióticos e associações testadas. 

O perfil de sensibilidade, resistência e sensibilidade intermediária de bactérias isoladas 
de 74 amostras de leite de vacas com mastite (Tabela 07) indicam que os maiores índices de 
resistência foram registrados entre bactérias Gram negativas, a maioria oportunista como 
agente etiológico de mastite bovina, enquanto que as bactérias que apresentaram-se mais 
sensíveis foram Gram positivas.  

 
Tabela 06A: Sensibilidade in vitro das bactérias isoladas de 62 casos de mastite clínica em 
seis rebanhos no município de Resende, RJ, entre abril e junho de 2012. 
 

Agentes isolados CPZ OXA AMO  PMN DUL  CL GEN TE 
Corynebacterium bovis 100 100 100 100 100 100 100 100 

Enterobacter spp. 100 0 100 50 100 100 100 100 

Enterococcus spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 

Escherichia coli 100 12,5 12,5 12,5 100 6,3 31,3 31,3 

Klebsiella spp. 90,9 9,1 9,1 9,1 100 90,9 9,1 9,1 

Micrococcus spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 

Pseudomonas spp. 33,3 0 0 0 100 100 11,1 11,0 

Serratia marcescens 100 0 0 0 100 0 0 100 

Staphylococcus aureus 100 83,3 5,6 11,1 100 100 100 100 

Staphylococcus epidermidis 100 100 100 33,3 100 100 100 100 

Staphylococcus haemolyticus 100 0 0 0 100 100 100 100 

Staphylococcus hyicus 100 100 100 100 100 100 100 100 

Staphylococcus warneri 100 100 0 100 100 100 100 100 

Streptococcus agalactiae 100 100 100 100 100 100 100 100 

Streptococcus bovis 100 100 100 100 100 100 100 100 

Streptococcus dysgalactiae 100 100 100 100 100 100 100 100 
Cefoperazone (CPZ), Oxacilina (OXA), Amoxicilina (AMO), Penicilina G + Novobiocina (PMN), 
Doxiciclina (DUL), Cefalexina (CL), Gentamicina (GEN), Tetraciclina (TE). 
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Tabela 06B: Sensibilidade in vitro das bactérias isoladas de 62 casos de mastite clínica em 
seis rebanhos no município de Resende, RJ, entre abril e junho de 2012. 
 

 Agentes isolados AM ENO CTF NEO SUT ESP EST AMC 

Corynebacterium bovis 100 100 100 100 100 100 100 100 

Enterobacter spp. 100 100 100 100 100 100 100 100 

Enterococcus spp. 100 100 100 0 0 100 100 100 

Escherichia coli 18,8 100 93,8 100 100 87,5 93,8 93,8 

Klebsiella spp.  54,5 100 100 45,5 100 100 45,5 100 

Micrococcus spp.  100 100 100 100 100 100 100 100 

Pseudomonas spp.  0 100 100 0 33,3 0 11,1 33,3 

Serratia marcescens 100 100 100 100 100 100 100 100 

Staphylococcus aureus 5,6 100 100 100 100 22,2 100 94,4 

Staphylococcus epidermidis  100 100 100 100 100 100 100 100 

Staphylococcus haemolyticus 100 100 100 100 100 100 100 100 

Staphylococcus hyicus  100 100 100 100 100 100 100 100 

Staphylococcus warneri 100 100 100 100 100 100 100 100 

Streptococcus agalactiae 100 100 100 87,5 93,8 100 100 100 

Streptococcus bovis  100 100 100 100 100 100 100 100 

Streptococcus dysgalactiae  66,7 100 100 66,7 0 100 100 100 
Ampicilina (AM), Enrofloxacina (ENO), Cefalotina (CTF), Neomicina (NEO), Sulfametoxazol + 
Trimetoprim (SUT), Espiramicina (ESP), Estreptomicina (EST), Amicacina (AMC). 
 

Todas as amostras de Corynebacterium bovis, Micrococcus spp., Staphylococcus 
hyicus e Streptococcus bovis, todas elas Gram positivas, apresentaram-se sensíveis a todos os 
antimicrobianos testados. Exceção para S. aureus os agentes dos gêneros Streptococcus spp. e 
Staphylococcus spp. foram sensíveis a maioria dos princípios ativos testados.   

Amostras de S. aureus apresentaram-se resistentes a diversos antibióticos, porém 
100% das amostras foram sensíveis ao cefoperazone, cefalexina, gentamicina, tetraciclina, 
enrofloxacina, ceftiofur, neomicina, danofloxacina, estreptomicina e sulfatrim. amoxicilina + 
ácido clavulânico e oxacilina apresentaram boa eficácia in vitro com 94,4% e 83,3% das 
amostras sensíveis respectivamente. Por outro lado, espiramicina (22,2%), novobiocina + 
penicilina G procaína (11,1%), amoxicilina (5,6%) e ampicilina (5,6%) foram pouco efetivos, 
com a maioria das amostras resistentes. 
 A terapia antimicrobiana é uma das principais ferramentas para o controle da mastite 
em rebanhos bovinos, e o tratamento é realizado com maior eficácia e segurança, se baseado 
no resultado da cultura microbiológica, complementada com o teste de sensibilidade 
(FERNANDES, 2006). No entanto, sua realização nem sempre é possível em condições de 
campo, o que obriga ao tratamento de casos clínicos agudos ou crônicos, sem conhecimento 
prévio da sensibilidade a agentes antimicrobianos.  

Segundo Freitas et al. (2005) muitos proprietários usam antibióticos que não 
apresentam eficácia, além de muitas vezes aumentarem a dosagem dos produtos na tentativa 
de melhorar sua eficiência contribuindo assim para a presença de resíduos no leite e aumento 
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da resistência a antimicrobianos. Soma-se a este fato o grande número de drogas comerciais 
com princípios ativos semelhantes, embora com nomes comerciais diferentes. 
 
Tabela 07: Perfil de sensibilidade de 107 agentes bacterianos (números absolutos e 
porcentagens) isolados de 83 amostras de leite de 62 casos de mastite clínica em seis rebanhos 
no município de Resende, RJ entre abril e junho de 2012.  
 

Princípios ativos 
Sensível Resistente Intermediário 

Amostras % Amostras % Amostras % 
Amicacina 99 92,5 8 7,5 0 0 

Amoxicilina 53 49,5 53 49,5 1 0,9 

Ampicilina 61 57 45 42,1 1 0,9 

Cefalexina 104 97,2 3 2,8 0 0 

Cefalotina 106 99,1 1 0,9 0 0 

Cefoperazone 100 93,5 5 4,7 2 1,9 

Doxiciclina 107 100 0 0 0 0 

Enrofloxacina 107 100 0 0 0 0 

Espiramicina 82 76,6 25 23,4 0 0 

Estreptomicina 92 86 8 7,5 0 0 

Gentamicina 77 72 29 27,1 1 0,9 

Neomicina 85 79,4 21 19,6 1 0,9 

Oxacilina 66 61,7 41 38,3 0 0 

Penicilina G + Novobiocina 48 44,9 57 53,3 2 1,9 

Sulfametoxazol + Trimetoprim 94 87,9 13 12,1 0 0 

Tetraciclina 79 73,8 27 25,2 1 0,9 

 
Em conformidade com o que foi apontado por Freitas et al. (2005), no presente estudo 

foram comuns os relatos de troca de medicamentos, mediante resultados insatisfatórios, para 
outros produtos contendo princípios ativos semelhantes, a exemplo dos antimastíticos 
Mastizone® , Gentatec®, Mastifin® e Gentocin® usados nas propriedades durante o período 
de avaliação, e outros não citados (Gentamast®, Mastifin®, Topmast®, Genta F®, Mastilac® 
e Gentamast®) cujo princípio ativo comum é a Gentamicina. 

Langoni, Ichihara e Silva (2000) apontaram a gentamicina como um antibiótico eficaz 
para o tratamento das mastites bovinas de origem bacteriana. No presente estudo verificou-se 
que 29 agentes bacterianos isolados (27,1%) de 24 quartos mamários de vacas com mastite 
clínica foram resistentes a este antibiótico, e esta resistência está de acordo com histórico de 
uso frequente de produtos contendo a gentamicina para tratar os animais com mastite nestas 
propriedades. 

Estudos conduzidos em diferentes momentos e condições comprovam a eficácia da 
gentamicina contra agentes isolados da mastite bovina, mas também apontam para o 
desenvolvimento de resistência a este antibiótico. A sensibilidade de agentes bacterianos à 
gentamicina neste estudo foi menor que a obtida por alguns autores. Langoni et al. (1991), 
Domingues et al. (1994) e Coutinho et al. (2006) obtiveram valores semelhantes (72,1%, 80% 
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e 78,9%, respectivamente) enquanto Costa et al. (1996), Costa et al. (2000) e Freitas et al. 
(2005), encontraram resultados inferiores, respectivamente 52,5%, 54% e 49%.  

Ainda que 27% das amostras tenham sido resistentes a Gentamicina nos testes in vitro, 
os resultados obtidos corroboram com a afirmação de Langoni et al. (2000), sobre a eficácia 
da gentamicina no tratamento das mastites bovinas de origem bacteriana. 
  O aumento de prevalência de S. aureus multirresistentes causadores de mastite bovina 
é atualmente um problema grave, principalmente devido à redução da efetividade dos 
antimicrobianos, aumento da morbidade, e dos custos para combater a doença. Além disso, o 
uso indiscriminado de antibióticos pode levar ao acúmulo de antibióticos nos alimentos, com 
efeitos sobre a saúde humana (POL; RUEGG, 2007). 

A seleção de espécies de bactérias resistentes previamente existentes em uma 
população é fenômeno que ocorre com os grupos estafilococos, enterococos, pneumococos e 
estreptococos em relação ao uso de penicilinas, cefalosporinas e vancomicina (TAVARES, 
2000; SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005). No presente estudo a maioria desses agentes 
apresentaram-se sensíveis à maioria dos antibióticos testados, com a exceção para S. aureus, 
S. agalactiae e S. dysgalactiae conforme evidenciado nas Tabelas 06A e 06B. 

ECN neste estudo apresentaram-se sensíveis a maioria dos antimicrobianos testados. 
Maiores resistências foram verificadas em amostras de Staphylococcus haemolyticus, os quais 
foram resistentes à amoxicilina, oxacilina, penicilina G e novobiocina. 

 Em estudo conduzido por Lucheis (2011), de 97 amostras de ECN, 47,4% foram 
resistentes à ampicilina, 46,4% à penicilina g, 27,8% à tetraciclina, 12,4% à enrofloxacina, 
10,3%, à neomicina, 11,3% à gentamicina e sulfadiazina, 9,3% à oxacilina e 5,2% resistentes 
à cefalexina divergindo, portanto, do presente estudo em que ECN foram sensíveis à maioria 
dos agentes antimicrobianos testados. 

A Tetraciclina é bastante utilizada nos tratamentos das mastites e apresentou boa 
eficiência para estafilococos isolados de casos de mastite em São Paulo (CRUZ et al. 1998) e 
em Minas Gerais (BRITO et al. 2001). Em semelhança a estes estudos, todas as amostras de 
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. isoladas foram sensíveis a Tetraciclina. Contudo, 
agentes ambientais e oportunistas como E. coli, Klebsiella spp. e Pseudomonas spp. 
apresentaram entre 70 e 90% de amostras resistentes a esse antibiótico.  Este resultado é 
relevante visto que Tetraciclina era usada frequentemente nas propriedades em estudo e a 
resistência antimicrobiana neste caso é mediada principalmente por plasmídeos (SPINOSA 
1996), os quais podem carrear resistência para outras bactérias (PRESCOTT, 2002). 

Os estafilococos isolados de leite de vacas com mastite quase sempre apresentam altos 
índices de resistência aos antibióticos do grupo de betalactâmicos (ANDRADE et al., 2000; 
COSTA et al., 2000; BYARUGABA, 2004; SOUZA REIS; PIMENTA, 2005).  

Os resultados obtidos corroboram esta informação com altos índices de resistência 
para todos os agentes isolados. As amostras dos casos de mastite apresentaram-se resistentes 
para penicilina G, amoxicilina, e ampicilina, 53,3%, 49,5% e 42,1%, respectivamente. 

O perfil de sensibilidade das bactérias isoladas no leite de vacas com mastite clínica 
ressalta a importância da avaliação da sensibilidade antimicrobiana in vitro antes da indicação 
do tratamento, especialmente em condições de higiene ambiental e da ordenha inadequadas. 
Antibióticos como gentamicina e tetraciclina que em diferentes estudos apresentaram alta 
eficácia in vitro contra agentes da mastite podem apresentar-se ineficaz, principalmente onde 
seu uso é frequente e inadequado.  

Estes dados também demonstram que na indisponibilidade de testes laboratoriais para 
propor um tratamento adequado e melhores medidas de controle, os proprietários usam com 
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frequência os antibióticos de última geração da linha veterinária, dos quais se poderia lançar 
mão somente em casos em que se esgotaram as demais possibilidades em antibióticos. 
 
4.4. Leite cru refrigerado 

 
4.4.1. Composição  
 
Quanto à composição do leite de conjunto das UPL em estudo (Tabela 08), entre abril 

e maio de 2012, novamente os valores foram adequados para todos os parâmetros previstos na 
legislação (BRASIL, 2011).   
 
Tabela 08: Composição centesimal de amostras de leite de tanques de expansão individuais 
de seis unidades de produção no município de Resende, RJ em abril, maio e junho de 2012. 
 

UPL Gordura Proteína Lactose Sólidos 
Totais 

Extrato Seco 
Desengordurado 

 Abril Maio Abril Maio Abril Maio Abril Maio Abril Maio 
01 3,76 4,42 3,26 3,28 4,4 4,55 12,4 12,6 8,64 8,18 

02 3,34 4,23 3,31 3,34 4,43 4,41 12,1 12,41 8,76 8,18 

03 3,59 3,76 3,2 3,23 4,46 4,5 12,25 12,04 8,66 8,28 

04 3,58 4,36 3,26 3,29 4,37 4,44 12,2 12,45 8,62 8,09 

05 4,61 4,47 3,31 3,34 4,64 4,62 13,6 12,87 8,99 8,4 

06 4,19 3,94 3,22 3,16 4,48 4,68 12,92 12,24 8,73 8,3 

Média 3,8 4,2 3,3 3,3 4,5 4,5 12,6 12,4 8,7 8,2 
 

Segundo Behmer (1999), teores de gordura acima de 3% são adequados e preferíveis 
para a indústria, pois quanto mais alto este nível, maior o aproveitamento da matéria prima.  

Os teores de lactose foram igualmente adequados para o leite bovino (WALSTRA; 
JENNESS, 1984), semelhantes aos obtidos por Dürr, Carvalho e Santos (2004) em rebanhos 
no Rio Grande do Sul, e em média ligeiramente inferiores aos valores percentuais (4,6%) 
obtidos por esses autores nos mesmos meses em que foi realizado o presente estudo. 

No contexto da composição do leite em relação à CCS, Machado (2012) relaciona 
redução nos teores de gordura (3,5 para 3,2%) e lactose (4,9 para 4,5%), com valores 90% 
abaixo do teor normal em relação ao leite com CCS baixa, e variações nos teores de minerais 
em que sódio e cloro aumentam enquanto potássio e cálcio diminuem.  

Neste estudo, mesmo com CCS elevadas, os componentes principais do leite foram 
normais nas seis propriedades avaliadas, embora ligeiramente reduzidos em proteína, gordura 
e lactose e compatíveis com variações descritas em leite com alta CCS por Machado; Pereira; 
Sarriés (2000), Schäellibaum (2000) e Machado (2012) que evidenciaram alterações 
quantitativas (perda na produção) e diferenças qualitativas nos principais componentes do 
leite (gordura, proteína, lactose e minerais) em decorrência da mastite e alta CCS no leite.  

 
4.4.2. Parâmetros de qualidade 
 
As análises realizadas entre abril e junho de 2012 demonstraram um avanço dos 

produtores no sentido da adequação aos critérios de qualidade estabelecidos pela IN 62/2011 
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em substituição à 51/2002. Na CCS verificou-se uma redução progressiva nos meses 
analisados, especialmente relevantes ao serem comparadas com as contagens iniciais.    

A CCS do leite de uma vaca indica de maneira quantitativa o grau de infecção da 
glândula mamária. No leite do tanque de resfriamento a CCS indica a incidência média de 
mastite no rebanho (EMANUELSON; FUNKE, 1991).  

Como destacado por Schukken et al. (1992) o entendimento da dinâmica da CCS de 
tanques é um importante passo para a melhoria da qualidade do leite. Neste estudo, a CCS foi 
efetivamente menor em abril e maio de 2012 (Tabela 09), quando confrontada com os valores 
iniciais (maio de 2011), mas ainda acima de 750 mil cels/mL em três propriedades. Duas 
propriedades atenderiam uma em maio e outra em junho de 2012, ao novo critério de no 
máximo 400 mil cels/mL de leite (BRASIL, 2011).  

 
Tabela 09: Contagem de Células Somáticas (CCS) e Contagem Bacteriana Total (CBT) em 
amostras de leite de tanques de expansão individuais de seis unidades de produção no 
município de Resende, RJ em abril e maio de 2012. 
 

UPL 
Contagem de Células Somáticas 

(células x mil/mL de leite) 
Contagem Bacteriana Total 

(UFC x mil/mL de leite) 
 Abril Maio Junho Abril Maio Junho 

01 1060 1008 731 587 387 - 

02 1873 1319 1273 394 222 - 

03 757 700 388 225 160 - 

04 1000 667 519 226 22 - 

05 917 360 446 185 8 - 

06 1241 1384 1014 456 116 - 

Média 1141 906 728 346 153 - 

 
Em relação ao CBT, Arcuri et al. (2006) avaliaram o leite de 24 rebanhos, 

identificando que 83% atenderiam ao requisito de <1,0x106UFC/mL à época do estudo, 19 
(79%) atenderiam ao padrão de <7,5×105UFC/mL do período de 2008/2011 e 11 (46%) 
rebanhos atenderiam a exigência de <1,0×105UFC/mL a partir de 2011, índices estes 
melhores que os obtidos no presente estudo. 

Considerando os critérios utilizados por Arcuri et al. (2006), em atendimento aos 
padrões em vigor à época, quatro (4/6) apresentaram padrão semelhante. Contudo, para os 
novos parâmetros em vigor a partir de janeiro de 2012, três (50%) das amostras estariam em 
desacordo com os critérios de qualidade em vigor (BRASIL, 2011). 

Pelos valores de CCS do tanque pode-se verificar um progresso no controle da mastite 
nas propriedades em estudo, onde todas apresentaram valores decrescentes ao longo dos 
meses de abril, maio e junho de 2012.  

Os dados da CCS fornecem uma indicação de inflamação da glândula mamária e 
devem ser avaliados com precaução, pois se sabe que há flutuações normais durante o curso 
da infecção, sendo necessários exames periódicos para uma avaliação confiável (HARMON, 
1994). Conforme demonstrado por Miller et al. (1983), Hogan et al. (1988) e Schutz, Hansen 
e Steuernagel (1990) a CCS pode ser influenciada por fatores individuais, ambientais ou 
climáticos, mas especialmente pela presença de infecções intramamárias. 
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Quanto à avaliação microbiológica houve uma relevante redução da CBT no leite 
produzido nessas propriedades. Sendo a CBT um indicador das condições de higiene em que 
o leite é produzido e armazenado, em duas propriedades os valores muito baixos (8 e 22 mil 
UFC/mL), foram divergentes das condições de produção avaliadas in loco. As amostras foram 
coletadas e encaminhadas atendendo às normas estabelecidas pelo laboratório, pertencente à 
Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL) e analisadas por método de referência, porém 
os resultados não condizem com a realidade da produção e condições de higiene nessas 
propriedades. 

Segundo Hogan et al. (1988) a temperatura e a umidade ambiente afetaram o 
crescimento microbiano e, podem influenciar a contaminação do leite. Como as análises 
foram realizadas inicialmente em período de alta temperatura e umidade e a seguir em meses 
de temperatura mais amena e com menor umidade, esses fatores podem estar relacionados à 
redução da carga microbiana, especialmente porque a redução foi comum a todas as 
propriedades. Em junho as análises não foram realizadas porque ao serem enviadas para 
análise via SEDEX, chegaram ao laboratório em temperatura inadequada (20ºC). 

Notou-se com o decorrer da pesquisa que houve uma interferência indireta sobre os 
resultados da qualidade do leite, já que nenhuma nova medida de controle e prevenção da 
mastite foi instituída nestas propriedades é possível que a rotina de avaliação imposta pelo 
trabalho como avaliar e coletar amostras de animais com enfermidade crônica, a não 
incorporação do leite destes animais ao tanque ou mesmo a mera presença da equipe técnica 
responsável pela coleta de dados, tenha influenciado as medidas de higiene e assim 
contribuído para a redução da CCS e carga microbiana do leite. 

Nesta etapa (abril e junho de 2012) foi também avaliada a presença de resíduos de 
antibióticos no leite, sendo todas as amostras negativas indicando atenção aos critérios de 
utilização de antibióticos em vacas com mastite e descarte do leite de todos os quartos 
mamários das vacas tratadas, e atendendo ao período de carência estabelecido para cada 
produto em uso nas propriedades. 

Em amostragem pequena, a probabilidade de obter amostras positivas é menor, 
contudo a ausência de resíduos nas amostras analisadas é um fator adequado e o resultado 
satisfatório, ao contrário de outros autores que detectaram resíduos de antimicrobianos em 
leite de mistura procedentes de propriedades rurais no Estado do Rio de Janeiro (FOLLY; 
MACHADO, 2001) e pasteurizado comercializado na cidade do Rio de Janeiro (MORAIS et 
al, 2009), respectivamente antes e após a entrada em vigor da IN 51/2002.  

A estabilidade ao teste do alizarol 78% do leite de conjunto dessas propriedades, 
embora sem histórico de positividade por parte da cooperativa, revelou três amostras com 
coagulação forte e coloração rósea, caracterizadas como instáveis não ácidas (propriedades 3, 
5 e 6).  A prova do álcool ou alizarol pode ser aplicada como um método rápido para estimar 
a estabilidade térmica do leite, e indiretamente avaliar sua qualidade, uma vez que a baixa 
qualidade higiênica durante sua produção pode levar a redução do pH pela fermentação da 
lactose em ácido lático, por microrganismos fermentadores, resultando, em instabilidade da 
proteína e coloração amarela relacionada à acidez da amostra (PEREIRA et al., 2001). 

A estabilidade do leite é importante para o processamento de derivados que sofrem 
tratamentos térmicos severos ou com vida de prateleira longa (SANTOS, 2004). Atualmente, 
a redução da estabilidade térmica do leite é um problema frequente e pode estar relacionada a 
um desbalanço nutricional (cálcio/fósforo e outros minerais); ação de microrganismos sobre a 
caseína; mastite; presença de colostro; e vacas no final de lactação (PONCE, 1996). 

No presente estudo a coloração ao teste do alizarol indicava pH normal (rósea), 
mesmo em condições de higiene ruim, sugerindo desequilíbrio salino, concordando com 
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diferentes estudos em que a instabilidade ao etanol tem sido encontrada mesmo em leite que 
não apresenta acidez elevada e que não seja originário de vacas com mastite (BALBINOTTI 
et al., 2002; BOTTEON et al., 2006; ZANELA et al., 2006, LOPES, 2008, MARQUES et al., 
2007, ABREU, 2008, OLIVEIRA et al., 2011 a). Para esta condição tem sido sugerida a 
denominação “leite instável não ácido” (LINA) ou síndrome do leite anormal (SILA) cuja 
caracterização em condições de campo é muito difícil.  

Em termos gerais, denomina-se SILA, o conjunto de alterações nas propriedades 
físico-químicas do leite, que causam transtornos nos processos de elaboração de derivados 
lácteos, em seus rendimentos e/ou a qualidade final, os quais estão associados a transtornos 
fisiológicos, metabólicos e/ou nutricionais com implicações nos mecanismos de síntese e 
secreção da glândula mamária (PONCE; HERNANDEZ, 2001).  

A alta CCS e elevada carga microbiana do leite neste estudo não estão provavelmente 
implicadas com a instabilidade do leite (coagulação no teste do alizarol), visto que duas das 
amostras positivas apresentaram as menores contagens de células somáticas e carga 
microbiana (CBT), confirmando achados de outros autores no que se refere à positividade a 
prova do álcool não associada com acidez, qualidade microbiológica e mastite. 

  
4.4.3. Agentes microbianos isolados 
 
Do leite do tanque de expansão foram isolados (Quadro 03) os seguintes agentes 

fúngicos: Candida pseudotropicalis, Candida tropicallis, Candida parapsilosis, 
Galactomyces spp., Trichosporon spp., Fusarium spp., Scopulariopsis breviacaulis, 
Cladosporium spp., Curvalaria spp., Geotrichum spp., Mucor spp., Penicillium spp.  

 
Quadro 03: Isolamento de fungos e leveduras em amostras de leite de tanque de expansão 
individuais em seis unidades de produção na zona rural do município de Resende, RJ em 
abril, maio e junho de 2012. 
 

Agentes isolados 
PROPRIEDADES 

Total % 
1 2 3 4 5 6 

Candida parapsilosis - 1 - - - - 1 3,5 

Candida pseudotropicalis 1 - - - 1 - 2 6,9 

Candida tropicallis 1 - 1 - - - 2 6,9 

Cladosporium spp. - 1 - - 1 - 2 6,9 

Curvalaria spp. - - - - - 1 1 3,5 

Fusarium spp. - 1 1 1 1 - 4 13,8 

Galactomyces spp. 1 - - 2 - - 3 10,4 

Geotrichum spp.  - 1 1 1 - 1 4 13,8 

Mucor spp. - - 1 - - - 1 3,5 

Penicillium spp. - - - - 1 - 1 3,5 

Scopulariopsis breviacaulis - 1 - - - - 1 3,5 

Trichosporon spp. 1 - 1 2 1 2 7 24,1 

Total  4 5 5 6 5 4 29  
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Destes foram isolados do tanque de expansão em maior número os gêneros 
Trichosporon spp. (24,1%), Candida spp. (17,2%), Fusarium spp. (13,8%) e Geotrichum spp. 
(13,8%). Dos casos de mastite os mais presentes foram Trichosporon spp. (29,6%), 
Aspergillus (14,8%) e Candida spp. (11,1%). Havendo entre ambas as análises um 
predomínio do gênero Trichosporon spp. e Candida spp. 

Como neste estudo Jodral et al. (1993) isolaram em amostras de leite pasteurizado os 
fungos Geotrichum spp., Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. 

Fusarium spp. (13,8%) e Galactomyces spp. (10,4%) também foram isolados com 
frequência, porém não são agentes relacionados à mastite bovina. 

Em geral, as leveduras são consideradas saprófitas e têm sido isoladas de tanques de 
armazenamento de leite oriundo de animais sadios (RUZ-PEREZ et al., 2004). No entanto, em 
alguns casos, elas também estão presentes em amostras de leite provenientes de animais com 
mastite (SANTOS; MARIN, 2005). 

Melville et al. (2006) isolaram dentre outros, Candida spp., Geotrichum spp., 
Trichosporon spp., Penicillium spp., e Aspergillus spp. em diferentes percentagens, a partir de 
amostras de leite de tanques de refrigeração e latões de propriedades de exploração leiteira. 
Os mesmos agentes foram também isolados de tanques de expansão e amostras individuais de 
vacas com mastite, no presente estudo, porém em associação a outros agentes. 

O isolamento de leveduras e fungos em amostras de leite do tanque neste estudo é 
relevante visto que como destacado por Spanamberg et al. (2009), a contaminação do leite por 
leveduras pode afetar o produto final por meio de alterações organolépticas que ocorrem pela 
produção de enzimas lipolíticas e proteolíticas, além de outros derivados metabólicos 
produzidos pelas leveduras e pelos fungos leveduriformes. 

Também foram isolados os seguintes agentes bacterianos: Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus uberis, Streptococcus 
agalactiae, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Corynebacterium 
bovis (Quadro 04).  

 
Quadro 04: Isolamento de bactérias em amostras de leite de tanque de expansão individuais 
em seis unidades no município de Resende, RJ em abril, maio e junho de 2012. 
 

Agentes isolados 
PROPRIEDADES 

Total % 
1 2 3 4 5 6 

Corynebacterium bovis  1      1 3,7 

Enterobacter spp.      1 1 3,7 

Escherichia coli 1 1 3  1 1 7 26 

Klebsiella spp. 1 1 2 1   5 18,5 

Pseudomonas aeruginosa    1  2 3 11,1 

Staphylococcus aureus 2  1  1 1 5 18,5 

Staphylococcus epidermidis 1 1     2 7,4 

Streptococcus agalactiae  1     1 3,7 

Streptococcus uberis   1   1 2 7,4 

Total 6 4 7 2 2 6 27  
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Houve predomínio das espécies Escherichia coli (26%), Klebsiella spp. (18,5%) e 
Staphylococcus aureus (18,5%), nas amostras de tanque, enquanto que nas amostras de vacas 
mastíticas o predomínio pairou sobre Staphylococcus aureus (15%), Escherichia coli (15%) e 
Klebsiella spp.(15%). 

A literatura é divergente quanto aos resultados obtidos neste estudo, indicando maior 
predominância do S. aureus dentre os agentes bacterianos isolados da mastite. E. coli e S. 
agalactiae também são frequentemente incriminados, embora em posicionamento inferior aos 
demais agentes em número de isolamentos (LANGONI et al., 1991; LARANJA; 
MACHADO, 1994; RIBEIRO et al., 2009). 

Os agentes bacterianos isolados dos tanques de refrigeração são condizentes com os 
agentes relacionados aos casos de mastite clínica nas propriedades em estudo. Isolamento de 
S. aureus na maioria dos tanques pode estar relacionado aos casos de mastite nas respectivas 
propriedades, mas também sugere a manipulação inadequada do produto e condições 
higiênico-sanitárias insatisfatórias. 

Os gêneros Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. apresentaram bastante evidência 
em ambos os isolados das amostras oriundas dos casos de mastite (29,9% e 19,6%, 
respectivamente), quanto dos tanques (26% e 11,1%, respectivamente).   

A frequência de isolamentos de S. aureus em amostras de leite cru refrigerado é 
consistente com achados de outros autores ao analisarem leite e subprodutos lácteos. O 
isolamento de S. aureus e outros agentes infecciosos em amostras de leite cru refrigerado ou 
pronto para consumo foi relatado por Brito et al. (1998), Brito et al. (1999a,b), Beloti et al. 
(1999), Brito et al. (2002), Lamaita et al. (2005), Arcuri et al. (2006), Faccioli (2010), 
Fagundes et al. (2010). 

A contaminação do leite com S. aureus pode ocorrer por meio da incorporação de 
microrganismos presentes no úbere ou o contato do leite com utensílios e equipamentos 
contaminados durante as operações de ordenha, coleta ou armazenamento (FAGUNDES; 
OLIVEIRA, 2004). No que se refere aos equipamentos, deve-se ressaltar a importância do 
homem como reservatório e veiculador do microrganismo em alimentos (JAY, 2005) visto 
que, segundo Huy (1994), entre 20 e 50% das pessoas normais apresentam esses 
microrganismos no vestíbulo nasal e orofaringe.  

Kluytmans, Belkum e Verbrugh (1997) destacaram importância do homem como 
agente transmissor e reservatório de S. aureus, sendo a pele, particularmente devido ao alto 
teor de sal e suor, a fonte de eliminação transitória do agente, contaminando qualquer 
superfície ou objeto que tenha contato com o portador. 

Altamente contagioso, o Staphylococcus aureus é capaz de causar infecções de longa 
duração, com baixa taxa de cura e grande perda na produção de leite (BENEDETTE et al., 
2008). Porém, o prejuízo econômico não é o único problema. S aureus que habita usualmente 
feridas de tetos, mãos de ordenhadores e a glândula mamária (TRAVERSO et al., 2003) 
quando incorporado ao leite é capaz de causar infecções e intoxicações no homem e nos 
animais. É também destacado o desencadeamento de reações alérgicas e os efeitos do uso de 
antibióticos no controle da infecção (CASSOL et al., 2010). 

Brito et al. (1998) concluíram que o exame microbiológico do leite total do rebanho, 
usando meios de cultura seletivos, é um método sensível e específico para verificar a presença 
da infecção por S. aureus e S. agalactiae no rebanho.  

Amostras de leite do tanque de 33 rebanhos foram cultivadas para detectar patógenos 
da mastite (BRITO et al., 1998). Agentes contagiosos foram isolados em 29 rebanhos. S. 
aureus foi isolado das amostras de 26 rebanhos, sendo nove em associação com Streptococcus 
agalactiae e em três foi isolado somente S. agalactiae. Todas as amostras do tanque 
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apresentaram contaminação com coliformes e leveduras, enquanto não se isolaram esses 
microrganismos dos quartos individuais.  

Brito et al. (1999), em 48 rebanhos, isolaram S. aureus e S. agalactiae, de 47 e 29 
rebanhos, respectivamente. Brito et al. (2002) analisaram o leite dos fornecedores de um 
laticínio da Zona da Mata de Minas encontraram S. aureus em 83,3% e S. agalactiae em 
16,7% dos rebanhos. Embora corroborando os achados de outros autores quanto ao 
isolamento de S. aureus, no presente estudo S. agalactiae envolvido na etiologia da mastite 
clínica em quatro dos seis rebanhos estudados. 

Lamaita et al. (2005) analisaram 80 amostras de leite cru estocado a 4°C por 48 horas 
em tanques de propriedades rurais do estado de Minas Gerais e Staphylococcus sp. foi 
detectado em 100% das amostras.  Espécies mais isoladas foram S. aureus, S. hyicus e S. 
epidermidis que representaram 34,6%, 22,7% e 12,2% das estirpes isoladas, respectivamente. 

Faccioli (2010) com o objetivo de avaliar o perfil dos produtores considerando a atual 
legislação e a qualidade do leite produzido com ênfase na presença de Staphylococcus 
enterotoxigênicos, utilizando a PCR na detecção de S. aureus, demonstraram que a PCR foi 
altamente sensível, detectando S. aureus em 99% das amostras. 

Fagundes et al. (2010) avaliaram a ocorrência de Staphylococcus aureus em 37 
amostras de leite do tanque produzido nas regiões de Ribeirão Preto e São Carlos, Estado de 
São Paulo. Estirpes de S. aureus foram detectadas em 4 (10,8%) amostras, portanto em 
número inferior ao presente estudo.  

Arcuri et al. (2006) avaliaram a qualidade microbiológica do leite refrigerado em 24 
rebanhos, e a associação entre a contaminação microbiana e os procedimentos de higienização 
dos equipamentos de ordenha e armazenamento do leite. Concluíram sobre a importância dos 
manipuladores e condições de higiene ambiental e dos animais sobre a qualidade do leite. 

Embora não representem mais do que 10% da microbiota do leite cru recém-
ordenhado (SORHAUG; STEPANIAK, 1997) bactérias do gênero Pseudomonas spp. São 
frequentemente isoladas em amostras de leite e de produtos lácteos refrigerados (COUSIN, 
1982, COUSIN; MARTH, 1977, ENEROTH; AHRNÉ; MOLIN, 2000a, b, ENEROTH et al., 
1998, WIEDMANN et al., 2000). 

Adams, Barach e Speck (1975) constataram que de 70% a 90% dos psicotróficos 
isolados de leite cru estocado a 4 °C, por uma semana, eram Pseudomonas spp. O isolamento 
de três amostras de Pseudomonas spp. no presente estudo deve-se provavelmente ao menor 
tempo de estocagem, máximo de 48 horas nas condições estabelecidas pela IN51/2002 e IN 
62/2011.  

A importância do controle da contaminação dessa bactéria na cadeia produtiva do leite 
é relacionada ao seu potencial enzimático, com efeitos danosos sobre as características físico-
químicas e organolépticas do leite, varia em função da estirpe (PINTO; MARTINS; 
VANETTI, 2006). 

 
4.4.4. Sensibilidade in vitro 
 
A eficácia in vitro dos agentes bacterianos isolados do leite cru refrigerado em tanques 

de expansão individuais frente aos antibióticos (Tabelas 10A e 10B) indica que os isolados 
foram resistentes à maioria dos antibióticos testados.  

Observou-se moderada divergência entre a sensibilidade de amostras isoladas de vacas 
com mastite clínica e do leite do tanque, mesmo para patógenos envolvidos na etiologia da 
mastite. Entretanto no geral, amostras isoladas do tanque apresentaram maiores resistências a 
diferentes antimicrobianos que os agentes isoladas de amostras de vacas com mastite 



 

48 

 

Amostras de Corynebacterium bovis e Streptococcus agalactiae isoladas do tanque e 
da mastite foram 100% sensíveis a todos os antibióticos testados.  

 
Tabela 10A: Sensibilidade in vitro a antimicrobianos, dos agentes isolados em amostras de 
leite de tanque de expansão individuais em seis unidades de produção (UPL) no município de 
Resende, RJ em abril, maio e junho de 2012. 
 

Agentes isolados AM ENO DAN NEO SUT ESP EST CUR 
Corynebacterium bovis 100 100 100 100 100 100 100 100 

Enterobacter spp. 0 100 100 100 100 100 100 100 

Escherichia coli 28,6 100 100 100 100 100 100 100 

Klebsiella spp. 0 80 100 0 33,3 33,3 0 60 

Pseudomonas aeruginosa 0 100 100 0 0 0 0 0 

Staphylococcus aureus 20 40 100 100 100 100 100 20 

Staphylococcus epidermidis 0 100 x x x x x 0 

Streptococcus agalactiae 100 100 100 100 100 100 100 100 

Streptococcus uberis 100 100 100 0 0 100 100 100 
Ampicilina (AM), Enrofloxacina (ENO), Danofloxacina (DAN), Neomicina (NEO), Sulfametoxazol + 
Trimetoprim (SUT), Espiramicina (ESP), Estreptomicina (EST), Ceftiofur (CUR). 
Antibióticos não foram testados (X). 
 
Tabela 10B: Sensibilidade in vitro a antimicrobianos, dos agentes isolados em amostras de 
leite de tanque de expansão individuais em seis unidades de produção (UPL) no município de 
Resende, RJ em abril, maio e junho de 2012.  
 

Agentes isolados CPZ OXA AMO  AMA  PMN CL GEN TE 
Corynebacterium bovis 100 100 100 100 100 100 100 100 

Enterobacter spp. 100 0 0 100 0 100 100 100 

Escherichia coli 57,1 28,6 57,1 57,1 50 57,1 100 71,4 

Klebsiella spp.  60 0 0 60 0 20 80 0 

Pseudomonas aeruginosa  0 0 0 0 0 0 33,3 0 

Staphylococcus aureus 20 20 20 20 100 20 60 20 

Staphylococcus epidermidis  0 0 0 0 x 0 0 0 

Streptococcus agalactiae 100 100 100 100 100 100 100 100 

Streptococcus uberis  100 100 100 100 100 0 100 100 
Cefoperazone (CPZ), Oxacilina (OXA), Amoxicilina (AMO), Amoxicilina + Ác. Clavulânico (AMA), 
Penicilina G + Novobiocina (PMN), Cefalexina (CL), Gentamicina (GEN), Tetraciclina (TE). 
Antibióticos não foram testados (X). 
 

Em amostras procedentes dos tanques (Tabela 11) danofloxacina (100%), 
enrofloxacina (85,2%), gentamicina (74,1%) e espiramicina (73,3%), foram os antibióticos 
com maiores índices de sensibilidade.  

A partir do leite de casos com mastite os antibióticos com maior eficácia foram 
doxiciclina (100%), enrofloxacina (100%), cefalotina (99,1%) e cefalexina (97,2%). Na 
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comparação destacam-se penicilina G + novobiocina (53,3%), amoxicilina (49,5%), 
ampicilina (42,1%) e oxacilina (38,3%) com as maiores resistências.  

 
Tabela 11: Perfil de sensibilidade e resistência dos agentes bacterianos (números absolutos e 
porcentagens) isolados em amostras de leite de tanque de expansão individuais em seis 
unidades de produção (UPL) no município de Resende, RJ em abril, maio e junho de 2012. 
 

Princípios ativos 
Sensível Resistente Intermediário 

Nº % Nº % Nº % 
Amoxicilina 9 33,3 18 66,7 0 0 

Amoxicilina + Ác. Clavulânico 13 48,1 14 51,9 0 0 

Ampicilina 7 25,9 20 74,1 0 0 

Cefalexina 9 33,3 17 63 1 3,7 

Cefoperazone 13 48,1 14 51,9 0 0 

Ceftiofur 16 59,3 10 37 1 3,7 

Danofloxacina 15 100 0 0 0 0 

Enrofloxacina 23 85,2 0 0 4 14,8 

Espiramicina 11 73,3 4 26,7 0 0 

Estreptomicina 10 66,7 5 33,3 0 0 

Gentamicina 20 74,1 5 18,5 2 7,4 

Neomicina 8 53,3 7 46,7 0 0 

Oxacilina 7 25,9 20 74,1 0 0 

Penicilina G + Novobiocina 7 46,7 8 53,3 0 0 

Sulfametoxazol + Trimetoprim 9 60 6 40 0 0 

Tetraciclina 11 40,7 16 59,3 0 0 

 
Alguns antibióticos apresentaram valores semelhantes entre isolados do tanque e dos 

casos de mastite clínica. Para associação de Penicilina em novobicina, espiramicina e 
gentamicina e enrofloxacina em ambos não houve resistência plena, apenas no tanque, 
mostrando uma ligeira resistência intermediária. 

É importante ressaltar que a cefalexina, tetraciclina e cefoperazone obteve um 
resultado inferior quanto à análise do tanque, ou seja, índice de resistência elevada, em 
contrapartida obteve excelente resultado nos isolados dos casos de mastite clínica. Importante 
investigar a origem da resistência apresentada pelas amostras isoladas do tanque, sendo este o 
resultado final do processo de produção, em que estão envolvidos os animais, o ambiente e os 
ordenhadores ou pessoas que manipulam o leite e utensílios em diferentes etapas da produção. 

A gentamicina compõe a base do maior número de produtos comerciais no tratamento 
da mastite e a enrofloxacina amplamente utilizada no tratamento de diversas enfermidades em 
animais e humanos apresentaram bom resultado quanto à eficiência in vitro contra agentes 
bacterianos isolados do leite de vacas com mastite (72% e 100%) comparativamente aos 
agentes isolados do tanque (74,1% e 85,2%), respectivamente. Dos agentes isolados da 
mastite, os que apresentaram maiores resistências à gentamicina foram os ambientais (E. coli, 
Klebisiella spp. e Pseudomonas spp.). Enquanto que dos isolamentos do tanque, foram 
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resistentes tanto agentes contagiosos (S. aureus e Staphylococcus epidermidis), quanto 
ambientais (Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella spp.). 

Dos agentes do gênero Streptococcus, o S. agalactiae apresentou o melhor resultado 
frente à exposição aos antibióticos, sendo 100% sensível aos princípios ativos avaliados. O S. 
uberis apresentou resistência a cefalexina, sulfametoxazol + trimetoprim e neomicina.  

Os dados são consistentes com achados de outros autores (discutidos abaixo) ao 
avaliarem o perfil de sensibilidade de amostras de leite de vacas com mastite e de tanques de 
expansão individuais em diferentes regiões brasileiras.  

Fontana (2002) obteve 100% das amostras de Staphylococcus spp. resistentes à 
penicilina, ampicilina e oxacilina. Também Mendes, Mimica (2007) relataram elevada 
resistência a oxacilina.  Zafalon et al. (2008) ao estudarem a sensibilidade de agentes isolados 
a partir dos óstios papilares dos tetos, das teteiras e de amostras do leite de vacas com mastite 
identificaram que de todas as fontes, foi possível encontrar S. aureus com resistência à 
oxacilina e com características de multirresistência aos demais antimicrobianos. 

Machado; Correa; Marin (2008) avaliaram 109 cepas de ECN isolados de leite de 
vacas com mastite clínica e subclínica, em nove estados brasileiros em relação à 
susceptibilidade in vitro a diversos agentes antimicrobianos. As maiores resistências foram 
observadas contra penicilina (93,5%), sulfonamida (88,9%), novobiocina (88,6%) e 
ampicilina (85,3%) como no presente estudo, em que, no entanto, não se considerou 
especificamente amostras de ECN. 

De 291 Staphylococcus spp. recuperados de amostras de leite de vacas com mastite 
subclínica Medeiros et al. (2009) relacionaram a ampicilina como o medicamento menos 
eficaz com 56,5% de resistência, enquanto que penicilina + novobiocina (53,6%), amoxicilina 
(37,2%) e enrofloxacina (28,1%) foram os mais efetivos. Como também demonstrado em 
Goiânia por Moreira, Silva e Mesquita (1997), as cepas de Streptococcus spp. isoladas de 
vacas com mastite clínica apresentavam maior sensibilidade frente à enrofloxacina (96%).  

A doxiciclina foi observada em isolados de ovelhas com mastite em terceira posição 
(61,44%) entre as maiores taxas de sensibilidade (DRESCHER et al., 2010), e neste estudo 
observou-se uma sensibilidade de 100% em todas as espécies isoladas de mastite bovina.  

Aires (2010) relatou boa eficácia in vitro para cefalexina/canamicina (76%) e 
gentamicina (69%) superiores aos índices observados para amostras isoladas do tanque de 
expansão neste estudo. Freitas et al. (2005) avaliaram o perfil de sensibilidade antimicrobiana 
de 59 cepas de ECP isoladas de leite de vacas com mastite do Estado de Pernambuco obtendo 
para a associação de sulfa + trimetoprim as melhores sensibilidades (95%). 

Especificamente em relação ao S. aureus, observa-se que a maioria dos isolados do 
tanque  (Tabela 10A e 10B) apresentou resistência a ampicilina, enrofloxacina, cefoperazone, 
oxacilina, amoxicilina, cefalexina, gentamicina e tetraciclina, com perfil distinto dos isolados 
de amostras provenientes de vacas com mastite nas mesmas propriedades. Antibióticos que 
apresentaram boa eficácia in vitro contra o S. aureus isolados das amostras do tanque foram: 
penicilina G + novobiocina, enrofloxacina, neomicina, sulfametoxazol + trimetoprim e 
estreptomicina.   

Contra S. aureus isolados dos casos de mastite (Tabela 06A e 06B) os antibióticos que 
apresentaram melhor ação inibitória in vitro foram enrofloxacina, cefalotina, neomicina, 
sulfametoxazol + trimetoprim, estreptomicina, doxiciclina, cefalexina, gentamicina, 
tetraciclina e cefoperazone, divergindo quanto à sensibilidade desses agentes isolados do 
tanque em que 100% das amostras foram sensíveis à espiramicina e penicilina G + 
novobiocina. 



 

51 

 

Em uma propriedade o S. aureus foi isolado do leite do tanque em maio e junho e as 
estirpes apresentaram perfil de sensibilidade distinta (opostos), diferindo inclusive do padrão 
de sensibilidade das amostras isoladas nas demais propriedades, que foram equivalentes 
quanto ao padrão de sensibilidade in vitro. 

O perfil de sensibilidade distinto entre isolados de S. aureus foi descrito por Ferreira et 
al. (2006) que identificaram entre 19 (24,7%) estirpes padrões fenotípicos e genotípicos 
distintos demonstrando que, em um determinado rebanho e período, pode existir considerável 
heterogeneidade genética em populações naturais de S. aureus, de modo a dificultar o controle 
e o tratamento da mastite. Tais achados chamam a atenção para o risco de falhas no 
tratamento desta enfermidade, caso sejam extrapoladas para todos os animais do rebanho as 
informações oferecidas pelos testes de sensibilidade a antimicrobianos obtidas a partir de 
algumas poucas estirpes de S. aureus. 

Em contradição ao observado por Moreira et al. (2008) que caracterizaram a 
resistência de estirpes de Escherichia coli isoladas de mastite bovina envolvendo a neomicina, 
gentamicina, tetraciclina e estreptomicina, amostras de E.coli isoladas neste estudo foram 
resistentes à tetraciclina, porém apresentaram sensibilidade à gentamicina, neomicina e 
estreptomicina, além de sulfametoxazol + trimetoprim, espiramicina, enrofloxacina, 
danofloxacina, e ceftiofur. 

Araújo (1998) isolou no estado de São Paulo, cepas de S. aureus em que 99% eram 
sensíveis a cefalotina resultado este semelhante ao encontrando neste trabalho.  

Zanette, Scapin e Rossi (2010) isolaram de 55 amostras de leite de vacas com suspeita 
de mastite, 39 (70,9%) cepas de S. aureus. Os percentuais gerais de sensibilidade, resistência 
e sensibilidade intermediária foram 78,72%, 13,59% e 7,69%, respectivamente. Os 
antibióticos menos eficazes foram penicilina e tetraciclina, com 46,15% 30,77% de 
resistência, respectivamente.  

Na Tabela 12 estão resumidos os índices de sensibilidade dos agentes bacterianos 
isolados neste estudo e a relação com os produtos contra mastite disponíveis no mercado. 

Dos medicamentos disponíveis comercialmente para o tratamento de mastite, alguns 
foram usados nestas propriedades (citados no “check list”) e com exceção da enrofloxacina 
(Enrocilin) todos apresentaram isolados resistentes aos princípios ativos contidos nas 
formulações. Dentre estes se destacam Mastizone Plus Lactação® (gentamicina), Gentatec 
Mastite® 250 mg (gentamicina), Gentocin Mastite® (gentamicina), Vetmast Plus VL® 
(cefalexina e neomicina) e Rilexine 200® (cefalexina e neomicina) e Vaseclox MA® 
(amoxicilina), especialmente quanto aos agentes dos tanques, com maior resistência que 
amostras isoladas de vacas com mastite. 

Outras medicações usadas para tratamento de enfermidades respiratórias, digestivas e 
reprodutivas nessas propriedades (Item 4.2. Aspectos da Produção), como Excenel® 
(ceftiofur), Terramicina LA (oxitetraciclina), Tetraciclina (tetraciclina), Pentabiótico 
(penicilina), Tribrissem® (trimetoprim e sulfadiazina), Sulfatrim® (trimetoprim e 
sulfametoxazol) e Estreptomax® (estreptomicina) possuem em suas formulações princípios 
ativos contidos em produtos comerciais usados contra mastite e também foram isoladas 
amostras resistentes aos respectivos antimicrobianos, tanto do leite de vacas com mastite 
quanto de amostras do tanque de expansão, e nestes casos a resistência foi maior em amostras 
isoladas do tanque.  

O uso desses produtos para tratamento de enfermidades diversas parece relevante, 
visto que foram isoladas amostras resistentes a estes antibióticos, mesmo sem serem usados 
no tratamento de vacas com mastite. O exemplo mais significativo refere-se à associação de 
penicilina G e novobiocina, cujos produtos comerciais contra mastite não foram usados nas 
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propriedades em estudo, no entanto obteve-se 53,3% de amostras resistentes quando isoladas 
do leite dos tanques e de vacas com mastite.  

 
Tabela 12: Sensibilidade de agentes bacterianos isolados em amostras de leite de tanque de 
expansão e de 62 casos de mastite em seis propriedades, no município de Resende, RJ em 
abril, maio e junho de 2012, e princípios ativos contidos nos antimastíticos disponíveis no 
comércio e usados nas propriedades em estudo. 
 

Princípios ativos Antimastíticos comerciais * 
Sensibilidade 

Tanque Mastite 
Amoxicilina Afimastite, Enrocilin, Vaseclox MA 33,3 49,5 
Ampicilina Prevmast, Intramast, Cloxambiotic 25,9 57 

Cefalexina Ubersec, Rilexine, Vetmast Plus VL 33,3 97,2 

Cefoperazone Cefavet, Mamithal, Biomast, Masticlin, 
Mastizone, Pathozone, Cefavet, Mastitec 

48,1 93,5 

Enrofloxacina Enrocilin 85,2 100 

Espiramicina Ememast VS, Ememast plus, Flumast 73,3 76,6 

Estreptomicina Gentocin, Vetrocilin, Agromastit 66,7 86 

Gentamicina 
Mastifin, Topmast, Genta F, Gentatec, 

Gentocin, Mastilac, Mastizone, Gentamast, 
Mastizone plus 

74,1 72 

Neomicina 
Ememast VS, Ememast plus, Newmast, 
Mastiplus VL, Mastijet forte, Promastic, 

Flumast, Rilexine, Vetmast Plus VL 
53,3 79,4 

Penicilina G + 
Novobiocina 

Tetra-delta, Albadry plus, Vetrocilin, 
Nafpenzal S 

46,7 44,9 

Sulfametoxazol + 
Trimetoprim Mastical Nistatina, Mastical, Ungüento 60 87,9 

Tetraciclina Ungüento, Mastijet forte, Vetrocilin 40,7 73,8 

*Algumas formulações comerciais mistas utilizadas no tratamento da mastite 
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5 CONCLUSÕES 

 
Foi observado redução dos valores de CCS e CBT, bem como a conformidade dos 

parâmetros de composição e ausência de resíduos de antimicrobianos nas amostras de leite 
das unidades de produção estudadas, algumas delas se enquadrando aos critérios de qualidade 
estabelecidos pela legislação. 

A alta CCS inicial pode indicar o desconhecimento e descuido dos casos de mastite 
clínica pelos proprietários, valores que foram alterados com o transcorrer do estudo.   

Os agentes bacterianos isolados dos tanques de refrigeração são condizentes com os 
agentes relacionados aos casos de mastite clínica.  

A mastite nos rebanhos estudados foi tanto de origem contagiosa quanto ambiental, no 
entanto foram mais isolados agentes ambientais. 

Dos agentes envolvidos foi relevante o isolamento de gêneros fúngicos como 
Trichosporon spp. e Candida spp. e de espécies bacterianas como Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli e Klebsiella spp. 

Houve uma moderada divergência entre a sensibilidade de amostras isoladas de leite 
de vacas com mastite clínica e do leite do tanque, mesmo para patógenos envolvidos na 
etiologia da mastite com elevado número de agentes resistentes aos diferentes antibióticos de 
uso na veterinária. 

O perfil de sensibilidade das bactérias isoladas no leite de vacas com mastite clínica 
ressalta a importância da avaliação da sensibilidade antimicrobiana in vitro antes da indicação 
do tratamento. A maioria das bases medicamentosas usadas nos testes são também utilizadas 
no tratamento humano. E a resistência dos agentes isolados aos mesmos confirma a 
preocupação quanto a melhorias na produção por questões de saúde pública. 
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Anexo 01 – Formulário para identificação das características das propriedades 

 
CHECK LIST DE QUALIDADE 

 
1. CADASTRO DA PROPRIEDADE 
Data: Responsável pela linha:  Produtor No. 
Nome da propriedade: Telefone: 
Proprietário: Cidade: 
Contato: Tel: 
e-mail:  

 
2. HISTÓRICO DE QUALIDADE 
Frequência de coleta do leite pelo caminhão: 
CBT (mês:           ) % Proteína (mês:     ) 
CCS (mês:           ) % Gordura (mês:     ) 
Outros: 
Resfriamento (   )  Imersão – Temp. água:         ºC 

(   )  Expansão Próprio – Temp. do leite:         ºC 
(   )  Expansão Comunitário – Distância do tanque:        m 

Frequência de coleta do leite: 

 
3. HISTÓRICO DA PRODUÇÃO 
Produção de leite/dia:  
Nº de animais no rebanho: Nº de vacas: 
Nº de vacas em lactação: Nº de vacas na linha de ordenha: 
Bezerros nascidos no ano: Bezerros desmamados: 

 
4. MANEJO DE ORDENHA 
Tipo de ordenha (   ) Manual Obs.: 

(   ) Mecânica 
(    ) móvel balde/latão ao pé 
(   )  canalizada em estábulo 
(   )  balde ao pé em fosso 
(   ) canalizada em fosso 

Funcionários na ordenha: 

Número de ordenhas/dia: 
Horário da(s) ordenha(s): 
Tempo de permanência:  
Linha de ordenha:   (   ) sim   (   ) não 
Ordem de ordenha dos animais/lotes: 
Teste da caneca: (   ) sim     (   ) não CMT: (   ) sim  (   ) não    Frequência: 
Os bezerros tem acesso à sala de ordenha?    (   ) sim    (   ) não 

Alguma alteração na rotina? (   ) sim   (   ) não       

Pré-dipping:     (   ) sim   (   ) não        
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Todo o teto: (   ) sim   (   ) não       Todos os animais: (   ) sim   (   ) não        
Sempre: (   ) sim   (   ) não        
Tempo de contato: (   ) sim   (   ) não        
Produto:  
Concentração: Conservação: Validade: 
Condições de uso:  
Secagem no pré-dipping? (   )  sim  (   ) não                  Papel toalha:  (   ) sim   (   ) não    
Higiene: 
Tetos  (   ) sim  (   ) não        
Úbere (   ) sim  (   ) não        
Lava: (   )  sim  (   ) não  
Ducha (   ) Balde (   ) outra (   ) 
Sempre:  
Todos: 
Como: 
Seca:  (   ) sim   (   ) não                                                 Papel toalha:  (   ) sim   (   ) não    
Pós-dipping:      (   ) sim   (  ) não  
Todo o teto: (   ) sim   (  ) não 
Todos os animais: (   ) sim   (  ) não 
Sempre: (   ) sim   (  ) não 
Tempo: 
Produto: 
Concentração: 
Conservação: 
Validade: 
Condições de uso: 
Alimentação pós ordenha:  (   ) sim    (   ) não  
Obs.:  

 
5. INFRAESTRUTURA  
Confinado (   )  Semi-Confinado (   ) Extensivo  (   ) 

Pasto:  (   ) seco    (   ) brejo   (   ) encharcado    (   ) acidentado  (   ) em planície 

Água encanada: sim (   )  não (   )   
Clorada: sim (   )  não (   ) 
Fonte: 
Curral de espera:  sim (   )  não (   )  
Dimensões: (   ) pequeno    (    ) médio     (   ) grande            
Sol: (   )  sim (    ) não 
Tempo de permanência: 
Recebe Suplemento: sim (   )  não (   ) 
Piso: (   ) limpo    (   ) sujo   (   ) muito sujo 
Higiene: adequada (   )  não (   )   
Obs.: 
Sala de ordenha:  
Construção: (   ) alvenaria   (   ) madeira  (   ) ferro   Outros:  
Pé-direito: (   ) baixo - até 2 m   (   ) médio - até 4 m  (   ) alto - acima de 4m   
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Piso: (   ) terra batida  (   ) cimento  (   )  Outros: 
Condições: (   ) limpo    (   ) sujo   (   ) muito sujo 
Seco (   ) úmido (   )   
Limpo: (   ) sim   (   ) não 
Ventilação:  
Sol: 
Higiene: 
Obs.:  
Curral pós-ordenha: 
Construção: (   ) alvenaria   (   ) madeira  (   ) ferro   Outros:  
Piso: (   ) terra batida  (   ) cimento  (   )  Outros: 
Condições: (   ) limpo    (   ) sujo   (   ) muito sujo 
Seco (   ) úmido (   )   
Limpo: (   ) sim   (   ) não 
Ventilação:  
Sol: 
Higiene: 
Obs.: 

 
6. VACAS 
Raça:                                                       
Animais antes da ordenha: (   ) limpos   (   ) sujos   (   ) muito sujos 

Úbere antes da ordenha: (   ) limpos   (    ) sujos   (   ) muito sujos 

Tetos:  
(   ) pequenos   (   ) médios   (   ) grandes 
Boa conformação: (   ) sim    (   ) não 
Lesões:  (   ) sim    (   ) não 
               (   ) cortes   (   ) vesículas   (   ) hiperqueratose   (   ) Edema   (   ) outros: 
Quartos afuncionais (   ) sim    (   ) não  
Aplicação de ocitocina durante a ordenha: (   ) sim   (   ) não            

Comportamento durante a ordenha:    
(   )  Calmos 
(   )  Estressados: 
(   ) Muito estressados 

Micção: (   ) frequente (   ) pouco frequente  
Defecção: (   ) frequente (   ) pouco frequente 
Obs.: 

 
7. ORDENHADOR(ES) 
Número de ordenhadores: 
Funções específicas:  
É fixo na ordenha: (   ) sim (   ) não                                    Quanto tempo: 
Recebeu treinamento: (   ) sim     (   ) não 
Obs.: 
Uniforme: (   ) sim   (   ) não                                  (   ) limpo   (   ) sujo   (   ) muito sujo 

Vestimenta completa: (   ) sim (   ) não                  (   ) limpo   (   ) sujo   (   ) muito sujo 
Usa luvas:  (   ) sim   (   ) não 
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Mãos: (   ) limpas  (   ) sujas  (   ) muito sujas 
Unhas cortadas e limpas: (   ) sim   (   ) não 
Ferimentos: (   ) sim   (   ) não 
Lava as mãos antes da ordenha: (   ) sim   (   ) não 
Seca: (   ) sim   (   ) não   (   ) vestimenta  (   ) papel toalha 
Obs.: 

 
8. CONTROLE DA MASTITE 
Existem anotações de casos de mastite clínica: (   ) sim  (   ) não 
Tem registro de novos casos e reincidentes:  (   ) sim    (   ) não 
Trata casos clínicos: (   ) sim  (   ) não 
Imediatamente após identificar: (   ) sim  (   ) não 
Produto:                    
Frequência: 
Critérios para tratamento: 
Medicação prescrita por veterinários: (   ) sim   (   ) não     
Obs.: 
Descarta o leite das vacas tratadas: (   ) sim   (   ) não    Quanto tempo: 
(   ) todos os quartos (   ) quartos tratados 
Faz tratamento de vaca seca: (   ) sim  (   ) não  (   ) sempre (   ) às vezes 
Produto: 
Nº de casos no mês: 
Responsável pelo tratamento: 
Registro de animais tratados (data, produto, tempo) e evolução: (   ) sim   (   ) não     
Nº animais tratados: 
Evolução: 
Animais descartados por mastite: 
Produtos para tratamento disponíveis: 
 Quais: 
 Quantos: 
Conservação: 
 
9. SANIDADE DO REBANHO  
Estado Geral:  (   ) bom  (   ) regular  (   ) ruim 

Escore de condição corporal médio: 
Enfermidades podais: (   ) sim  (   ) não  (   )   Quantos: 
Histórico de enfermidades reprodutivas: (   ) sim  (   ) não  (   )    
Distocias 
Retenção de placenta 
Metrite 
Abortos  
Repetição de cios 
Outros: 
Uso de hormônios ou programas de indução de cio 
Histórico de disfunções digestivas: 
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Histórico de mortalidade e causas de descarte de adultos: 
Causas: 
VACINAS: 
Raiva (   ) Brucelose (   )  Carbúnculo (   )  Leptospirose (   )  IBR  (   ) Mastite (   ) Aftosa (   ) 
Exames de Brucelose e Tuberculose:  (    ) sim     (   ) não 
Último realizado? 
VERMÍFUGOS:   
Produto: 
Frequência: 
CONTROLE DE CARRAPATOS 
Produto: 
Frequência: 
Forma de aplicação: 
Resultado: 
 
10. EQUIPAMENTOS 
Antes da ordenha: (   ) limpos    (   ) sujos    (   ) muito sujos 
Falhas de higiene durante a ordenha: (   ) sim (   ) não  
Especificar: 
As teteiras são desinfetadas entre as ordenhas: (   ) sim  (   ) não  
Produto:  
Concentração: 
A limpeza ocorre logo após a ordenha: (   ) sim  (   ) não 
Deslizamento/queda de teteiras excessivamente: (   ) sim  (   ) não 
Tempo de ordenha efetivo na ordenha: 
Ordenha incompleta: (   ) sim  (   ) não       Quantidade de leite residual:              mL 

Sobre ordenha: (   ) sim  (   ) não 

OBS.: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




