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RESUMO

POLL, P.S.E.M.Qualidade do leite, mastite e sensibilidade a antierobianos em
unidades de producdo de leite com altas contageng délulas somaticas2012. 102p.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria)titim® de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RLE.20

Considerando a complexidade de fatores relacionadgsalidade do leite e controle da
mastite, objetivou-se avaliar a dindmica da infeag@maria e o perfil de sensibilidade dos
agentes isolados do leite refrigerado em relacadratices de mastite e sua etiologia em seis
unidades de producéo leiteira (UPL) com altas gamta de células sométicas (CCS). Em trés
visitas com intervalos de 20 dias foi realizado lewantamento dos casos de mastite e
amostras de leite de quartos mamarios afetados roastite clinica foram destinadas ao
isolamento, identificacdo e testes de sensibilidAd®stras de leite do conjunto coletadas do
tanque de expanséo foram avaliadas quanto a copdppsLCS, contagem bacteriana total
(CBT), residuos de antibioticos, estabilidade am@t isolamento e identificacdo de agentes
microbianos e sensibilidade vitro. Entre as propriedades avaliadas a incidéncia aisite
clinica variou entre 0 e 24%, enquanto que a péexce oscilou entre 2,9% e 36%. A partir
de 83 quartos mamarios acometidos isolaram-se @6mtes bacterianos em 74 amostras.
Fungos foram isolados de 27 amostras. Os princgugaates bacterianos isolados de amostras
de leite de vacas com mastite for&@taphylococcus aureu$Streptococcus agalactiae
Escherichia coli Também foram relevantes os isolamentoKkldbsiellaspp.e Pseudomonas
spp. Estes agentes bacterianos isolados, tantawigses de refrigeracdo quanto dos casos de
mastite, foram condizentes entre si. No entantovéiauma moderada divergéncia entre a
sensibilidaden vitro de amostras isoladas de leite de vacas com meltitea e do leite do
tanque. Os antimicrobianos que apresentaram medisoiitado quanto a sensibilidade dos
casos de mastite foram: enrofloxacina e doxicidii®%), seguidos da cefalotina (99,1%); e
os isolados do tanque apresentaram: danofloxaclld®%), enrofloxacina (85,2%) e
gentamicina (74,1%). As formulacées com maior tésiga frente aos isolados dos casos de
mastite foram penicilina G associada a novobiocfbd,3%), amoxicilina (49,5%) e
ampicilina (42,1%); e frente aos isolados do tarmgienaiores resisténcias foram observadas
para ampicilina (74,1%), oxacilina (74,1%) e amiixia (66,7%). A presenca de multiplas
resisténcias pode estar relacionada ao uso imtiseilo de antibidticos para tratamento de
enfermidades diversas, incluindo a mastite.

Palavras-chave: gado leiteiro, mastite bovina, tegestiol6gicos e resisténcia bacteriana.
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ABSTRACT

POLL, P.S.E.M.Quality of milk, mastitis and antimicrobial susceptbility on units of
milk production with high somatic cell counts 2012. 102p. Dissertation (Magister of
Science in Veterinary Medicine). Institute of Vatary, Federal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

Considering the complexity of related factors tdknguality and mastitis control, it was
aimed to evaluate the dynamic of breast infectind #he sensitivity profile of the isolated
agents from refrigerated milk in relation to mastihdex and their etiology on six unites of
Milk Production (UMP) with high level of Somatic €&€ounts (SCC). During three visits
between a 20 days interval were conducted an aseas®f clinic mastitis cases and milk
samples of those infections were collected to tsmia identification and sensitivity trials.
The totalities of each herd were represented byessamples of milk cooling tanks to
different analysis: milk composition, somatic cethunts, total bacterial count, antibiotic
residues, stability to ethanol, isolation microbiagjents’ identification andin vitro
susceptibility. Between all the proprieties studiled incidence of the mastitis clinic was 0 to
24%, whereas the prevalence was 2,9% to 36%. Ar88ngastitis mammary quarters were
isolate 107 bacterial agents in 74 samples andsthation of fungus came from 27 samples.
The main bacterial agents isolated w8taphylococcus aureuStreptococcus agalactiaand
Escherichia coli Others bacterial also showed a significant isslavereKlebsiellaspp. and
Pseudomonaspp. The bacterial agents isolated from milk ecaplianks were consistent with
the bacterial agents isolated from mastitis cadesvever it was a soft divergence between
the sensitivity of the milk from affected cows ath@ milk cooling tanks. Antimicrobial with
major in vitro susceptibility from bacterial agents from mastd@vs was enrofloxacin and
doxycycline (100%), followed by cefalotin (99,1%nd the isolation from the tanks were:
danofloxacin (100%), enrofloxacin (85,2%) and gemitin (74,1%). The Formulations with
higher resistance front to isolated from the miastiases was penicillin G associated with
novobiocin (53,3%), amoxicillin (49,5%) and ampici{42,1%) and compared to isolated
from tanks the higher resistances were ampicillth 1%), oxacillin (74,1%) and amoxicillin
(66,7%). Presence of multiples resistances coulellaéed to indiscriminate use of antibiotics
for the treatment of various diseases includingtitisis

Keywords: dairy cattle, bovine mastitis, etiologgents and bacterial resistance.
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1 INTRODUCAO

A busca pela qualidade tem mudado o nivel de tegihas unidades de producao,
promovendo incremento no uso de ordenhadeiras noesam tanques de refrigeracéo
individuais. A indastria mudou o perfil da coleta léite, adotando a granelizacdo, e o uso de
critérios como CBT e CCS que ja sao realidades entomprogramas de pagamento por
qualidade do leite nas industrias brasileiras. Apedos avancos evidentes, aspectos
associados a qualidade do produto ainda represeaigaafios a serem superados. A grande
limitacdo da qualidade do leite produzido no Brasilda é a elevada carga microbiana e a
alta contagem de células somaticas.

Apesar de destacados avangos recentes em proddevié qualidade, o leite
produzido em varias regides do Brasil, ainda pobsiXa qualidade, derivada de praticas
inadequadas na obtenc&o, conservacéo e transperieadequadas condi¢cbes de higiene de
ordenha, as deficiéncias nos procedimentos de iepgle equipamentos e utensilios e os
problemas ligados ao resfriamento do leite estdiee & mais importantes causas da baixa
qualidade do leite, destacando-se como uma dasigaia limitacbes para adequacdo aos
critérios de qualidade exigidos pela IN 62/2011seinstituicdo a 51/2002.

A mastite bovina é uma doenca multifatorial, deletia complexa e variada, e se
encontra disseminada em todas as regides produderdste. A mastite de qualquer forma
reduz a intensidade da producdo e causa modifisag@e composicdo do leite, que
compromete sua qualidade, tornando-o inadequado gandustria e consumo. O risco de
veiculagdo de microrganismos patogénicos e/ou asxie a presenca de residuos de
antibiéticos no leite destinado ao consumo humafiorgam a importancia das mastites e
suas implicacdes em Saude Publica. O tratament@miosais infectados constitui o maior
problema da pecuaria leiteira, sobretudo, pelailptidade de desenvolvimento de resisténcia
em bactérias potencialmente patogénicas.

Considerando a complexidade de fatores relacionadpsalidade do leite e controle
da mastite, objetivou-se com este trabalho avalidindmica da infeccdo mamaria e o perfil
de sensibilidade dos agentes ambientais e patageigolados do leite cru refrigerado em
relacdo aos indices de mastite e sua etiologia dades de producdo de leite com altas
contagens de células somaticas, bem como a predengsiduo de antibidticos no leite cru
refrigerado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Qualidade do Leite
2.1.1. Legislacéo

Na ultima década todo o sistema de producdo de ket Brasil passou por um
processo de atualizacdo visando adequacédo as exigé@te qualidade do mercado interno e
externo. A Instrucdo Normativa 51 (IN 51) editpedo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e implantada em julho de 2@8%beleceu os requisitos minimos
para producao, identidade e qualidade de leitd, &,C pasteurizado e cru refrigerado, além
de regulamentar a coleta de leite cru refrigerasieuetransporte a granel (BRASIL, 2002).

Dentre as suas principais caracteristicas, a IROBP/ (BRASIL, 2002) estabelece
limites para a contagem de células somaticas (CE&)tagem bacteriana total (CBT),
critérios de composicdo, determina o resfriameruagatério do leite na fazenda, além de
prever medidas especificas de controle e profildaienastite (BEM; FABRINI, 2005).

Além dos critérios de higiene e saude da gland@mania, a IN 51/2002 (BRASIL,
2002) estabelece que nenhum tipo de aditivo oujeoacte pode ser admitido, da mesma
forma que residuos de antibiéticos e de outrostagenibidores do crescimento microbiano
devem estar ausentes.

Foi previsto um calendério para a progressiva agaptde produtores e laticinios as
novas exigéncias de qualidade que se estendeu8ea22011 para as regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, e de 2005 a 2012 para as regioes dldivrdeste (BRASIL, 2002).

Diante das dificuldades de adaptacdo as novasstegr®APA prorrogou por seis
meses a proxima etapa da IN 51/2002 (BRASIL, 20§29, entraria em vigor em 1° de julho
de 2011. Nessa etapa, o limite de CBT, que atuabrere 750 mil UFC/mL baixaria para
100 mil UFC/mL e para a CCS, a nova exigéncia gitamil cels/mL. Novamente em 2011
o Ministério da Agricultura por meio da Instrucaorhhativa n°® 62 (IN 62/2011) (BRASIL,
2011) modificou os prazos e limites para adequa@dGBT (UFC/mL) e da CCS (cels/mL),
as quais passam a ter como limite maximo 600 nhinte em vez de 750 mil/mL, para os
produtores das regides Sul, Sudeste e Centro-Qestdir de 1° de janeiro de 2012, e para 0s
do Norte e Nordeste em janeiro de 2013.

A IN 62 (BRASIL, 2011) propde que a exigéncia padequacdo aos critérios de
qualidade seja progressiva, dos atuais 600 mil p@@amil UFC/mL para CBT e 400 mil
cels/mL para CCS, chegando assim até 2016 as rpetgsstas pela IN 51 para 2011
(BRASIL, 2002), que se mostraram inviaveis na peatlevido a discrepancia da realidade
dos produtores brasileiros.

A busca pela qualidade tem mudado o nivel de tegihas unidades de producéo,
promovendo incremento no uso de ordenhadeiras noesam tanques de refrigeracéo
individuais. A industria mudou o perfil da coleta l@ite, adotando a granelizagéo, e o uso de
critérios como CBT e CCS que ja sao realidades entomprogramas de pagamento por
qualidade do leite nas industrias brasileiras. Apedos avancos evidentes, aspectos
associados a qualidade do produto ainda represatgaafios a serem superados. A grande
limitacdo da qualidade do leite produzido no Brasilda € a elevada carga microbiana e a
alta contagem de células somaticas.



2.1.2. Caracteristicas e composicéo

Rico em proteinas, energia e minerais, o leite @lamalimentos mais completos. Os
componentes naturais do leite sdo classificadogmincipais e secundarios quanto a sua
contribuicdo por unidade de massa. Os constituiptascipais incluem agua, glicidios
(basicamente lactose), gordura e proteinas (peahmgnte caseina e albumina). Os
constituintes secundarios englobam basicamenteramsne as vitaminas A, D, E e K
(GONZALEZ; DURR; FONTANELI, 2001; GONZALEZ; CAMPOS003).

O leite destinado ao consumo humano deve ter asinseg caracteristicas:
propriedades de sabor, cor, odor e viscosidademmatas; livre de sujeiras, microrganismos
e residuos; composicao correta e conservacado atkegeiajue ndo cause riscos ou danos a
saude do consumidor (BRASIL, 1999). O preenchimeatgsses critérios depende de um
programa baseado principalmente na prevencdo decasieadocdo de medidas de higiene
antes, durante e ap0s a ordenha; conservacdo spdre em condicdes adequadas
(MAKOVEC; RUEGG, 2002; PHILPOT; NICKERSON, 2002).

2.1.3. Microrganismos do Leite

O leite ao ser sintetizado e secretado nos alvatdoglandula mamaria de animais
higidos é estéril, mas assim que este é ejetadnyseado e armazenado pode se contaminar
com microrganismos originarios da pele do animalad dos equipamentos e utensilios de
ordenha ou pela manipulacao, incluindo os promidsnhadores (BRITO et al., 1999).

Os principais microrganismos que contaminam o Eéteas bactérias. Virus, fungos e
leveduras tém participagcédo reduzida, embora sejaportantes em determinadas situacoes.
Do ponto de vista de consumo, 0s microrganismoseptes no leite podem ser patogénicos
ou saprofitas, sendo que estes Ultimos ndo causantas, mas promovem deterioracées dos
produtos, dando origem a caracteristicas sensandgsejaveis, interferindo nos processos de
fermentacao e diminuindo a vida de prateleira (HSYE993; JAY, 2005).

De acordo com a temperatura ideal de crescimestmicrorganismos contaminantes
do leite podem ser divididos em trés grupos praisipos mesofilos, que se multiplicam
rapidamente quando o leite ndo é armazenado soigeref;do, os termoduaricos que
sobrevivem a pasteurizacdo (30 minutos a 63° Coogefjundos a 72°C) e os psicrotroficos,
que se multiplicam em temperaturas baixas (7°C @nos) (FRANK; CHRISTEN;
BULLERMAN, 1992; HAYES; BOOR, 2001).

O tratamento térmico torna o leite mais seguro pargaonsumo e aumenta a
durabilidade dos produtos lacteos, entretanto, gp@0, ndo € suficiente para assegurar a
qualidade ou melhorar o rendimento industrial (HAYBOOR, 2001).

2.2. Mastite
2.2.1. Definigéo e conceitos

Mamite (do latimmammag ou mastite (do gregonasto} refere-se ao processo
inflamatorio das glandulas mamarias, que pode calitar dos canais glandulares até os
alvéolos e intersticio (FONSECA; SANTOS, 2000). a&caeriza-se por alteracdes patoldgicas
do tecido glandular e por alteracOes fisicas, quéamie geralmente bacterioldgicas do leite
(RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002), o que culmina na dmicdo da qualidade e aumento



do descarte do leite resultando em problema nasiridUeiteira e também de saude publica
(BANDOCH; MELO 2011).

2.2.2. Classificacao e Formas de Apresentacéo

A mastite segundo a apresentacdo, duracdo e idéelesdos sinais € classificada em
clinica ou subclinica, e quanto as formas em sgpee aguda, subaguda e cronica
(PHILPOT; NICKERSON, 2002).

A mastite clinicacaracteriza-se por apresentar os sinais classacogldmacao: rubor,
hipertermia, algesia, tumefacdo e edemaciacdo dadgfla mamaria e pode ou ndo estar
acompanhada de reacOes sistémicas e as vezes, (BofigH, 1994; MACHADO,
DEMETRIO; BORGES, 2003, BENEDETTE et al., 2008).

De acordo com Rosenberg (1993) o leite mastiticte @presentar aparéncia aguosa,
contendo grumos além de outras substancias comefilsoro, sangue e pus.

A mastite superaguda tem inicio abrupto, com indlgio grave do quarto afetado, e
envolvimento sistémico com apatia, anorexia, feldesidratacdo, septicemia e choque, e
pode ser fatal ao individuo portador. O leite apnés mudancas no aspecto macroscopico
(DOOD, 1983; RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002; MARQUEZ006).

Na mastite aguda haflamacéo grave do Ubere, caracterizada principatenpela dor
intensa, porém sem reacao sistémica evidente (CGSBA, 1995, RADOSTITS; BLOOD;
GAY, 2002). A inflamacdo moderada com persisténe@aanormalidades macroscopicas do
leite caracteriza a forma subaguda (RADOSTITS; BDDGAY, 2002).

Mastite crénica é clinicamente persistente. Devaddestruicdo interna da glandula
ocorre substituicdo do tecido lesado por tecidguetivo fibroso, resultando em decréscimo
permanente na producéo leiteira (OKERMAN, et &84t SMITH, 1994).

A forma subclinica que é mais prevalente nos retmniéiteiros ndo se observam
alteragcbes macroscopicas do leite e sinais demaffdo do Ubere. E de dificil deteccéo, longa
duracao e cerca de 40% dos casos evoluem panaa étinica (ANDRADE, 2001).

2.2.3. Importancia

Mundialmente a mastite € a doenca que exerce mapartancia sobre a qualidade do
leite (BRITO; BRITO 1997; FONSECA; SANTOS, 2000)pip provoca diminuicdo na
producao, perda da qualidade do leite e da funggmacténquima glandular. As perdas podem
variar de acordo a intensidade do processo inflamoatcom a prevaléncia da doenca no
rebanho, com a patogenicidade dos agentes envsleidom o estagio de lactacdo (BRANT,;
FIGUEIREDO, 1994).

Todas as fémeas, independente de idade ou pesdcidaibnal, sédo passiveis de serem
afetadas pela mastite (FONSECA; SANTOS, 2000; PEESSFILAPPI; CECIM, 2002).

A forma subclinica determina as maiores perdas Gomas devido a elevada
prevaléncia (44,9% a 97%) e reducdo da producateite entre 25,4 e 43% (BRANT,
FIGUEIREDO, 1994), sendo de 15 a 40 vezes maisiémetg que a forma clinica (BRITO;
BRITO 1998; FONSECA; SANTOS, 2001, 2002; RIBEIRGakt 2003).

Anualmente, trés de cada dez vacas leiteiras apesseinflamacdo mamaria
clinicamente aparente, sendo 7% destes animaianti@s$os por lesdes irreversiveis e 1% por
morte (SMITH, 2006).



Bueno et al. (2002) identificaram em Sao Paulo treguéncia de 7,4% de mastite
clinica para 63,6% de casos subclinicos. Em Minasi§, Pinheiro et al. (2009) relataram
uma prevaléncia de 14% de novas infeccbes e 7Hfeldes cronicas em casos clinicos.

Schepers e Dijkhuizen (1991) estimaram que um guaddtado pudesse produzir de
25 a 45% menos durante uma lactacdo, quando codapacan um quarto sadio. Enquanto
que segundo Bartlett et al. (1991), em decorrédaienastite clinica ha redugcdo na producao
de leite de aproximadamente 30% na fase agudacrddB@10) relatou perdas de producao
variando entre 5,0 e 25,0%, com um extremo de 83,9%

Devido a alta prevaléncia da mastite, esta podeseptar prejuizo de 12 a 70% na
producdo no Brasil (FONSECA; SANTOS, 2000, RIBEIRODal., 2003). De acordo com
Fonseca e Santos, 2000 estimaram que haja umagemtaducdo, devido aos incidentes de
mastite, entre 12 e 15%, que pode totalizar, eat&el a producéo brasileira anual total de 20
bilhdes de litros, na perda de 2,8 bilhdes deditte leite anualmente.

Os efeitos da mastite clinica sobre a producéceiie foram revistos por Hortet e
Seegers (1998) e posteriormente por Seegers; Rouarie Beaudeau (2003), que estimaram
perda superior a 700 kg de leite em casos climiocosduracao superior a dois meses.

A estimativa do custo de um caso de mastite clin@w@rasil, no estado de Minas
Gerais, entre 2002 a 2004, fica em torno de R$9228y US$ 100,4. As maiores despesas
foram relacionadas aos exames, medicamentos e eaébrd adicional (37%); descarte de
leite (29%); descarte e morte de vacas (28%) e rhdos do médico veterinario (6%)
(CARNEIRO et al., 2012).

Schepers e Dijkhuizen (1991) por um apanhado @eltras, concluiram que os custos
dos programas de controle da mastite variam del9&H a US$ 275 por vaca por ano.

As perdas econémicas, nos Estados Unidos, atrisudvenastite variam anualmente
de 200 a 300 dolares por vaca, estimando-se urda gdermais de 20 milhdes de ddlares para
industria lactea (HOGAN; SMITH, 1997) e um prejutmaproximadamente US$ 1,8 bilhdes
por ano nos EUA, devido a ocorréncia de mastiteST(ONAL MASTITIS COUNCIL,
1996).

Na Regido Sudeste, nos estados de Minas Geraig P&sdo, onde encontra a maior
bacia leiteira, esses valores variam entre 20 e gdf¥% a prevaléncia da doenca (FONSECA,
1992; COSTA et al., 1999).

2.2.4. Etiologia

Trata-se de uma enfermidade plurietiolégica e fatdtiial, podendo estar relacionada
a agressoes fisicas, quimicas, térmicas, alérgisaslogicas, metabolicas, psicologicas e
mais frequentemente infecciosas. A intensidade niec¢do € influenciada por fatores
relacionados ao animal, ao ambiente e ao manejop:cespécie, perfil sanitario, fatores
ambientais, nivel de producéo e tecnificagdo darigdade, caracteristicas do processo de
ordenha, ordenhador, uso de medicamentos, estacanod nimero de ordenhas, qualidade
nutricional, idade, conformidade fisica dos tetestdgio da lactacdo, perfil imunoldgico
individual, resisténcia natural da glandula, hdegtidade e caracteristicas, viruléncia,
viabilidade e potencial patogénico do agente aiod® (HARROP et al, 1975; MC
DERMOTT et al, 1983; OLIVEIRA, 1989; PRESTES; FILRP CECIM, 2002;
RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).

S&o citadas na literatura mais de 130 espéciesiderganismos pertencentes a 35
géneros envolvidos na etiologia da mastite boviB@ HOCKEN-ITURRINO; NADER
FILHO; AVILA, 1996; RIBEIRO et al., 2003).



Apesar de diferentes agentes possiveis, a etiolmggéeriana assume um lugar de
destaque na epidemiologia do processo infeccioMDERSON; HUL; PUGH, 2004), e o
esfincter do teto comumente é a porta de entragdagentes ao interior da glandula. Assim
sua integridade torna-se uma importante barreirdr&a infecgdo, agindo como um fator
essencial de resisténcia (HAMMAN, 1987; GLEESONCABLLAGHAN; RATH, 2003).

Philpot e Nickerson (1991) ja indicavam que 90% desstites sdo causadas por
bactérias com predominancia dos génerStaphylococcussp., Streptococcus sp.,
Corynebacteriunspp. eMycoplasma bovis Além destes patdgenos, fungos, leveduras, algas
e virus também podem estar envolvidos na etioldgi@oenca, porém a ocorréncia é baixa
(WATTS, 1998; BRABES et al., 1999; SA et al., 2004)

Segundo Chahota et al. (2001) e Crawshaw, Macdan&dincan (2005) a mastite
causada por fungos e leveduras ocorre geralmentesugtos localizados, de ocorréncia
espontanea sem envolvimento de outros microrgasisadistorico de uso de antibidticos,
sendo comuns nas primeiras semanas de lactacappswantibioticoterapia, o que favorece o
crescimento micoético sem competicdo da microbiotall regular. Dentro desse grupo, 0s
mais frequentemente isolados em amostras de lageCandida spp., Aspergillus spp.,
Trichosporonspp., Cryptococcusspp., Saccharomycespp., Penicillium spp. (ALVAREZ;
FLORES, 1962; CARTER; COLE JR, 1995).

Spanamberg et al. (2008) isolaram um total de 6&ntag micoticos, de vacas
diagnosticadas com mastite subclinica na regidcPaeso Fundo-RS. Os agentes mais
frequentes foramCandida (37,9%), Pichia (19,1%), Rhodotorula (10,3%), Cryptococcus
(10,3%),Geotrichum(5,8%),Debaryomyce$5,8%), Trichosporon(4,4%).

Costa et al. (2008) isolaram leveduras em 84% dassimas de vacas com mastite
subclinica. Entre as espécies houve um predomi@iGamhdida spp. Candida albicans-
28,1%, Candida parapsilosis 19,3%, Candida catenulata 14,0%, Candida glabrata-
14,0%,Candida tropicalis- 8,8%) eTrichosporonspp. (1,8%).

As principais bactérias causadoras de mastitesupgsomportamentos distintos
quanto ao habitat, forma de colonizacdo do Ubeotgngial de infeccdo e reacdes do
hospedeiro (FERNANDES, 2006).

Existe uma divisdo conceitual da mastite que edtionada aos tipos de agentes,
geralmente classificados em dois grupos: os caussaide mastite contagiosa e 0s promotores
de mastite ambiental. Esta divisdo tem como basecas onde esses microrganismos podem
ser isolados, a sua forma de transmissao e o gpmfdccdo que provocam (PHILPOT,;
NICKERSON, 1991; BRITO; BRITO 1998; FONSECA; SANT(X00).

Os agentes ambientais s&o oportunistas, habitamahoente o ambiente das vacas
leiteiras (MENDONCA et al., 1999) e a sua transawsscorre entre animais ou entre os
quartos do mesmo animal, no intervalo entre asnti@® ou por manipulagdo durante a
ordenha (HARMON, 1994, RADOSTITS, LESLIE, FELTROWR94; BRADLEY, 2002),
sendo praticamente impossivel erradicar esse gpmaktite do rebanho (SMITH; HOGAN,
1998). Todas as categorias de animais estdo sab(R$1ILPOT; NICKERSON, 2002).

As bactérias ambientais que comumente causam elas$titvina incluem
enterobactérias§treptococcus uberis outros do génerstreptococcuspp.,Pseudomonasp.

e Arcanobacterium (Actinomyces) pyogenakm de fungos, principalmente leveduras, e
algas clorofiladas do génelrvotothecasp. (COSTA, et al, 1995).

Os agentes contagiosos corfitreptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus
Corynebacterium bovise multiplicam na glandula mamaria, canal do eetsobre a pele do
animal onde podem permanecer desde semanas aParosutro lado, apresentam pouco
tempo de sobrevida no ambiente externo (HARMON, 419BADOSTITS, LESLIE,
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FELTROW, 1994; BRADLEY, 2002), sendo transferidoe dm animal para outro
principalmente no momento da ordenha (PHILPOT; NERSON, 2002). S&do bem
adaptados a sobrevivéncia no Ubere e usualmensbebstem infeccdes subclinicas,
geralmente de longa duragao e apresentando altg [ SISECA; SANTOS, 2000).

Os microrganismos do génestaphylococcuspp. sdo 0s mais prevalentes em casos
subclinicos ou clinicos da mastite e a espécie aitaida éS. aureugMOTA et al, 2012).

No Brasil, diversos estudos relataram a predomin&has agente€orynebacterium
spp. e Staphylococcuspp. (ANDRADE et al., 1998; FILIPPSEN, 1999; BARBHAOD;
MOTA, 2001; BUENO et al., 2003; FERREIRA et al. 0ZQ OLIVEIRA et al., 2010).

Streptococcusé o0 segundo grupo de maior relevancia com quaspécies
(Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S.sbevs. uberis) isoladas na maioria dos
rebanhos (HARROP et al.,, 1975; FERREIRO; SANTOS;V3l 1981; DOMINGUES;
PADOVANI; DOMINGUES, 1996; RUOFF, 2003; INNINGS at, 2005; FERREIRA, et al
2007; GUILLOUX; CARDOSO; CORBELLINI, 2008; PINHEIR@t al., 2009).

Staphylococcus spp.

Bactéria Gram positiva esférica, que forma estastitgemelhantes a cachos de uva,
hemolitica ou ndo, coagulase positiva ou negasinagrobia facultativa e catalase positiva, e
com alto potencial patogénico (HIRSH; ZEE, 2003).

Encontrada na superficie epitelial na maioria dosnais (HARMON, 1994), sua
importdncia na medicina veterindria deve-se as ogkwds hemolisina, enterotoxina e
leucocidina que determinam sua patogenicidade (HIREEE, 2003; BANDOCH; MELO,
2011).

O indice de isolamento pode variar entre 9,1 e 8%DER FILHO et al., 1985;
LANGENEGGER; FIGUEIREDO; REZENDE, 1986; FREITAS, NBALHAES, 1990;
BELOTI et al., 1997). Animais afetados cdn aureusadquirem valores elevados na CCS
(LANGONI et al., 1991, OLIVEIRA, 2000, SA et al.0@4) que atingem segundo Guilloux,
Cardoso e Corbellini (2008) entre 900 e 2.240x#&03las por mL de leite.

Algumas caracteristicas de viruléncia contribuema @apersisténcia db. aureuso
tecido mamario (SANTOS et al., 2003), destacandasmducdo de exotoxina, que provoca
regides de necrose e fibrose e certa facilidade gugimento de cepas resistentes, favorecido
pelo uso indiscriminado de antibidticos (BARBERIGIETL; DALVIT, 2002).

Normalmente esta envolvido em tipos severos deit@asia forma gangrenosa a
subclinica. Clinicamente evolui com quartos hipecésy edemaciados e sinais de toxemia.
Em situacbes crbnicas ou mal tratadas, pode indumat mastite gangrenosa hiperaguda,
devido ao edema e a congestao da mama que favoeefm@macao de trombos sanguineos, o
que compromete a perfusdo e precipita a morte uaci(RADOSTITS; BLOOD; GAY,
2002). Sua cura ao inicio da lactacdo é restritencipalmente quando ha formacéo de
microabscessos (HARMON, 1994). No entanto, sua mpievaléncia esta associada as
infecgBes subclinicas (HARMON, 1994; FONSECA; SANS;,Q000).

Mastites ocasionadas pStaphylococcusp. tém sido relatados em muitos sistemas de
producédo leiteira em todo o mundo (THORBERG et 2009). Mais de 50 espécies e
subespécies de estafilococos tém sido caractesz&l@énero é dividido em estafilococos
coagulase positivos (ECP) e estafilococos coaguresgativos (ECN), baseado na sua
habilidade em coagular o plasma (PYORALA; TAPONER(9). Mais de dez espécies de
ECN tém sido isoladas a partir de amostras de b@tgno mastitico e as espécies mais
comumente relatadas sa8taphylococcus chromogenes Staphylococcus simulans,
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Staphylococcus epidermidigém deStaphylococcus xylos@sStaphylococcus haemolyticus
Outros ECN frequentemente mencionadosSawarneri, S. saprophyticus, S. schleife§.
lugdunensigTHORBERG et al., 2009).

Embora frequentemente associados a mastite clieicaubclinica, ECN sé&o
considerados agentes secundarios. No diagnosticotidea ECN tém sido tradicionalmente
considerados patdégenos menores, especialmente lagéaeao Staphylococcus aureus
estreptococos e coliformes. A principal razdo € B@N estimulam reacdes inflamatérias
brandas na glandula mamaria, e promovem moderauerda na CCS (BRAMLEY et al.,
1996; RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002), sendo usualneesubagudas e subclinicas.
Apesar de menos intensa a infec¢do por ECN tamistinassociada ao aumento da CCS,
desvalorizacéo da qualidade do leite, e diminudg@producédo (TAPONEN et al., 2008).

Em um estudo conduzido por Pardo et al. (1998jiédononstrada a alta ocorréncia de
mastite clinica por ECN em vacas primiparas noidnita lactacdo e mastite clinica
hiperaguda causando gangrena do tecido glandulta peoducdo de alfa toxina.
Recentement®liveira et al. (2011b) relataram um percentuaisdéamento de ECN de 25%
nos casos de mastite clinica e de 32% nos casosstée subclinica.

No Brasil as mastites por ECN séo, sobretudo cassadrS. epidermidis, S.
chromogeneg S. simulansA prevaléncia d&. epidermidivaria de 11,3 a 23,19% (NADER
FILHO et al., 1985). A presenca desses microrgapss@® maior em propriedades que
reduziram o nimero de infec¢Bes por outros pat@esemdo mais frequentes em animais de
primeira lactacdo. Nas mastites por ECN ocorreo$ibrinteralveolar do tecido mamario,
perda da funcdo secretoria e alteracdo da quastelgdalidade do leite (MARQUES, 2006).

ECN tendem a ser mais resistentes do §ueureus e facilmente desenvolvem
multirresisténcia. O mecanismo de resisténcia waisum é a producdo de beta-lactamases,
0 que resulta em resisténcia a penicilina G e an@penicilinas, e alguns destes podem
carregar o gene mAcde resisténcia a oxacilina. Pelo uso indiscriminddoantibioticos,
cepas multirresistentes sao isoladas de bovinos mastites por ECN, dificultando o seu
controle (MACHADO; CORREA; MARIN, 2008).

Streptococcus spp.

Foi o primeiro grupo a ser incriminado como causatBmastite crénica de carater
infeccioso e contagioso segundo Keefe (1997). Sfbvéhas Gram positivas que formam
pares ou cadeias de cocos, hemoliticas e catadagdivas comuns na microbiota do trato
respiratorio superior, genital inferior e digestiv® géneroStreptococcusompreende pelo
menos 50 espécies, que incluem muitos patdgen@s @pdromem e animais domesticos
(QUINN et al., 2005).

Streptococcus uberie Streptococcus dysgalactiapodem permanecer no ambiente
por no maximo de trés semanas. Contudo apresententapsula antigénica que favorece a
perpetuacdo no organismo sem a eliminacdo petnssimune (HIRSH; ZEE, 2003).

A descricdo de novas espécies relacionadas a enastiina vem acompanhando a
proposicdo de novas espécies para o géfaptococcugWILLIAMS; COLLINS, 1990;
FERNANDEZ-GARAYZABAL et al., 1998, DEVRIESE et all999a, b).

Na década de 1980, o género foi desdobrado em soutés, nomeadamente,
Enterococcus, LactococcusStreptococcysdos quaisEnterococcuse Streptococcusao 0s
mais frequentemente isolados em casos de mastit®kR, 2003; INNINGS et al., 2005).

Mudancas na taxonomia e nomenclatura do gérfetr@ptococcuse géneros
relacionados levaram a criacdo do termo “cocos grasitivos catalase-negativos” para o
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grupo que atualmente engloba 18 géneros, com muit®rganismos isolados do leite total
de rebanhos e envolvidos em casos de infeccOedirsoas e formas clinicas da mastite
(FACKLAM, 2002; SANTOS et al., 2007).

O Streptococcus agalactiak o principal patégeno envolvido em plantéis imgem
que ndo ha um programa eficiente de controle deitma&ssanidade (HIRSH; ZEE, 2003),
causando mastites subclinicas persistentes condtagara espontanea baixa, atuando assim
como reservatorio da infeccao (KEEFE, 1997; WILSGXONZALEZ; DIAS, 1997).

Nos quartos afetados o leite torna-se alcalinoGC8& pode exceder os 500.000/mL
(KEEFE, 1997). Sua transmissdo normalmente ocore¢éa falta de higiene dos
manipuladores, ambiente e equipamentos (RADOSTBL®OD; GAY, 2002).

No periodo das aguas acontece aumento significaio® relatos de casos que
envolvem esses agentes, visto que os meses Unfefesem condi¢cdes que propiciam seu
crescimento e proliferacdo (MARQUES, 2006).

O S. dysgalactiagparticularmentepode ser isolado das tonsilas e causar infec¢cao dos
tetos por lambedura, o que facilita a prevaléneiarastite no rebanho, mesmo quando as
vacas estéo secas (FONSECA; SANTOS, 2000).

Corynebacterium spp.

Séo bacilos, Gram positivos, hemoliticos, catategativos ou ndo e fermentadores
de lactose. Este grupo apresenta como peculiarig@ctescopica os grupamentos em forma
palicada ou letras chinesas. S&o transmitidos nmento da ordenha, por desinfeccdo
deficiente nos tetos ou teteiras, mas podem tande¢rtransmitidos por moscas (LARANJA,
1996; HIRSH; ZEE, 2003).

Animais afetados geralmente apresentam sinais levesmenos evidentes (SMITH,
1994). Devido a sua elevada prevaléncia em infecgteamamarias, Martins et al. (2010)
consideraram que ndo é mais apropriado considaralagente secundario.

Escherichia coli

Bactérias Gram negativas, em forma de bastonetes,agdo hemolitica variavel de
acordo com a estirpe. Componente comum da miceolgastrointestinal, oportunista na
glandula mamaria, causa mastite clinica aguda peraguda nas primeiras semanas do poés-
parto. A fonte de contaminacao € ambiental o gselteeem aparicdes nao sazonais (SMITH,
1994, HIRSH; ZEE, 2003, RIBEIRO et al., 2006).

Atualmente existe atencdo especial voltada park.asoli, pois estas apresentam
variancia em seus fatores de viruléncia. Sdo ngarismos constituidos de estruturas
lipopolissacaridicas (LPS) na parede celular, demadas endotoxinas. Produzem diversas
citocinas ou exocitocinas como as hemolisinas, r fatecrosante citotdéxico (CNF),
verotoxinas - VT e enterotoxinas. Contém fatores favorecem a multiplicacdo em meios
inGspitos, como os sideréforos que adaptam esteorganismo em casos de privacao ao
ferro disponivel, a multirresisténcia aos antiltidsi e as adesinas, pili ou fimbrias para
colonizagéo das células alvo (RIBEIRO et al., 2006)

2.2.5. Patogenia

No periodo anterior ao parto e inicio da lactagaara maior propenséo as infecgdes,
devido a alterac6es hormonais e metabdlicas astssce prenhez, parto e inicio da lactacéo
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que influenciam a resposta inflamatoria (RAINARD;JORLET, 2006; PYORALA,;
TAPONEN, 2009).

A contaminacdo da glandula comeca com o microrgamiadentrando ou invadindo
de forma ascendente o canal do teto. A via hematbgeercutanea sao possiveis, entretanto
a via mais comum de acesso € pelo ducto ou cartataleEm seguida ocorre a infeccdo onde
o agente prolifera e coloniza o tecido glandulam@dwadao (CARLTON; MCGAVIN, 1998;
RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).

A presenca de patdégenos e suas toxinas no Ubeweeimda resposta inflamatoria
caracterizada por alteracbes dos componentes d® (8MITH, 1994; RADOSTITS;
BLOOD; GAY, 2002) e pela elevacao dos niveis dedeitos (CCS), tornando positiva a
correlacéo entre CCS e a infeccao intramamaria @RBHSHUSTER, 1994; SILVA et al.,
2005).

Células somaticas sdo todas as células presentdésiteoque incluem as células
migratérias do sangue para o Ubere, como leucoéeitoélulas de descamacédo do epitélio
glandular secretor. O aporte destas células sesifita na quarta semana pré-parto,
diminuindo gradativamente até uma semana poés-plidosecrecdo lactea de vacas com
infeccdo intramamaria, ocorre aumento no numerocéellas de defesa passando a
predominar neutrofilos, seguidos por macrofagaeféditos, e o numero de células epiteliais
permanece inalterado (PHILPOT; NICKERSON, 1991)sdssalteracées comprometem a
composicao do leite tanto em termos de qualidagmtquna quantidade dos componentes
(BRAMLEY, 1992).

As alteracdes nas caracteristicas do leite procedteraumento da permeabilidade
vascular, induzida principalmente por células pofimnucleares (PMN), com afluxo de
células do sangue para a glandula mamaria (BIBALXIB4; NICKERSON, 1994).

A CCS é influenciada por varios fatores, mas espmente pela presenca de
infeccbes intramamarias, tornando-se um indicadastamte confidvel de sanidade da
glandula mamaria (OSTRENSKY, 1999; VIANA, 2000).

Além do aumento do numero de células, a mastite’opeo alteracdes nos trés
principais componentes do leite, gordura, proteitectose. Enzimas e minerais também séo
afetados. A extensdo do aumento da CCS e as muwdaacaomposicdo do leite estédo
diretamente relacionadas com a superficie do tecitamario atingido pela reacdo
inflamatoria. Portanto ha uma relacao direta eat@CS e a concentracdo dos componentes
do leite (SCHAELLIBAUM, 2000).

Nos processos inflamatorios da glandula mamariaeatam as concentracdes de ions
sédio e cloretos, e as quantidades de calcio, fihsfoagnésio e potassio, enquanto que as
vitaminas diminuem. Decréscimos na composicdo de feram registados para a gordura
(0,1 a 0,45%), solidos nao gordurosos (0,1 a 0,5T&hose (0,1 a 0,77%), e sdlidos totais
(1,07%) (JANZEN, 2010).

Os efeitos da mastite sobre a proteina do leit@ledmtureza qualitativa, uma vez que
os valores absolutos de proteina bruta ndo softmragdes significativas. Sendo assim o
leite apresenta menor teor de caseina, a proteta o leite, acompanhado do aumento de
proteinas séricas, como albuminas e imunoglobu(®@sULTZ, 1997).

Todas estas alteracbes causam diminuicdo da tolarédao calor, alteram as
propriedades organolépticas e acarretam diminudg@aqualidade dos produtos derivados do
leite, com destaque para as perdas no rendimedtsstial e diminuicdo do “tempo de
prateleira” ghelf-lif§, devido principalmente a acdo de enzimas praiessi as quais, em
grande parte, permanecem ativas mesmo apés a nestéo do leite. As enzimas
proteoliticas geram um sabor amargo, enquanto quenaimas lipoliticas predispbéem a
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ocorréncia de sabor rancoso, em funcdo da quelsaadmlos graxos de cadeia curta
(MURPHY et al., 1989; RENEAU; PACKARD, 1991).

2.2.6 Diagndstico

O diagnéstico de mastite clinica € simples em fard#s alteracdes que acarreta na
glandula mamaria e no leite. Entretanto a mastiteclfnica, ndo é diagnosticada pelos
métodos rotineiros de exame clinico (inspec¢éo,gudip) e pelas alteracdes macroscépicas do
leite (RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).

Os métodos mais usados para diagndstico de masiitelinica incluem exames
microbiolégicos, métodos quimicos indiretos e a C@S leite dos quartos mamarios
individuais, dos animais ou do tanque, trazendo apanhado de todo o rebanho sem
discernimento individual (QUINN et al., 1994; PER&], 2005).

O teste da caneca telada ou de fundo escuro geestna eliminagdo dos primeiros
jatos de leite em uma caneca ou coador com fundoregermite a deteccdo do leite
clinicamente anormal, e € um dos métodos mais addi e utilizados para diagnéstico da
mastite clinica (MARGATHO; HIPOLITO; KANETO, 1998).

Fonseca e Santos (2000) e Philpot e Nickerson j26@@&ram que nas salas de
ordenha, onde o piso pode ser de facil lavagemediatamente limpo com jatos de agua, os
primeiros jatos de leite podem ser observados atirente sobre o piso. Adicionalmente
Philpot e Nickerson (2002) defendem esse procedoneyor evitar o esguicho do leite
contaminado nos tetos e no uUbere, e também quedentmmdor manipule uma caneca
contaminada.

O California Mastitis Tes{CMT) é usado mundialmente para diagndstico dditeas
subclinica, tendo como vantagens ser uma provaaape facil execucédo e de baixo custo
gue pode ser empregada no momento da ordenha (RADSSBLOOD; GAY, 2002).

E um método de contagem indireta de células soasatio leite, a partir de reacio
quimica entre amostra de leite e 0 reagente (Laulfato de soédio 3% e Bromocresol
parpura), em bandeja apropriada. O reagente rompenabrana das células que liberam o
material nucléico (DNA), resultando em graus deoi@gao e viscosidade, provocado pela
aglutinacédo das proteinas (MADALENA; MATOS; HOLANDIR., 2001).

A interpretacdo se baseia na observacao visuakagdo que se processa entre o
reagente e o material genético das células sormmdireaentes no leite, formando um gel, cuja
textura é proporcional ao numero de células soamti® resultado € dado em cinco escores
que variam de negativo (-), suspeito (tracos), aimaente positivo (+), positivo (++) e
fortemente positivo (+++) (SCHALM; NOORLANDER, 1962 apresentam correlacdes
variadas com a CCS (PHILPOT; NICKERSON, 1991).

Tem-se questionado a interpretacdo do CMT comouim&nto de diagndstico da
mastite subclinica, por ser um teste subjetivo (MMR MEEK; WILLEBERG, 1994;
CASURA; SCHUKKEN; RUSCH, 1995). Contudo, diferentesstudos atestam a
sensibilidade do CMT em identificar quartos mangmom mastite subclinica quando a
interpretacdo é rigorosa (BRITO et al., 1997, CADERTORI, 2001, DELLA LIBERA et
al., 2001, BARBOSA et al., 2002, REYES et al., 2005

A CCS no leite de animais individuais ou de tanguema ferramenta valiosa na
avaliacdo do nivel de mastite subclinica no rebanhaestimativa das perdas quantitativas e
qualitativas de producéo do leite e derivados, cormdicativo da qualidade do leite produzido
na propriedade e para estabelecer medidas de gésvercontrole da mastite. A CCS tem por
finalidade o monitoramento dos casos de mastitelisuda e cronica, atuando como o
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principal indicativo da qualidade do leite cru enmoreferéncia da saude da glandula mamaria
das vacas do rebanho (LANGONI; ICHIHARA,; SILVA, 200

Segundo Kitchen (1981), o leite obtido de quartasndrios de animais sadios contém
de 50 a 200 mil cels/mL. Na dependéncia da sewidaextensdo da infecgcao e, do tipo de
microrganismo envolvido, as CCS podem variar de26M00 x 1dcels/mL de leite.

A CCS pode ser realizada de diversas formas senctmtagem eletronica a mais
pratica e indicada pela legislacdo. Os aparelhnsidnam pelo principio de citometria de
fluxo, ou seja, na contagem microscépica de nuadeosdos isolados e deslocados de células
somaticas (CECALAIT, 1993).

Para avaliar o melhor indice e para estimar a ptagem de vacas com mastite
subclinica em rebanhos leiteiros, foi realizado estudo na Holanda (LIEVAART,;
KREMER; BARKEMA, 2007) no qual foram coletados dadie 246 fazendas leiteiras, as
quais realizavam a CCS individual de todas as vawatactacdo. Foi calculada a correlacdo
entre os indices CCS do leite do tanque, CCS de\exh em lactacdo, a CCS aritmética, e a
porcentagem de vacas com mastite subclinica (CCZ0>000 cels/mL). O indice que
apresentou a melhor correlagcdo com a porcentagewaacks com mastite subclinica foi a
meédia aritmética de CCS individual das vacas. Unggdianaritmética de 400.000 cels/mL
indicaria cerca de 30% de vacas com mastite sutelio rebanho. A correlacdo entre CCS
do tanque e a porcentagem de vacas com mastitérscéddoi moderada (R2= 0,64), porém
uma estimativa 0til da mastite subclinica em nigel rebanho. Também outros estudos
(SCHUKKEN et al., 2003; BRADLEY; GREEN, 2005;. VAIE) OSTERAS; SIMENSE,
2005) indicaram que a média aritmética da CCS dast@ms vacas é o parametro mais
adequado para resumir a situacédo de mastite sigaclim rebanho.

Quando o leite de todas as vacas num rebanho éraustno tanque de expanséo, a
CCS numa amostra composta € um bom indicador dalpreia de mastite no rebanho
(LIEVAART; KREMER; BARKEMA, 2007) (Quadro 01).

Rebanhos com um controle de mastite eficaz ténmtaatesnente contagens abaixo de
100.000 cels/mL. Uma CCS maior que 200.000 celsindica a presenca de mastite
subclinica. Uma CCS do tanque de 400.000 cels/micanque cerca de 25% de vacas com
mastite subclinica. Contagens maiores que 500880 indicam que pelo menos um terco
das glandulas mamarias dos animais em lactacao ief¢@tadas e a perda de leite devido a
mastite subclinica é de pelo menos 10% (LIEVAARRBEMER; BARKEMA, 2007).

Quadro 01: Relacéo entre contagem de células somaticas (Q8@stras compostas de
tanques de refrigeracdo, perda de producédo (%)eeal@ncia de mastite subclinica no
rebanho.

ccs Quarto infectado | Perda de producéo Prevaléncia de MSC*
(%) (%)
<200.000 6 0AS5 Préxima a zero
200.000-500.000 16 6A9 Alguns casos
500.000-1.000.000 32 10 A 18 Muitos casos
>1.000.000 48 19 A 29 Epidémica

*MSC — Mastite subclinica
Fonte: Lievaart; Kremer; Barkema (2007)

O exame microbiolégico é o método padrdo para éecdo da saude do Ubere e
diagnostico da mastite bovina. O isolamento baaterie respectivo antibiograma além de
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Uteis para confirmar o diagndstico clinico podewfidar medidas especificas de controle de
acordo com o padrao de infecgao encontrado (BRETED,€1999).

A cultura bacteriana geralmente é feita em vacksiseadas a partir da CCS ou de
casos clinicos. A cultura do leite individual é xame mais sensivel e especifico para
pesquisa da mastite, de forma a identificar ascesp®éacterianas envolvidas na infec¢do. Ao
se ter conhecimento do agente etioldgico, € pdsdefair o protocolo de tratamento que
mais se ajusta e até mesmo a definicdo da fornmmdgio (FONSECA; SANTOS, 2000;
RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).

O diagnostico definitivo da mastite baseia-se namammento dos patdégenos das
amostras de leite (MCDOUGALL et al., 2001). Entnétaocorre uma contradicdo em torno
da empregabilidade do diagndéstico laboratorial dstites na rotina do leite, principalmente
no que se refere ao alto custo do exame e urgémciascolha da conduta terapéutica
(FERNANDES, 2006).

Por necessitar de exames laboratoriais acuradopptpara o crescimento da cultura e
custos elevados, quando executado de forma isqlada apresentar resultados pouco
efetivos (MCDOUGALL et al., 2001; PYORALLA, 2003).

Os meétodos utilizados para a determinacdo da @aianicrobiolégica podem ser
qualitativos ou quantitativos. Os qualitativos aergam praticidade de realizagao, entretanto
sdo subjetivos, sendo utilizados apenas para a@béigo geral e presuntivo; incluem os
testes da redutase, fermentacgéo e acidez (FONSERNTOS, 2000).

Dentre os testes quantitativos destaca-se a contdgeteriana total, em que séo
estimadas as unidades formadoras de colénias déribacpor mililitro de leite, sendo a
contagem padréo em placa (CPP), o método de refar@RASIL, 1999).

Para avaliagdo da qualidade microbiologica do ,l€itorova da redutase e a CPP
constituem as técnicas tradicionalmente empregadasndustrias lacteas. De acordo com
Suhren e Reichmuth (2000) apesar de utilizada natégonalmente como método de
referéncia, a CPP nédo expressa a real qualidaderio&igica do leite, podendo subestimar a
quantidade de bactérias presentes, pois apena&ribactiaveis e que se multiplicam nas
condic¢des de cultivo (BRITO et al., 1999; HILLERTOBERRY, 2003).

De acordo com Makovec e Ruegg, (2002) o isolambatberiano apresenta 50% de
chances de crescimento e identificacdo das amostras

Dentre as dificuldades no isolamento do agentelogimp destacam-se: o
microrganismo pode nédo ser eliminado de forma naatbu ser eliminado em concentragdes
insignificantes; os microrganismos podem nao sectiedos pelos exames bacterioldgicos de
rotina; algumas enzimas e proteinas presentesiteo(lisozima e lactoferrina) dificultam a
deteccao; e a infeccdo pode ser mantida apenasnplotoxinas bacterianas ou compostos
nocivos liberados pelas células inflamatérias quegugdicam a sobrevivéncia bacteriana e
deteccdo da mesma (MCDOUGALL et al, 2001; RUEGCGEINEMANN, 2002;
PYORALLA, 2003).

2.2.7 Controle e Profilaxia

Vérias medidas sdo propostas para controlar atma&sém consequéncia diminuir os
impactos econdmicos na atividade leiteira. Os pnogis de controle devem ter como metas
principais: reduzir novas infecc¢des, encurtar aaglio das infec¢des existentes, promover a
reducdo dos casos clinicos, controlar ou erradisamastites contagiosas, manter poucos
incidentes por agentes ambientais, menos de 2%is&déos clinicos ao més, 85% das vacas
livres de mastite subclinica e a CCS abaixo de®0@0cels/mL de leite (BRITO et al., 1999).
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Inicialmente, o programa consiste na conscientzalg® produtores sobre as perdas
econdmicas, identificacdo das vacas e rebanhostalies, isolamento ou descarte das vacas
com mastite cronica, adocdo de medidas espectdeamtamento, formulacdo de estratégias
para evitar a proliferacdo da doenca e, principatejyeadocéo de boas préticas de higiene da
ordenha e ordenhador (RUPP; BEAUDEAU; BOICHARD, @ODINGWELL et al., 2004).

Muller (2002) e Dias (2007) ressaltaram que é foretgal detectar tratar os animais
enfermos de acordo com o patdgeno envolvido, slaci vacas naturalmente mais
resistentes e propiciar o fornecimento de alimé&uagequada. Deve-se ainda atuar sobre as
possiveis vias de transmissédo, implantando umtcomanejo e higiene de ordenha, e manter
as vacas em ambiente seco e limpo. Também se fexrtamte o monitoramento continuo dos
indices de mastite e manutencédo de descartes m@iargronicos ou que apresentaram mais
de trés casos clinicos durante a mesma lactacdonedmas importantes no controle da
doenca no rebanho (PHILPOT; NICKERSON, 1991, FONSERANTOS, 2000).

De forma geral os procedimentos fundamentais dogramas de controle de mastite
incluem: pesquisar os agentes infecciosos presaotgmdo afetado; tratamento adequado e
imediato de todos os casos clinicos; instituir dinthe ordenha (primiparas, multiparas
negativas, animais que foram afetados, e por finaromais positivos, respectivamente);
realizar a manutencdo do equipamento de ordenlaaeo com instrugbes do fabricante;
limpeza individual dos tetos com agua clorada; gmds-dipping (imersdo dos tetos por 30
segundos pré e pdés-ordenha de todas as vacas addsnbom solucdo antisséptica ndo
corrosiva); certificar que os tetos estejam higiados e seca-los com papel toalha descartavel
antes de serem ordenhados; rejeitar os primeitos ¢k leite, e verificar cor e textura (caneca
de fundo preto); realizar frequentemente o CMT Jiav® leite de animais com alteracdes e
rejeitar o leite com aparéncia anormal; fechargisteo de vacuo antes de retirar as teteiras,
fazer desinfeccdo das mesmas entre cada anintakerdfir os animais, por no minimo 30
minutos apos a ordenha, para oclusdo do esfinfbemacdo do tampéo de queratina antes de
deitarem; aplicacdo de antibidticos na interrupgho lactacdo (terapia da vaca seca)
(PHILPOT; NICKERSON, 1991, FONSECA; SANTOS, 2000RZBJEIRA et al., 2009).

2.2.8 Tratamento

O tratamento adequado € o melhor caminho paratoot®ia mastite na propriedade.
Primeiramente, arquiteta-se a estratégia da tenapiameio da avaliacdo dos animais e
quartos afetados, da forma de apresentacédo daendstiperiodo de lactacédo, da sanidade do
rebanho e da identificacdo do patdégeno por meicultara e sensibilidade antimicrobiana
(MULLER, 2002; DIAS, 2007).

O tratamento das infec¢des é realizado com maicacih e seguranca, se baseado no
resultado da cultura microbiolégica, complementaden o teste de sensibilidade. O
antibiograma testa a sensibilidade do agente freni@ma variedade de drogas, determinando
assim, a qual delas o microrganismo € resistentsenogivel (MARGATHO; HIPOLITO;
KANETO, 1998; PHILPOT; NICKERSON, 2002), permitinéscolher o tratamento com a
certeza de se utilizar o produto que melhor seapib combate aos agentes de mastite na
propriedade (FERNANDES, 2006).

Para o tratamento das mastites subclinicas develevaglos em consideragéo o custo,
o tempo de eliminagdo dos antibidticos e a perdéeile Sendo assim, recomenda-se o
minimo de aplicacdes, de forma a buscar a curaadimsais e o0 retorno rapido a producao
com perda menor de leite pelo descarte (WILSON.gt1886, CULLOR, 1993). Casos de
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mastite clinica devem ser tratados imediatamentsergando o perfil microbiologico e de
sensibilidade, dose e via de aplicacdo (MULLER,Z2@IAS, 2007).

A forma mais indicada € a intramamaria, trata-seesigotamento total do quarto
infectado e infusdo de um antibiotico adentrando pecto do teto, ndo esquecendo que a
vaca em tratamento deve ser ordenhada frequenteraemqie seu leite deve ser descartado
(RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002).

Terapia parenteral deve ser empregada somente saa da envolvimento sistémico,
devido ao comprometimento da difusdo do antibiétieomama (MULLER, 2002; DIAS,
2007).

Tanto o inicio como o final do periodo seco saenasnentos de maior risco para o
desenvolvimento de infec¢bes intramamarias, ondébere torna-se mais susceptivel
(RADOSTITS; BLOOD; GAY, 2002). Assim preconiza-senadicacédo das vacas no dia da
secagem, por via intramamaria com produto de l@agg®a. Esta medida tem por finalidade a
cura de possiveis infec¢ges subclinicas e tambgravencao de infecgdes durante o periodo
seco (MULLER, 2002; DIAS, 2007).

Resultados promissores tém sido observados cono @eisracinas que reduzem a
incidéncia e a gravidade das mastites ambientais qoliformes usando bacterinas
constituidas de microrganismos mutantes (MULLER2ZDIAS, 2007; CERQUEIRA et al.,
2009).

Medidas como inutilizagdo ou amputacdo por cirurgia aplicagdo de irritante
quimico através do teto, sdo usadas em casos e@strdm quartos afetados por mastite
cronica, principalmente quando a glandula estaramente danificada e pode comprometer a
vida do animal, ou tornar-se uma fonte permaneaieféccdo (REBHUN, 2000).

2.3. Residuos de antibioticos no leite

Qualidade e inocuidade de alimentos séo aspeck®gntes para a saude publica,
com destaque aos perigos microbiolégicos e quimamsprodutos de origem animal.
Conforme evidenciado na Tabela 01, a maioria ddsepaestabelece em suas legislacdes
sanitarias regulamentacdo para o uso de antimarobina pecuaria, definindo os limites
méximos de residuos nos alimentos de origem animal.

Apesar de microrganismos patogénicos serem 0s exgemiis relacionados a
enfermidades veiculadas por alimentos, a preserceesiduos de elementos quimicos e
agentes antimicrobianos € comum tanto no Brasilbcem outros paises (NERO et al., 2007).

No contexto da producédo de leite, a legislacda&amiestabelece que o leite deva ser
livre de qualquer espécie de contaminante e imip@igces maximos de residuos (LMR) em
alimentos de origem animal. Foram definidos poror@ Plano Nacional de Controle de
Residuos em Produtos de Origem Animal (PNCRB)mgds maximos de antimicrobianos
como Oxitetraciclina, Tetraciclina, Sulfametoxi@ylfametazina, Ceftiofur, Clortetraciclina,
Penicilina G, Amoxicilina e Ampicilina para cada kig leite, ou "ppb” (CODEX
ALIMENTARIUS, 1993, ANVISA, 2006). Amostras com \aks acima dos padrdes
estabelecidos s&o consideradas impréprias parasoiem humano (BRANDAO, 2000).

O uso difundido de antibidticos para tratamentaldencas infecciosas em rebanhos
leiteiros, principalmente mastites, doencas regdroalsl e do trato respiratorio, tem
contribuido para a presenca de residuos de antioiéeros no leite (SILVA; SENA, 1984).
Por outro lado, antibidticos tém sido usados ndrotende mortalidade e morbidade animal, e
também incorporado a rac¢do, como aditivo para mathms ganhos de peso e aumentar a
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conversao alimentar (SANTOS, 1984), contribuindoltdm para a presenca de residuos no
leite e produtos de origem animal.

Tabela 01: Limites maximos de residuos (LMR) de antimicrobmnpermitidos por
quilograma de leite no Brasil, Canada, Unido EueoféE) e Estados Unidos (EUA).

LMR (ng/kg ou ppb)

Principios ativos

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 preocupacao com a presenca de antibioticos tejlestifica-se pelos riscos a saude
do consumidor (NUNES; D"ANGELINO, 2007) e efeitasbee 0 processamento industrial
(NASCIMENTO; MAESTRO; CAMPOS, 2001), aléem do poteigapel na seletividade de
populacdes microbianas resistentes, ja que elesaweliminados por meio dos processos de
beneficiamento (SISCHO, 1996; MUSSER et al, 2001).

Os antimicrobianos eliminados no leite, sdo resisgeaos métodos de conservacao
como 0 aquecimento e/ou congelamento, e somentares) casos pode ocorrer alteracédo de
sua atividade (AURVALLE, 1981).

Segundo Costa (1996) e Albuquerque et al. (199p)esenca desses residuos no leite
pode ocasionar uma série de problemas: selecaepds bacterianas resistentes no ambiente,
principalmente quando seu uso € indiscriminadosgde seletiva sobre a flora intestinal,
favorecendo o crescimento de microrganismos comtéesia natural ou adquirida; reacdes
alérgicas e possivel choque anafilatico em indn$deensiveis.

Quanto aos aspectos de producgdo, os residuos theicapibianos interferem no
crescimento dos cultivos iniciadores durante aceht#io de queijos, iogurtes e outros leites
fermentados (BRADY, KATZ, 1988; DEWDNEY et al, 199MARTINS et. al., 2008),
reduzindo a producéo de acidos e alterando o sebproducédo da manteiga (JONES, 1999).
E ainda, pela modificacdo dos resultados de asal&mratoriais pode induzir a uma falsa
ideia da boa qualidade do produto (COSTA, 1996).

No que se refere a mastite como principal causaisto de antimicrobianos nos
rebanhos leiteiros (SAVILLE; WITTUM, SMITH, 2000jpi demonstrado que o risco da
presenca de residuo de antimicrobianos no leiteefi@ vezes maior em rebanhos com média
de CCS acima de 700.000 cels/mL em relacdo aomhebacom média menor ou igual a
250.000 cels/mL (SAVILLE; WITTUM, SMITH; 2000).

Alguns fatores como qualidade do leite ejetadogruatio entre o tratamento e a
ordenha seguinte, formulacdes medicamentosas adglilz quantidade de doses e via de
administragdo podem alterar a eliminacéo da drdgaaecer a presenca de residuos no leite
(MARTH; ELLICKSON, 1959; CANNON; HAWKINS; WIGGINS1972; COSTA et al,
1999).
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Um dos pontos criticos no controle de residuo dibiéticos no leite pode ser a nao
observacédo do periodo de caréncia, ou seja, wahetle tempo compreendido entre a Ultima
aplicacdo do medicamento e a auséncia de residdesejaveis, que varia de acordo com a
quantidade da producédo de leite no momento do nimtto, tipo e quantidade de
medicamento usado, a dose e a via de aplicac@uloeisado na formulacéo do antibidtico e
solubilidade, e estado de saude do animal (OLIVEIRARRNEIRO, 1998). Também
contribuem a auséncia de anota¢cdes ou anotacGiuedas para identificacdo de animais
em tratamento e uso de drogas de maneira inade(®bdsGG; TABONE, 2000, SAVILLE;
WITTUM, SMITH, 2000).

Os produtos apropriados para tratamento da maltiéeem quanto a formulacédo do
antibiotico. Na lactacdo s&o logo liberados porgée sais soluveis (acdo rapida). E, para
tratamento no periodo seco sédo geralmente saifives® (acdo longa), para permitir a
liberacdo continua do antibidtico durante variasnas®s. Estudos a base de testes
guantitativos determinam o tempo em que o antitmotiesta sendo excretado e,
consequentemente, o periodo no qual o leite nde der enviado para consumo humano
(OLIVEIRA; CARNEIRO, 1998).

Por sua importancia na alimentacdo humana, odest@alimento mais avaliado quanto
a contaminagdo por antibidticos (ALBUQUERQUE et 4B96; MARTINS; VAZ, 2000;
NASCIMENTO; MAESTRO; CAMPOS, 2001; RAIA JR, 2001ABROS; JESUS; SILVA,
2001; DENOBILE, 2002; ROSARIO, 2002; HOTTA, 2003;EMEIROS et al., 2004;
COUTO; TORTORA, 2005; TETZNER et al., 2005; NERO aft, 2007; NUNES;

D ANGELINO, 2007; FONSECA et al., 2009; MACEDO; FRRS, 2009; MORAIS et al.,
2009; SOUSA et al., 2010).

Os efeitos deletérios a saude incluem ototoxicidadérotoxicidade, desequilibrio da
microbiota intestinal favorecendo o0 aparecimento desisténcia em bactérias
enteropatogénicas, discrasias sanguineas, rea¢@egscas, hipersensibilidade e choque
anafilatico (DAYAN, 1993), além do potencial tergémico e carcinogénico, e mudltipla
resisténcia (TAVARES, 1996; COSTA et al, 1999; C@SZ002).

Nos medicamentos para mastite, disponiveis no merdaasileiro, constam um
predominio de formulacdes contendo aminoglicosidegsincipalmente os betalactamicos
(SINDAN, 2003, 2004), consequentemente sendo dslues mais encontrados no leite
(SHITANDI; KIHUMBU, 2004). Segundo Fagundes (20@8)imais submetidos a terapia na
interrupcdo da lactacdo, com o periodo seco recdadlen na lactacdo subsequente podem
estar eliminando residuos medicamentosos, mesrpeit@sdo-se o periodo de caréncia.

Residuos de antimicrobianos foram detectados e d¢i mistura procedentes de
propriedades rurais, em usinas de beneficiamemasteurizados prontos para consumo no
mercado varejista em diferentes regides e Estadwmhifores de leite no Brasil (MACEDO,;
FREITAS, 2009).

Os antimicrobianos encontrados com maior frequénagiite integral pasteurizado
pelo método de temperatura ultraelevada (UHT) daranano de 2004 a 2005 foram:
Aminoglicosideos (Estreptomicina, Diidroestreptamac e Neomicina), Cloranfenicol,
Betalactamicos, Tetraciclinas. Residuos de befatdcbs foram detectados em menos de 1%
das amostras de leite, em 2003 e 2% foram positpas Tetraciclinas. Quanto ao
Cloranfenicol, cujo uso em animais nao € permitelqualquer valor é considerado violagao,
foram relatadas 5% de amostras de leite UHT sw@spedntretanto os resultados nao foram
confirmatdrios. Para analise de aminoglicosided® tids amostras foram positivas, porém
em teores abaixo do LMR (ANVISA, 2006).
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O consumo de leite com resquicios de Cloranferaté&h das alergias pode induzir
discrasia sanguinea, anemia aplasica e neuritea0fntretanto foi seu efeito idiossincratico,
com inibicdo irreversivel da medula éssea, queup€is aFood and Drug Administration
(FDA) a proibir seu uso em animais de abate ourdetis a producéo de leite (SETTEPANI,
1984; SUNDLOF, 1989).

Os antibidticos betalactamicos estdo entre os osddos em todo o mundo seja na
medicina humana ou animal (SINDAN, 2003, 2004),sentmiores indices de resisténcia
foram constatados com o uso da penicilina (NADERHE et al., 1986; LANGONI et al.,
1991; DOMINGUES; PADOVANI; DOMINGUES,1994; COUTINHet al., 2006; NADER
FILHO et al., 2007).

Estima-se que acima de 10% da populacdo seja cdéd@g penicilinas e seus
metabdlitos, e entre 5 a 10% da populacdo apresestdes anafildticas com o consumo de
apenas 1 parte por bilhdo (ppb) desse farmaco (SA9E9). Rosanove (1960) informou
sobre um paciente que apresentou vesiculas e esipedpele e mucosa oral apds a ingestao
de leite contendo 0,05 Ul/mL de penicilina.

Os residuos de antibidticos no leite sdo normalenentontrados em concentracdes
muito baixas (ppb) e este fato aliado a grandersidade de drogas que podem ser utilizadas,
dificulta a sua detecgdo. No entanto, por sua &elea, ha diversos métodos disponiveis para
a identificacdo de residuos no leite. Os métodeos geteccao de residuos de antimicrobianos
em alimentos baseiam-se em trés principios basicefeito direto sobre um microrganismo
teste; o reconhecimento da forma tridimensional eswdbar, utilizado em técnicas
imunologicas e o uso das caracteristicas fisicorgas dos antimicrobianos, que
fundamentam técnicas cromatograficas e/ou espeétricas (PETZ, 1996).

As técnicas microbiol6gicas apresentam desvantagem® a baixa seletividade na
identificacdo do antimicrobiano; limites restrita®e deteccdo; tempo e incidéncia de
resultados falsos positivos (MARTIN; MORAGA, 1996EUBAUER, 1998; MCINTOSH,;
SHELDON, 2002,).

Por outro lado, os métodos fisico-quimicos, comogoe empregam a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, embormplexos, onerosos e demorados, possuem
maior sensibilidade e seletivamente adequados gaaatificar niveis muito baixos de
residuos, o que tem garantido seu uso, principdémpara a confirmacdo de amostras
positivas em métodos de triagem (MOATS; HARIK-KHAN95; MITCHELL et al., 1998).

2.4. Resisténcia bacteriana

A descoberta e 0 amplo uso de antimicrobianosamanm impacto profundo sobre a
vida e a saude dos seres humanos e dos animaifica/ee na atualidade que apesar da
disponibilidade de varios antimicrobianos para aammento da mastite, o problema de
resisténcia dos microrganismos acentuou-se pelo ingdigcriminado e inadequado de
antibioticos (COSTA et al., 1996; OLIVEIRA, 2006).

Atualmente € evidente a preocupacdo com o desem@ito de microrganismos
multirresistentes, especialmente resisténcia banterem agentes patologicos de potencial
zoonotico (OLIVEIRA; GOMES; VELLOSO, 2000).

O problema crescente da resisténcia de bactériaggracas em humanos ja ha alguns
anos é relacionada ao uso inadequado e indiscidmide antibioticos (COHEN, 1992; NEU,
1992; WEY, 1996). Como consequéncia, diferentegaralo arsenal terapéutico classico e
mesmo de desenvolvimento recente vem se tornaeéloiemtes.
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O fendbmeno da resisténcia bacteriana a diversds@itos e agentes quimioterapicos
impde sérias limitacbes as opcdes para o tratantentofeccbes bacterianas, representando
uma ameaca para a saude publica. Esta resistéagianta rapidamente por meio de
transferéncia genética, atingindo algumas das ipaig bactérias Gram positivas, como
enterococos, estafilococos e estreptococos (FRANGREBB; TAYLOR, 1990;
MITCHELL; YEE, 1995; COSTA et al, 1999; BLACK, 20p2

Segundo Bogaard, London e Stobberingh (2000) ctgo Nascimento; Maestro;
Campos (2001) a tendéncia é o agravamento dosaguddrresisténcia, especialmente nos
casos de patdbgenos comuns aos animais e humanos.

O fenbmeno crescente da resisténcia bacterianaagteazado por refratariedade
parcial ou total dos microrganismos ao efeito débaitico. E uma condicdo natural e
inevitavel, pois ao se usar antimicrobianos, sengparecerdo bactérias que se tornardo
resistentes, porém, a utilizacdo correta dos antiiianos, pode causar um menor indice de
resisténcia (TORTORA; FUNKE; CASE, 2009). O empraip baixas dosagens e a nao
determinacdo dos niveis de sensibilidade dos agetitedgicos aos antimicrobianos sdo 0s
principais fatores catalizadores da resisténcitebaca (ANDRADE, 2001).

A resisténcia pode estabelecer-se entre microng@asigsle uma mesma populacao ou
de diferentes populagdes como da microbiota anpa humana e vice-versa (NIJSTEN et
al. 1993).

A grande capacidade de adaptacdo esta associatfaitara genémica, que garante a
troca de genes entre bactérias, usando para ss@m@tios ndo cromossoémicos: plasmideos,
transposons e até bacteriéfagos (transducdo). Edfiesos podem destruir as bactérias
hospedeiras, carrear e espalhar os genes bacte(@RANCO; WEBB; TAYLOR, 1990,
MITCHELL; YEE, 1995, COSTA et al., 1999, BLACK, 201

Ocorre resisténcia quando a bactéria adquire ggmespermitem a interferéncia no
mecanismo de agdo do antibiotico por mutacdo edpeatde DNA ou por transformacéo e
transferéncia de plasmideos. A causa primaria @tagéio espontanea e a recombinagédo dos
genes (reproducdo), que criam variabilidade gemé&abre a qual atua a selecao natural,
dando vantagens aos mais aptos. As drogas atuam agemtes seletivos, favorecendo as
bactérias resistentes presentes na populacao. €@grgainismos resistentes sobrevivem e se
multiplicam selecionando os mais aptos (BLACK, 2002

O alto nivel de resisténcia multipla apresenta issorpotencial para a saude publica e
pode dificultar o tratamento de doencas de animdismanos, agravando quadros clinicos
(SENA, 2000).

Héa evidéncias de que o tratamento de animais caimi@itos torne seus produtos e
derivados, fonte para resisténcia aos antibiotieosspécie humana (OLIVEIRA, 2006).

Nader Filho et al. (2007) avaliaram a sensibilidadgmicrobianan vitro de 72 cepas
de S. aureudsoladas de leite de vacas com mastite clinicabelimica, em 10 propriedades
do Estado de Sado Paulo. Os principios ativos corinaneficacia foram a gentamicina
(98,6%) e a eritromicina (98,6%), seguidos pelaepsdmicina (94,4%), oxacilina (84,7%),
novobiocina (73,4%), vancomicina (72,2%), ampieili(4,2%) e por ultimo a penicilina
(2,8%). Os resultados evidenciaram que 100% dasscegtudadas apresentaram resisténcia
h& pelo menos dois antibidticos ou quimioterapieague nenhum destes principios ativos,
agindo isoladamente, poderia ser ativo contra gealgma das cepas experimentadas.

A amoxicilina pertence ao grupo de antibidticosatztamicos e geralmente os
estafilococos mostraram elevada resisténcia (adm&@0%) a penicilina G, bem como,
ampicilina, amoxicilina e carbenicilina (TAVARES)@0).
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Em estudo mais recente (FERREIRA et al., 2006)eeas$r 77 estirpes d&. aureus
submetidas aos testes de sensibilidadatro frente a 12 antimicrobianos, 75,3% revelaram-
se sensiveis a todos os principios ativos testé&ginstos; Leal e Rossi (2006) avaliando o
perfil de sensibilidade d8taphylococcuspp. na regidao de Uberlandia-MG, observaram que
73,68% dos isolados apresentavam resisténcia @meicina e 76,92% dos isolados de
enterobactérias foram resistentes a amoxicilina.

Fontana, Giannini e Leite (2010), analisando 17¢asdeiteiras da regiao de Jatai -
GO, relataram predominio de 31 amostras contéhidaureus,100% das amostras foram
resistentes a oxaciclina, penicilina e ampicilie&0,3% das cepas apresentavam o0 gene da
betalactamase.

O perfil de sensibilidade de bactérias isoladasl@®@ ovelhas mastiticas indicou
10,46% de sensibilidade a novobiocina, 16,29% #oericina, 17,43% a lincomicina e
19,77% a amoxicilina (DRESCHER et al., 2010).

Dias et al. (1985) analisaram 154 amostras de atwse entre hortalicas, leite e
merenda escolar, destas isolaram 400 tipos derizact&ram negativas, em sua maioria
enterobactérias. Seis apresentaram sensibilidaidfadiazina, estreptomicina, tetraciclina,
cloranfenicol, canamicina, ampicilina, acido nalidd. Todas foram sensiveis a gentamicina
e 27,6% foram sensiveis a sulfadiazina.

Ao avaliar o perfil de sensibilidade e a detecc@ ndarcadores genéticos de
resisténcia em amostras 8&eptococcus agalactiasolados de animais e humanos Cunha
(2008) identificou que as cepas isoladas de bovimostraram perfil diferente quanto a
sensibilidade a bacitracina, uma vez que apenas B3&s se revelaram suscetiveis contra
100% de sensibilidade para os isolados de origamaha. Os isolados originados de bovino
demonstraram percentuais de resisténcia ao conjiegnamtibiéticos analisados superiores aos
observados em isolados de material humano.

Poubel et al. (2008) notificaram aumento significatia resisténcia d8treptococcus
agalactiaeisolados de amostras de leite de vacas com mastiielinica as tetraciclinas
(92%), confirmando relatos de Guérin -Faublée.qal02, 2003).

O uso de antibitticos na secagem das vacas verno sgiedtionado, por propulsionar
essa resisténcia. Costa (1995) e Barberio, GiBtleit (2002) citaram crescente resisténcia
no transcorrer dos anos no Brasil e no mundo. tami@ Erskine et al. (2001), Makovec e
Ruegg (2003) relatam n&o haver indicios do deseimrehto de resisténcia a antibiéticos.
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3 MATERIAL E METODOS

De acordo com as diretrizes da Universidade Fedtuedl do Rio de Janeiro, este
projeto foi submetido e aprovado pelo Comité deca&Etem Pesquisa (Protocolo n°
23083000/2012). Um consentimento livre e esclacetiil assinado pelos proprietarios e os
procedimentos e coletas foram permitidos pelos raesm

3.1. Local e amostragem

O presente trabalho foi desenvolvido em continuedadtrabalhos de extensdo e
pesquisa realizados em propriedades da regidaol@ulrfense.

Em virtude do grande numero de propriedades comlgras de qualidade do leite,
optou-se pelo estudo em unidades de producéo we (l¢PL) fornecedoras a uma Unica
cooperativa com sede no municipio de Resende, &kianeiro.

As propriedades foram escolhidas com base em u@sanealizada em maio de
2011 em 18 UPL que compunham uma rota de coleteiglea granel no Municipio de
Resende, RJ. Assim, esse estudo foi realizado dgonaajunho de 2012, em duas etapas e
trés coletas em seis das dezoito propriedadeadé@sitem maio de 2011.

3.2. Critérios de selecdo - Adequacéo aos critéride qualidade

Inicialmente foram analisadas 18 amostras de d¢eiteprovenientes de 18 tanques de
refrigeracao por expansao, de 18 propriedadesiabde maio de 2011.

As amostras numeradas segundo a ordem de coletalezécéo na rota do caminhao
foram coletadas em tanques de expanséao individasisespectivas propriedades. O leite foi
armazenado em frascos contendo o0 conservante lmo(@promo-2-nitro-1,3-propanodiol
na concentracao de 8 mg do ingrediente ativo) ecsgrservantes, acondicionados em caixa
isotérmica contendo gelo e encaminhadas para esas composicao (teores de gordura,
proteina, lactose, solidos totais e extrato seserdgrdurado - %/mm), contagens de células
somaticas (CCS - células x mil/mL) e pesquisa ddduww de antibidticos (positivo ou
negativo) na Clinica do Leite, Escola Superior deidiltura Luis de Queiroz — Universidade
de S&o Paulo, Piracicaba — S&o Paulo.

As amostras foram coletadas em um Unico dia, cdotaa com a colaboracdo e
participacdo do responsavel técnico pela linhaotita para abordagem aos produtores.

Dessa analise inicial, foram selecionadas seisade®l de producdo cujo leite de
conjunto tenha apresentou CCS acima de 750 milntke)Jse como critério adicional que
fossem proximas, de forma a facilitar as visitagisges.

3.3. Caracterizacéo das Unidades de Producao

Em margo de 2012, foi aplicado um formulario, soloraa decheck list buscando
maior conhecimento das condi¢des de producéo eaprag@riedade.

Informacdes relativas a propriedade (area, numeranimais, tipo de mao de obra,
finalidade da producéo), producdo (vacas em lagtagdlume de producéo), sanidade do
rebanho (vacinas, histérico de enfermidades, clentde ecto e endoparasitos) manejo
nutricional, higiénico e sanitario dos animais, besmo frequéncia de coleta do leite pelo
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caminhao; resfriamento do leite na propriedademés de identificacdo, prevencdo e
tratamento de mastite foram obtidas por meio deseista aos proprietarios.

Adicionalmente foram abordados aspectos relativosc@ndicdes das instalacbes
(curral, estdbulo, sala de ordenha), higiene andli¢inequéncia da limpeza), 4gua (origem e
armazenamento), medidas de limpeza e manejo dal@ad#po, numero, horario, linha de
ordenha, tempo, ordem dos animais, testes paracdetale mastite, pré e pdagping,
estado de conservacao e higiene dos utensili@gjcedibs animais e pessoas envolvidas no
processo (Anexo 1).

Cada entrevista foi seguida de visita as instalgigra observacdm loco das
condi¢des clinicas e de manejo dos animais, coasénfos procedimentos de higienizagéo e
manejo da ordenha. Dados divergentes quanto asnaf@es prestadas pelos proprietarios e
verificadasn locoforam registrados, sendo considerados os fatdmdosa.

3.4. Mastite: Ocorréncia e Etiologia

Apds a observacao preliminar das condi¢des higadnécsanitarias dos rebanhos, foi
realizado entre abril e junho de 2012, em trédasstom intervalos aproximados de 20 dias,
um levantamento dos casos de mastite clinica par doeexame fisico da glandula mamaria
e teste da caneca telada.

Nos mesmos momentos, amostras de leite de quaaogrnos de vacas com mastite
clinica, foram coletadas, em frascos esterilizadpés lavagem dos tetos com agua, secagem
com papel toalha e desinfeccdo da teta e do dstinatgoddo embebido em &lcool a 70% e
descarte dos primeiros jatos (PHILPOT; NICKERSO881).

As amostras assim obtidas foram mantidas em retgsasotérmicos contendo gelo
durante o transporte e encaminhadas ao Laboratérigacteriologia da UFRRJ para cultura,
isolamento e identificacdo de agentes microbianogstes de sensibilidade frente aos
principios ativos contidos nas formulagdes antiitieas disponiveis no comeércio.

Os indices de mastite subclinica foram estimadoalaih maio e junho, com base na
CCS como proposto por Schukken et al. (2003), Brsadl Green (2005), Valde, Osteras e
Simense (2005), Lievaart, Kremer e Barkema (20079 8rasil por Gigante (2004) e Bueno
et al. (2004).

3.5. Leite cru refrigerado

As amostras de leite do conjunto, resultado fimgpbcesso total de ordenha em cada
propriedade foram coletadas, em abril, maio e judbBo2012, em frascos esterilizados,
diretamente da parte superior e central do tanguexgbansdo, apds agitacdo por cinco
minutos, utilizando-se coletor de aco inoxidavdestinadas a diferentes analises.

3.5.1. Composicao, CCS, CBT, residuo de antibiétis@ estabilidade

Aliquotas de 40 mL de leite foram acondicionadasepiscamente em recipientes
plasticos especificos, previamente identificadostendo os conservantes bronopol e azidiol,
bem como em dois frascos isentos de conservantes.

Os frascos foram homogeneizados por inversao,ifidanios com o0 nome ou numero
da respectiva propriedade, mantidos sob refrigeragghcaminhados por Sedex, a 4+1°C, em
no maximo 48 horas, para analises em LaboratériRetke Brasileira de Qualidade do Leite
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(Clinica do Leite - Escola Superior de Agricultunais de Queiroz — Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba) por métodos de referéncia (BRAZI02).

Para a determinacdo de composicdo (gordura, paotefal, lactose, solidos totais e
extrato seco desengordurado-ESD), amostras conterawmpol foram analisadas por de
espectrofotometria no infravermelho (valores padog e recomendados pela International
Dairy Federation-IDF 141C) (BIGGS; JOHNSSON; SJABNI987).

Contagem de células somaticas realizada por cit@nee fluxo em contador
eletronico, de acordo com IDF 148-2. Os paramede®somposi¢do foram expressos em
porcentagem (% m/m) e a CCS em unidades x mil/mL.

Amostras adicionadas de azidiol foram analisadastgua qualidade microbioldgica,
(Contagem Bacteriana Total - CBT) por meio da daetescdo unidades formadoras de
colonia por mililitro de leite (UFC/mL), por citortrea de fluxo.

Aliguotas das amostras isentas de conservantas femaaminhadas respectivamente
para determinacdo da presenca de residuos dedéntbi (positiva ou negativa) realizado
com o teste microbiolégico comercial Delvotest SP{Bap-Lab Industria e Comercio Ltda),
que se baseia pela inibicdo do crescimento de rEsctéomo:Bacillus stearothermophillus
var. calidolactisC953 e alteracdes no pH (COELHO, 2003; DIETRICE0®.

As analises de CCS, CBT, residuo de antibiéticoraposicdo foram efetuadas na
Clinica do Leite (ESALQ-USP), a estabilidade aonetar8% no laboratério de Pesquisas
Clinicas na UFRRJ, para isolamento e identificadi@@@agentes microbianos nos Laboratérios
de Bacteriologia e Micologia do Departamento derbbologia e Imunologia Veterinaria
(DMIV) do Instituto de Veterinaria (IV) / UFRRJ euan laboratorio especializado em analise
microbioldgica de leite em Botucatu, Sdo Paulo iftratorio de Andlises VidaVet").

3.6. Isolamento e Identificacdo de Agentes Microbins

Para isolamento bacteriano em aliquotas de leiteadas com mastite e provenientes
dos tanques de refrigeracdo as amostras foramadesba 37°C por 8 horas para a etapa de
pré-enriquecimento, e posteriormente semeadas anmsaggue de carneiro, agar infusdo de
cérebro e coracdo (BHI) e agar Sabouraud acresi@dGloranfenicol. Apds incubacao, se
procedeu a avaliagdo das caracteristicas morfel®gitas coldnias isoladas e indcuos
individuais foram semeados em meios seletivos exatitiais, para observacdo dos aspectos
fenotipicos caracteristicos dos géneros (CHI; ANDEAFERREIRA, 2004; QUINN et al,
2005).

Para as amostras suspeitas de enterobactériasgaistes provas de identificacdo
foram realizadas: comportamento em agar tripliceaeferro, motilidade em tubo, producéo
do Indol, producéo de &cidos a partir da glicoseméntacdo de acglcares, reducao do nitrato,
producdo de gelatinase, producdo de urease, degdmda citrato e do malonato, e outros
diferenciais de acordo com o microrganismo envolvi® géneroStreptococcusspp. foi
avaliado por meio do isolamento em meio seletivtemcial de oxidagcéo, e a identificacao
pela hidrélise de esculina e hipurato. Para o gé@erynebacteriumspp. foi efetuado o
crescimento em meio seletivo acompanhado das pilwegsimicas como teste de CAMP,
hidrélise de gelatina e amido, urease, catalasés Apdentificacdo presuntiva das col6nias de
Staphylococcuspp., estas foram submetidas ao Gram, teste alasat hidroxido de potassio
3%, prova da coagulase livre, testes Voges-Proskawease e reducdo de nitratos
(KONEMAN et al., 2008).

Para isolamento de fungos e leveduras aliquotasada amostra foram submetidas
aos seguintes procedimentos: homogeneizacdo eatilem tampéao salina estéril cloreto de
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sédio (NaCl a 0,85% em solucéo aquosa) até a ddul¢’. Uma aliquota de 1 mL da parte
ndo diluida e das respectivas diluicded ®010° foram semeadas em triplicata nos meios
Sabouraud dextrose a 4% e meio com dopamina, coabagdes a 26°C, 32°C e 37°C. As
leituras foram diarias até o 10° dia.

As colbnias emergentes passaram a ser identificadadgumas, por necessidade,
foram separadas para provas posteriores de idagio. A identificacdo de fungos com
caracteristicas de filamentosos foi baseada em ldddgarro (2000) e deu-se pela juncdo de
elementos macro morfoldgicos tais como caracteaistie relevo, textura e coloracdo das
coldnias com a analise micro morfoldgica das caléni

Nas analises micro morfoldgicas, foram preparadasinas empregando lactofenol
azul de algoddo ou clarificante (hidroxido de sodiblaOH a 20% em solucdo aquosa),
conforme fossem respectivamente de fungos hialmosescuros. Levou-se em conta a
presenca de conidios caracteristicos que pernmtisg®ma identificacdo imediata e/ou a
presenca de outras estruturas como conidiéforastpedes, vesiculas, fialides, esporangios
e esporangioforos, esporangiosporos e outras @stsude importancia. Também foram
verificados os tipos de arranjos de conidios aorrdéd conidiéforos ou de outras estruturas,
tipos de ramificacbes e aspectos da conidiogéream tal, em algumas situacdes foi
necessario o emprego de cultivo em lamina parasquabservassem as estruturas de forma
integra e fosse possivel fazer o acompanhamentoedoimento.

As identificagbes de fungos unicelulares foramizadhs prioritariamente com base
em chaves taxondmicas de Kurtzman e Fell (1998uezKan; Fell; Boekhout (2011), e
complementarmente utilizando o protocolo de idet@fao de leveduras do Laboratério de
Leveduras Patogénicas e Ambientais (DMIV — IV — BBR

Apés triagem inicial que permitiu separar levedudasfungos filamentosos, estas
foram submetidas a provas bioquimicas e fisiol@gitais como microcultivo em meiadrn
meal para verificacdo de producdo de pseudohifas, idaconideos e blastoconideos , prova
de tubo germinativo, cultivo em CHROMa§aEandida (CHROMagar, Franca) producéo de
urease, sintese de amido, crescimento na presergeaheximida, principalmente provas de
auxanograma ou assimilacdo de fontes carbonadasogemadas (aproximadamente 24
fontes), zimograma (fermentacdo de fontes carbenada7 fontes) e demais provas
complementares.

De posse dos dados obtidos, foram empregadas claxee®micas para identificacao
dos isolados. Assim, para 0 géndboyptococcus,a triagem inicial foi realizada pela
pigmentacdo em meio contendo dopamina (pigmentagaoom das colbnias para as
espécie. neoformans C. gattii e fraca para&ryptococcus humicolus todas as demais
espécies) e a micro morfologia caracteristica @daet@opor células em sua maioria esféricas,
ovaladas ou oblongas providas de capsula, realizemdprova de urease, prova de
fermentacdo negativa e provas de assimilacéo, gmrtioularmente importante nas chaves a
assimilacao positiva de inositol e prova de ur@asgiva.

3.7. Testes de sensibilidad@a vitro

Testes de difusdo em Agar foram efetuados paranasteas identificadas segundo
metodologia recomendada peblational Committee for Clinical Laboratory Standard
(NCCLS, 2003), utilizando-se as bases dos produdo®erciais disponiveis para tratamentos
clinicos para amostras procedentes de vacas coiitenasliferentes antimicrobianos para
amostras procedentes do tanque de expansao.
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Os principios ativos utilizados em testes de sdigdide foram: amoxicilina,
amicacina, amoxicilina + acido clavulanico, ampmzl| cefalexina, cefalotina, cefoperazone,
ceftiofur, danofloxacina, doxiciclina, enrofloxaain espiramicina, estreptomicina,
gentamicina, neomicina, oxacilina, penicilina Govobiocina, sulfametoxazol + trimetoprim
e tetraciclina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Leite cru refrigerado — Caracterizacdo das Prariedades
4.1.1. Composicao

A analise inicial realizada com a colaboracdo dipoasavel técnico pela coleta de
leite nas propriedades revelou valores adequadapidiira (minimo 3,0g/100g), proteinas
(minimo 2,99/100g), lactose (minimo 4,09/1009) dadi totais (ST — minimo 11,79/100g) e
extrato seco desengordurado (ESD - minimo 8,4)oglastas unidades de producgéo avaliadas
(Tabela 02).

Pelas caracteristicas de composi¢do nao foramreiatas alteracdes relevantes para
estes critérios de qualidade os quais atenderamegasitos estabelecidos pela IN 51/2002 e
IN 62/2011.

Tabela 02: Composigédo centesimal de amostras de leite de ¢éandgl expansao individuais
de 18 unidades de producado na zona rural do mimidgpResende, RJ em maio de 2011.

Amostra Gordura Proteina Lactose Sélidos 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
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As propriedades selecionadas para estudo em 204 fas de numero 02, 05, 06, 11,
13 e 14, nas tabelas 02 e 03, correspondentesuvaanumeracdo aos numeros 01 (02), 02
(13), 03 (11), 04 (05), 05 (06) e 06 (14).

4.1.2. Parametros de qualidade

Quanto aos limites de CCS e CBT o leite de apenaspropriedade (5,5%) (Tabela
03), estaria de acordo com o maximo de 750 milroklCCS), estabelecidos pela IN 51
para o periodo (BRASIL, 2002).

Tabela 03: Contagem de Células Somaticas (CCS) e Contagenerizact Total (CBT) em
amostras de leite de tanques de expanséo indisidieail8 unidades de produgédo na zona
rural do municipio 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 aaiktapa da IN 51/2002 que entraria
em vigor em 1° de julho de 2011, onde os limitegsl@ mil seriam reduzidos para 400 mil
UFC/mL e de 600 mil UFC/mL para 100 mil UFC/mL, pestivamente para CCS e CBT,
principalmente de acordo com a CCS, a situacaa pen com 100% de n&do conformidade.

Dentre as suas principais caracteristicas, a INedidbeleceu critérios de higiene e
saude da glandula mamaéaria, avaliados por meio dgacaicrobiana total do leite cru
refrigerado e da CCS (limites maximos), mas tambdétaerminou o resfriamento obrigatério
na fazenda e estabeleceu limites para residuostit@dticos no leite. No contexto das
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propriedades estudadas, todas dispunham de tadquefrigeracéo individuais e adotavam
algumas medidas de controle e profilaxia de mas@entudo, pode-se afirmar que tais
medidas ndo eram efetivas, tendo em vista os wédesados de CCS e CBT.

Considerando-se os limites maximos da CCS de 60@eis/mL, e ao invés de 750
mil/mL, as quais passaram a vigorar com a IN 6212RASIL, 2011) a partir de 1° de
janeiro de 2012, o percentual de ndo conformida®a sgualmente elevado, indicando a
necessidade de esfor¢cos para controle da masétkigedo da contaminacao do leite.

A medida mais drastica seria a suspensao do foneatd de matéria-prima, aplicavel
ao produtor com indices inadequados. A dificuldammiese adequar aos padrbes estabelecidos,
além das penalidades pode levar ao abandono daaalév por parte desses produtores
conforme levantado por Winck e Thaler Neto (2008ste sentido a IN 62/2011 (BRASIL,
2011) estabelece novos prazos para adequacéao.

Os dados sédo consistentes com achados de diferanteses ao analisarem a
adequacdo do leite produzido em diferentes regidesBrasil quanto aos critérios
estabelecidos pela IN 51/2002. Valores elevadoS@® foram descritos desde a entrada em
vigor da IN 51 em 2005 em diferentes regides daiB(RICININ, 2003; NERO et al., 2004;
ARCURI et al., 2006; PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006BRAGA et al., 2006;
MARTINS et al., 2006; WINCK; THALER NETO, 2009, BEXTI, et al 2011).

Dados do Laboratério de Qualidade do Leite da Ep#@igue analisa mensalmente
amostras de aproximadamente 20 mil rebanhos indgea 95% e 45% das amostras
analisadas estdo acima de 100 mil/mL e 400 mil/ara BT e CCS, respectivamente. Estes
dados subsidiaram a justificativa para adiaments dovos critérios de qualidade e a
substituicdo da IN 51/2002 pela IN 62/2011.

A realidade dos produtores aqui representadosaqtorndo difere da realidade atual
dos sistemas de producdo nacional e confirma as\@gHes feitas por Arcuri et al. (2006) ao
enfatizarem que o leite produzido em varias regi@esBrasil possui baixa qualidade
microbiolégica, derivada de préticas inadequadasbtencao, conservacao e transporte.

4.1.3. Residuos de antibidticos

Quanto aos limites maximos para residuos de atiib&no leite, em apenas uma
propriedade foi apontada a presenca de antibigtec@amostra analisada, o que sugere o
descarte adequado do leite de vacas tratadas diloteos intramamarios em respeito ao
periodo de caréncia dos produtos formulados p&adiealidade.

Na producdo de laticinios, os residuos de antifiarms agem negativamente na
elaboracdo de queijos, iogurtes e outros derivadaoteos fermentados (VARNAM,;
SUTHERLAND, 1994; GIGANTE, 2004). Assim, é indisg@nel para avaliacdo da
qualidade do leite a averiguacdo de residuos dmiardbianos e os limites maximos de
residuos (LMR) segundo as referéncias impostasrpgldamentacao.

Folly e Machado (2001) salientaram que a utilizad@onétodos rapidos para deteccéo
de residuos de antibidticos em alimentos de origaimal e a manutencdo continua do
controle de qualidade sdo ferramentas fundameataalde publica. Quanto ao leite, a
pesquisa de residuos deve ser mensal (BRASIL, 2602)amostra positiva implica na
condenacao de todo o efetivo do respectivo produwtaaminh&o tanque, se for o caso.

No Brasil, residuos de antimicrobianos foram detdus em leite de mistura
procedentes de propriedades rurais (MEDEIROS et2804; TETZNER et al., 2005,
NUNES; D’ANGELINO, 2007), usinas de beneficiamenfMARTINS; VAZ, 2000,
MACEDO; FREITAS, 2009) e comercializados no mercadrejista (FOLLY; MACHADO,
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2001, HOTTA, 2003, MACEDO; FREITAS, 2009, MORAIS al, 2009) em diferentes
regides e estados produtores de leite (NERO €G)4; NERO et al., 2007).

De 210 amostras de leite cru, coletadas em quediides produtoras de leite no Brasil
(NERO et al., 2007), 24 amostras (11,4%) apresamtaesultados positivos de residuos de
antibioticos, apresentando maior frequéncia naéocede Londrina — Parana, com 20,6% das
amostras contaminadas. Nas demais regides, foraecta@as amostras positivas em
Botucatu — SP, Vicosa - MG e Pelotas — RS.

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

Na cidade do Rio de Janeiro foi avaliada a presdagasiduos no leite pasteurizado
comercializado. Das 57 amostras de leite dos tipas C analisadas 25 (44%) indicaram
presenca de tetraciclinas, duas (3,5%) de betatgmia, quatro (7%) de
estreptomicina/diidroestreptomicina e seis (10,5%€ tetraciclinas e betalactamicos
(MORAIS et al, 2009). Estes dados sao recentes o jperiodo de vigéncia da IN 51,
portanto os achados sao mais relevantes do ponistdeda qualidade do leite no Estado.

Também nos sistemas organicos de producéo foireiao o problema dos residuos
de antibioticos. No interior do Estado de Sao Paldotre 148 vacas com e sem mastite,
provenientes de quatro propriedades organicagsepca de residuos de antimicrobianos foi
observada no leite de quatro animais o equivae2t@% (RIBEIRO et al, 2009).

A deteccdo de residuos em uma amostra no presgntioeesta, portanto de acordo
com dados de levantamentos nacionais em que fovadeneiadas, inclusive porcentagens
mais elevadas de amostras com residuos.

4.2. Aspectos da Producao

Por meio de inquérito aplicado aos produtoresyeldim-se as seguintes informacgdes
sobre os sistemas de producgéo nas seis UPL sadde®para a segunda etapa do estudo.

Em todas as propriedades os rebanhos eram cdassitypor animais da raca
holandesa ou mesticos, com 35 a 85 vacas em lactagitidas em sistema semi-intensivo,
com producao diaria entre 450 e 1650 litros de l@m duas ordenhas diarias (04:00 a 05:30
e 14:00 a 15:30h); ordenhadeiras mecéanicas emmsisiechado (4/6), balde ao pé (1/6) ou
ordenha manual (1/6); com (3/6) ou sem (3/6) agmess do bezerro, e o leite armazenado em
tanques de refrigeracdo individuais com capita¢aitad(4/6) ou em dias alternados (2/6).

Com manejo nutricional e sanitario, relativamergmalhantes, as condi¢cdes gerais
dos animais em lactacéo foram avaliadas como leoaosrelacionadas em trés propriedades
casos recentes de aborto e retencéo de placasrtapatra, um grande nimero de bezerros de
diferentes idades acometidos por doenca respizatdtiarreia.

Os proprietarios com no minimo ensino médio coropleendo dois técnicos em
agropecudria residiam nas propriedades e part&ipalo processo de producdo, sendo trés
propriedades com mao de obra exclusivamente fan@liés com participacdo de méao de
obra contratada. Nestas propriedades, duas opds&sas estavam envolvidas no processo de
ordenha.

Ainda que com proprietérios relativamente instrajdas maiores limitacbes ao
processo de producdo foram o manejo e as condd®dsgiene da ordenha. Fato que se
comprova pelo desconhecimento em todas as propgeddos indices de mastite clinica e
subclinica nos rebanhos, com excecdo a uma prapleeeim que o proprietario e a mae eram
responsaveis pela ordenha, realizada em condiglisfairias em que imediatamente foram
indicadas as vacas com mastite clinica na prinaeiaiacao.
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Em nenhuma propriedade se realizava testes pagacdet de mastite (caneca telada
e/ou o CMT) sistematicamente, e a ordem na ordersghastabelecida por produgéo (2/3), em
lotes com critérios ndo definidos (3/6) ou por ondde paricdo (1/6), independente da
ocorréncia de mastite (6/6). Trés produtores infam realizar anotagcdes dos casos de
mastite, mas efetivamente as anotacdes so fordfitagas em uma propriedade.

A higiene ambiental e da ordenha foram distintas. #na propriedade a higiene do
ambiente e da ordenha foi considerada ruim (sewméa agua no curral e nenhuma medida
de higiene antes e apOs ordenha era realizada) en@ama higiene geral foi considerada
adequada (os tetos eram lavados com agua clorselzos com papel toalha antes da ordenha
e imersos em solucdo iodada apds a ordenha). Etnogaighigiene era regular. Nestas
propriedades, a limpeza dos tetos antes da ordéithara sistematica e a realizacdo do pos
dipping era ocasional ou em apenas alguns animais.

Ordenha incompleta com leite residual foi relataa duas propriedades, mas
efetivamente identificada nas quatro que utilizavadenha mecénica canalizada. Exceto na
propriedade com ordenha tipo balde ao pé, nas deerai comum o uso de “hormdénio”
(ocitocina) para a “descida do leite”, pelo menmsadggumas vacas.

Adicionalmente em apenas uma UPL as condi¢cOes rlosas e pessoas envolvidas
na ordenha foi considerada satisfatéria. Em nenhhanda tarefas ou atividades pré-
estabelecidas durante a ordenha. Com duas ou Be88gs envolvidas na ordenha, a mesma
pessoa era responsavel pela contencdo e ordemBaméos eram lavadas entre uma vaca e
outra, somente em uma propriedade, a que o dor&@eeram responsaveis pela ordenha.

Os tratamentos em casos identificados de mastitecal (pelas alteragbes das
caracteristicas do leite ou sinais evidentes dantd#céo da glandula mamaria) consistiam na
aplicagdo de formulagfes intramamarias referidasocta mais eficiente”, por dois ou trés
dias consecutivos, e eventualmente produtos irgetaau tratamento estendido (cinco dias)
em casos refratarios ao tratamento intramamareriant A escolha do produto ndo atendia a
nenhum critério técnico em todas as UPL estudaa&ventualmente mais de um produto
com a mesma base era utilizado para tratamentcedmmanimal.

Todas as UPL dispunham de sala de espera de dimedsjuada ao namero de
animais do rebanho, curral ou sala de ordenhavimalia (2/6) ou madeira (4/6), com piso
de cimento (6/6), pé direito baixo (4/6) ou médi6], com ventilacdo boa (6/6) e pouco ou
nenhum com sol direto (6/6). Em todas as propdeslabs animais recebiam alimentos
concentrados (farelo, polpa citrica e cevada) dararordenha, e as vacas permaneciam em
espera apos serem ordenhadas, mas somente emauibianecida racdo apos a ordenha.

Como as medicacdes utilizadas para tratamentofden@dades diversas entre abril e
junho foram informadas: Excenel® (sal sodico ddiafir, antibiotico de amplo espectro),
Quinolon® (quinolona, antibidtico de amplo espectterivado do acido nalidixico), Tilozina
(solucéo injetavel de tilosina 20%, antibidticoadeplo espectro), Terramicina®/LA (solucao
injetavel de oxitetraciclina dihidratada, antibodtide amplo espectro), Tetraciclina (cloridrato
de tetraciclina, antibiético de amplo espectrontBeidtico / Pencivet (penicilina, antibiotico
de amplo espectro), Tribrissem® (associacdo quarapica de trimetoprim e sulfadiazina),
Sulfatrim® (associacdo quimioterapica de trimetopre sulfametoxazol), Estreptomax®
(sulfato de estreptomicina, antibiético de amplpeetro), Ganazeg® (diaceturato de
diminazene, quimioterapico sintético, babesicida)jzol® (dipropionato de imidocarb,
quimioterapico, antiparasitario — anaplasmicidaledsicida).

Para tratamento de mastite foram utilizados: Mas#@zPlus Lactacdo® (sulfato de
gentamicina 150 mg, cloridrato de bromexina 50 gkeclox MA® (cloxacilina sédica 200
mg + amoxicilina trihidratada 75 mg + prednisolat@ mg), Cobactan VL® (sulfato de

30



cefquinoma 75 mg), Gentatec Mastite® 250 mg (sultee gentamicina 250mg), Gentocin
Mastite® (sulfato de gentamicina 250 mg), VetmadsisR/L® (cefalexina monohidratada
100 mg + sulfato de neomicina 100 mg + nitrato deomazol 200 mg + prednisolona 10
mg), Rilexine 200® (cefalexina 100 mg + neomici@® Ing + prednisolona 10 mg).

No conjunto; as medidas de higiene e estratég@tadas para controle e profilaxia da
mastite foram insatisfatérias, e em geral justifas pelos proprietarios aludindo ao grande
volume de trabalho e ritmo acelerado da ordenk&bilizando os cuidados adequados.

4.3. Mastite
4.3.1. Ocorréncia

Do total de vacas em lactacdo, aproximadamente 188 seis rebanhos estudados,
representando um rebanho total de 545 animais, & @€ leite do conjunto indicou
prevaléncia variavel de mastite entre os rebanBmmforme evidenciado por Lievaart;
Kremer; Barkema (2007) que avaliaram a relacaedd@S do leite do rebanho e ocorréncia
de mastite subclinica em vacas individuais, osrealobtidos indicaram a presenca de mastite
subclinica em todos os rebanhos, sempre com maB%alos quartos mamarios acometidos
(mais de 400 mil cels/mL). Em duas propriedade£8& @hdicava que mais de 48% (500 mil
a 1 milhdo de cels/mL), das vacas estariam comiteastbclinica, caracterizando a mastite
como epidémica nestes rebanhos.

Considerando a média de vacas em lactacdo no p€A8d), foram altas a incidéncia
e a prevaléncia de mastite clinica entre os relsafhabela 04). A porcentagem de vacas
acometidas variou de 2,9% a 36%, respectivamergeUird. 04 e 06. Destaca-se que na
propriedade 02, a porcentagem de animais acomduddmixa, porém o acompanhamento
nao foi efetivo. Nesta propriedade, antimastitieam usados sempre que alguma alteracdo
era evidenciada no leite ou na glandula mamari@ne@essariamente resultando em cura dos
animais, mas certamente reduzindo o grau da infedgdorma que as mastites clinicas foram
pouco evidenciadas.

Tabela 04:indices de mastite clinica em seis rebanhos nocfpiaide Resende, RJ em abril,
maio e junho 2012 em relacdo ao numero (médiajadasvem lactacdo e caracterizacao da
infeccao.

L Propriedades
Caracterizacao —
01 02 03 04 05 06 Total Média
12 avaliacao 4 5 7 2 2 9 29 4,8
Nova 0 6 6 0 3 18 33 5,5
Cronica 2 2 3 1 1 11 19 3,2
Total de casos 4 11 13 2 5 27 62 10,3
Vacas lactacao 35 85 85 70 40 75 390 65,0
Incidéncia (%) 0 7,1 7,1 0 7,5 24 2,4
Prevaléncia (%) 11,4 129 153 29 125 36 15,9

Embora ndo seja possivel determinar com exatid@dntero de casos ocorridos nos
intervalos das avaliacdes, visto que 0s casospectgos tratamentos ndo eram devidamente
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documentados pelos proprietarios, sendo consideragenas os casos diagnosticados por
ocasiao das visitas, as novas infec¢des (33 chgas) relevantes nestes rebanhos.

Segundo Fonseca e Santos (2000) o nivel interreloi@nte aceito de mastite clinica
€ em torno de 1%, valor este bem inferior ao emadontno presente trabalho (média 15,9%)
sendo que o rebanho que apresentou menor nimegasds, 2,9% de animais acometidos
ainda sim, estava acima do estipulado. Destacasesie estudo foi conduzido em UPL com
altas CCS pressupondo-se alta ocorréncia de mastitdirmada pelo numero de casos
identificados.

O indice de mastite clinica, 62 vacas acometidasienou mais quartos mamarios
(15,2%), equivalente a 11,4% do total de vacas ®dmnhos foi bastante elevado,
corroborando a correlagéo positiva entre a CC®eaf#ncia de mastite.

Os indices foram bastante superiores aos eviderxipdr diferentes autores como
Oliveira et al. (2009) que detectaram 1,63% dasay@aom mastite clinica em dois rebanhos
leiteiros especializados na bacia leiteira de Teilng Costeiros, de Sergipe; Ribeiro et al.
(2003) e Ribeiro et al. (2006) que detectaram @enente, 1,5% e 1,22% de quartos
mamarios afetados em rebanhos leiteiros na regifidos Estado do Rio Grande do Sul e
Oliveira et al. (2011b) que registraram 1,3% detit@aslinica na bacia leiteira do municipio
de Rondon do Para. Foi também superior aos 7% détenalinica em Bambui - MG, em
animais mesticos (Holandés-Gir) obtidos por Pirtheiral. (2009) e 5,8% de mastite clinica
no estado de Mato Grosso relatados por Martink €@&L0).

Como neste estudo em que as condi¢des insatisftda higiene e ineficacia dos
métodos de diagndstico, controle e tratamento dstitmgustificam o grande numero de
animais acometidos, diferentes pesquisas demaastrgue a alta prevaléncia da mastite esta
associada as mas condicdes de higiene durante enhard(COSTA et al.,, 1985;
LAFFRANCHI et al., 2001; FERREIRA et al., 2007; MEIRA et al., 2009).

Os casos identificados indicam alta prevaléncid3®2 e incidéncia (33 novos casos)
da doenca durante o periodo de avaliacdo, pammatede em cinco propriedades. Por outro
lado, nas propriedades 01 e 04, em que foram dséigados, respectivamente quatro e dois
casos de mastite no inicio da avaliagdo, nenhura caso foi registrado.

Na propriedade 01, os animais foram tratados e quasnao se recuperaram foram
secas. Na propriedade 04 uma vaca permaneceu ¢dorma cronica, sendo eliminada do
rebanho e uma iniciou o periodo seco com a forritacal Na propriedade 05, com duas
vacas diagnosticadas em abril, trés novos casasfdragnosticados e tratados (maio), e uma
manteve-se com mastite até a ultima avaliacdo. oprigdade 06 destacou-se pelo grande
namero de animais doentes na primeira avaliagde (9 novos casos, sendo sete provaveis
reinfec¢des. Ao final da avaliacdo, nesta propdedal animais eram portadores cronicos.

De 390 vacas avaliadas quanto aos casos clinicosadgte, 29 (7,4%) iniciaram o
periodo de observacao ja doentes, 33 (8,5%) tamaeadoentes neste periodo, 19 (4,9%)
mantiveram a forma crénica (ndo consideradas aagsvaee entraram no periodo seco com
mastite, portanto afastadas dos rebanhos) e aiena@recuperou apos tratamento.

Em todas as UPL casos clinicos ndo tratados oadbatde forma ndo eficaz
mantiveram-se como casos cronicos, perpetuandeensuais agentes no rebanho, sendo que
muitas vacas em avalia¢cdes seguintes mantiverasoesges, porém com agentes diferentes
sendo isolados.

A dindmica da infeccdo mamaria nestas propriedadssalta a relevancia do
acompanhamento técnico e orientacdo / qualificdgdoprodutores, bem como evidenciam a
dificuldade da prevencdo de novas infec¢cbes enmmito adequado dos casos clinicos,
especialmente os cronicos.
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4.3.2. Etiologia

De 62 casos de mastite clinica foram coletadas B8st@as correspondentes aos
quartos mamarios acometidos nos diferentes momebDesas foram isolados 134 agentes
microbiano sem 74 amostras positivas ao isolam@d5%), sendo 27 fungos e leveduras e
107 bactérias (Tabela 05). Os isolamentos confamaa importancia dos agentes bacterianos
na etiologia e epidemiologia do processo infeccasglandula mamaria como destacado por
Anderson, Hul e Pugh (2004) dentre outros.

Tabela 05: Agentes bacterianos (numeros absolutos e porcenjagelados de 62 casos de
mastite clinica, em seis rebanhos no Municipio egeRde, RJ, em abril e maio de 2012.

) Propriedades
Agentes isolados Total %
01 02 03 04 05 06

Corynebacterium bovis 2 1 0 0 0 1 4 3,7
Enterobacteispp. 1 1 0 0 0 0 2 19
Enterococcuspp. 0 0 0 0 0 3 3 2,8
Escherichia coli 4 0 6 0 0 6 16 15
Klebsiellaspp. 0 2 3 0 0 7 12 11,2
Micrococcusspp. 0 0 1 1 1 3 6 5,6
Pseudomonaspp. 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 19
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) ndo se obteve crescimenisolamento de agentes
microbianos (10,84%), fato que pode estar relacdionsegundo Brito (2009) a diferentes
causas incluindo o uso recente de antibidticospieticio espontanea da infeccdo, baixa
concentracdo dos patdgenos no leite, localizaciacelular de determinados patdégenos e
presenca de substancias inibitorias no leite.

Olde Reikerink et al. (2008) destacaram que eri?é & 40% das amostras de leite de
casos de mastite clinica podem dar resultados iwegata cultura mesmo quando a coleta e
0s métodos de isolamento sdo aplicados de manairatac Também foi reportado que o
isolamento bacteriano pode nao ser identificadorens de 50% das amostras (MAKOVEC,;
RUEGG, 2002). Recentemente Langoni et al. (201&}anem cultura negativa em 17,14%
amostras de leite de vacas com mastite clinicasaals. O nimero de casos em que nao se
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obteve o isolamento de agentes bacterianos ndstiodsi portanto, menor que o relatado na
literatura.

Dos agentes bacterianos envolvidos (Tabela 05) ass msolados foram
Staphylococcus aure($5%), Streptococcus agalactig@5%) e Escherichia col(15%), com
16 isolados cada um. Entre UPL o numero de agestdéados variou de 03 a 54 nas
propriedades 04 e 06, respectivamente.

Das 83 amostras submetidas ao isolame®t@ureudoi isolado de 16 (15%). Este
valor é divergente de relatos recentes. ZanettiBe® Rossi. (2010) observaram 70,9% de
S. aureusFerreira et al. (2007) identificaram o gén&taphylococcuspp. em 74,6% dos
casos de mastite. Dos 63 animais avaliados por aek (2011), 38 (60,32%) apresentaram
crescimento d&. aureusEmboraS. aureugenha sido um dos agentes mais frequentes neste
estudo, os indices obtidos sado inferiores aosaddatna literatura atual.

Microrganismos dos génerostahylococcus spp. representaram 29,9% dos
isolamentos, coerente portanto com resultados tams na literatura, onde os indices variam
entre 9,1 e 85% (MUELLER et al, 1978; NADER FILHOa., 1985; LANGENEGGER,;
FIGUEIREDO; REZENDE, 1986:FREITAS; MAGALHAES, 199®ELOTI et al., 1997;
MARTINS et al, 2010; OLIVEIRA et al, 2010; BANDOCHVIELO, 2011, SAEKI et al.,
2011; MOTA et al.,2012).

Estudos epidemiolégicos sobre a etiologia da neadtibvina revelam que os
microrganismos de origem contagiosa sao 0s magalerges e, entre esses, 0 género
Staphylococcuslestaca-se por possuir maior frequéncia em cdgosos e subclinicos da
doenca, sendo 8. aureusa espécie de maior relevancia (ZSCHOCK et al.0R00

Os resultados observados p&taphylococcuspp. e Streptococcuspp. reforcam a
importancia desses agentes na etiologia da mastteroboram o verificado por diferentes
autores que se referem &baphylococcuspp. como o0 grupo de maior importancia e ao
Streptococcusspp. como 0 segundo grupo de maior relevancia comtra espécies
(Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S.sbevs. uberis) isoladas na maioria dos
rebanhos (HARROP et al, 1975; FERRREIRO, et al311DOMINGUES; PADOVANI;
DOMINGUES, 1996; RUOFF, 2003; INNINGS et al., 200%ERREIRA, 2007,
GUILLOUX; CARDOSO; CORBELLINI, 2008; PINHEIRO et al2009; AMORIM et al.,
2010; MARTINS et al., 2010; SAEKI et al., 2011; MAEt al., 2012).

Mota et al. (2012) ressaltaram a alta prevalénoi&heroStaphylococcuspp. em
casos subclinicos ou clinicos da mastitéS.eaureuscomo a espécie mais comumente
envolvida, bem como a elevada prevaléncia em iBEtramamarias p&orynebacterium
spp., que neste estudo foi isolado em apenas uastras. Portanto a baixa prevalériga
Corynebacteriunspp. difere do observado em estudos conduzidosifenertes regiées do
Brasil (ANDRADE et al., 1998; FILIPPSEN, 1999; BARBHO; MOTA, 2001; BUENO et
al., 2003; FERREIRA et al., 2007; OLIVEIRA et akP09, OLIVEIRA et al.,, 2010;
MARTINS et al., 2010; MOTA et al., 2012).

Staphylococcus aureus, Streptococcus agalaatigireptococcus dysgalactiapie
representaram 32,7% dos isolados no presente e$twam relacionados por Mendonca et al.
(1999) como o0s patdgenos contagiosos mais impedgadd mastite bovina. Dentre 0s
patégenos ambientais estes autores destacaranelodp&scherichia colie doStreptococcus
uberis esta ultima espécie néo identificada no presesitedo.

Dos agentes ambientais mais comumente relacioreadasos de mastite em bovinos
foram isolados:Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemmadyt Staphylococcus
hyicus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococouss bStaphylococcus warneri.
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Também foram relevantes os isolamentoKkdbsiellaspp.(11,2%)e Pseudomonas
spp.(9,3%). Outros agentes bacterianos isolados foGorynebacterium bovjgEnterobacter
spp, Enterococcuspp, Micrococcusspp.e Serratia marcerans.

Patégenos ambientais conkescherichia coli, Klebsiellaspp, Enterobacterspp.,
Streptococcus dysgalactiae Streptococcus bovigoram também relevantes no presente
estudo, destacando-seEa coli (15%) como agente etiolégico de mastite nos retmnh
estudados.

Recentemente Oliveira et al. (2010) relataram c@miocipais agentes etiolégicos
associados a 106 casos de mastite no estado da B&hiaureug42,85%),Corynebaterium
spp. (42,85%)Staphylococcusoagulase negativos (36,19%)seudomonaspp. (16,19%),
Escherichia coli(15,23%),Bacillus spp. (15,23%) &treptococcuspp. (13,33). Resultados
semelhantes aos obtidos em trabalhos desenvolumm&stados do Pard (OLIVEIRA et al.
2011b), Goids (ANDRADE et al.,, 1998), Parana (FRBEN, 1999), Pernambuco
(BARBALHO; MOTA, 2001) e Sao Paulo (LANGONI et all991; BUENO et al., 2003;
LANGONI et al, 2011). Os indices reportados poegstutores sdo mais expressivos que 0s
achados no presente estudo no que se refere damestos deCorynebateriumspp.,
Pseudomonaspp. eBacillusspp.

Langoni et al. (2011) reportaram em um total de0l@os de animais de dez
propriedades no estado de Sao Paulo, o isolamentmrynebaterium boviem 29,5% das
amostras de leite provenientes de vacas com masfitelinica e nenhum isolamento em
casos clinicos, além d&treptococcus dysgalactia€ll,9%) e Staphylococcus aureus
(10,48%), e cultura negativa em 36 (17,14%) amsstEanbora com 0S mesmos agentes
isolados no presente estudo, as porcentagens filixergentes, especialmente quantoCao
boviseS. aureus

Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus epudisrmi Staphylococcus
haemolyticue S. warnerisdo espécies do grupo de estafilococos coagulgsgives (ECN)
frequentemente envolvidos em casos subclinicos afiten em rebanhos bovinos em todo o
mundo (THORBERG et al., 2009). No presente esfidphylococcus chromogena&o foi
identificado, porém foram confirmados 16 isolamerde ECN.

No Brasil, Lucheis (2011) descreveu a identificad@d7 cepas de ECN causadoras
de mastite subclinica, isoladas de dez rebanhdad®udo Estado de S&o Paulo e a resisténcia
destes agentes a diferentes antimicrobianos contaraglizados em medicina veterinaria.

Embora por muito tempo considerados patégenos dados da mastite, atualmente
0s agentes do grupo ECN sé&o considerados agentgEp@aos emergentes na mastite bovina
(PYORALA; TAPONEN, 2009). Taponen et al. (2006) danciaram que as infecgdes por
ECN podem levar a altos niveis de CCS no tanquexpansao e aumento de casos de mastite
clinica bem como a diminuicdo da producéo de |&itde destacar que no presente estudo
ECN foram isoladas do leite de 16 vacas com masiiikgca (14,95%), em rebanhos com
altas CCS, o que reforca a importancia e os pguielacionados por Taponen et al. (2006) e
a relevancia dos ECN na etiologia da mastite corapgsto por Pyorala e Taponen (2009).

Pelos agentes isolados conclui-se que a mastiterab@nhos estudados foi tanto
contagiosa quanto ambiental, evidenciando defi@8&ndiversas no processo da ordenha e
manipulagéo dos animais.

Fungos e leveduras também foram isolados e prawavde envolvidos na etiologia
da mastite nos rebanhos estudados (Quadro 02)p sealhdos de 27 das 83 amostras
submetidas ao cultivo (32,5%), os agentes fungsmados foramAspergillusspp.,Candida
albicans, Candida tropicalis, Cladosporiurapp., Cryptococcusspp., Curvularia spp.,
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Cylindrocarponspp., Geotrichumspp., Neurosporaspp., Rhodotorulaspp., Scopulariopsis
brevicaulis Scopulariopsispp. elrichosporonspp.

Dos agentes fangicos os principais géneros isoladosamostras de leite de animais
com mastite sadCandida spp., Aspergillus spp., Trichosporon spp., Cryptococcusspp.,
Saccharomycespp., Penicillium spp., Pichia spp., Rhodotorula spp., Geotrichum spp.
(ALVAREZ; FLORES, 1962; CARTER; COLE JR, 1995; SPAMBERG, et al, 2008).

Neste trabalho houve predominio nos isolamentos géoerosTrichosporonspp.
(29,6%),Aspergillusspp. (14,8%) €andidaspp. (11,1%)

Diferentemente do que foi reportado por Watts ()9B8abes et al. (1999) e Sa et al.
(2004), o isolamento de fungos e/ou leveduras imrlados na literatura como agentes
etiologicos de mastite foi relativamente alto, érates relacionados com a mastite em 27
isolamentos, representando 63% dos agentes fungsobdados. Os principais géneros
envolvidos na mastite micotica segundo Krukowskiaét (2006) sdoCandida spp. e
Cryptococcusspp, além deGeotrichumspp. eTrichosporonspp. 0s principais agentes
isolados no presente estudo (Quadro 02).

Quadro 02: Agentes fungicos isolados de 83 amostras de leiteadas com mastite clinica,
em seis rebanhos no Municipio de Resende, RJ, Blynahio e junho de 2012.

. PROPRIEDADES
Agentes isolados Total %
1 2 3 4 5 6

Aspergillusspp. - 1 - - 2 1 4 14,8
Candida albicans - - - - - 1 1 3,7
Candida tropicalis 1 - - - - 1 2 7,4
Cladosporiumspp. - - - - - 2 2 7,4
Cryptococcuspp. - - 1 - - 1 2 7,4
Curvulariaspp. - - - - - 1 1 3,7
Cylindrocarponspp. - - - - - 1 1 3,7
Geotrichumspp. - - - - - 2 2 7,4
Neurosporaspp. - - - - - 1 1 3,7
Rhodotorula spp. - - - - - 1 1 3,7
Scopulariopsis brevicauli - - - - - 1 1 3,7
Scopulariopsispp. - - - - - 1 1 3,7
Trichosporonspp. 1 1 1 2 1 2 8 29,6
Total 2 2 2 2 3 16 27

Apesar de os fungos filamentosos estarem amplandisttéouidos na natureza, eles
sao apenas esporadicamente isolados de casos tie,nesguanto que as leveduras sao os
fungos que mais frequentemente estédo relacionalasfeccdes da glandula mamaria em
animais produtores de leite (CHENGAPPA et al., 19HLLER et al., 2000). No contexto,
foram apenas trés isolamentos@endidaspp., divergindo portanto da literatura consultada.

A mastite micética pouco comum em relacdo as dsac@acteriana, ocorre segundo
Chahota et al. (2001) e Crawshaw, Macdonald e Dur{2@05) sob a forma de surtos
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localizados e/ou ap0s tratamento com antimicrolsiaesta Ultima condicao verificada nos
dois casos em que foram isolad@yptococcusspp. e umTrichosporon spp. nas
propriedades 03 e 06. Contudo, o génlerohosporon,quando isolado do leite e de produtos
lacteos, pode indicar falta de higiene nas insi@ag@ dos equipamentos durante a obtencao e
o processamento dos mesmos (WESTALL; FILTENBORG8]9

4.3.3. Perfil de sensibilidade de agentes bacteri@anassociados a mastite clinica

Antimicrobianos com maior eficacia nos tesiewitro (Tabelas 06A e 06B) para os
agentes isolados do leite de vacas com mastitenferaofloxacina e doxiciclina com 100%
de eficacia, seguidos de cefalotina (99,1%), crilade(97,2%) e cefoperazone (93,5%). Os
piores resultados foram demonstrados para amg@ici(57%), amoxicilina (49,5%) e
associacao de novobiocina e penicilina G procain®?s).

E. coli, Klebsiella spp. ePseudomonaspp., agentes bacterianos Gram negativos
foram resistentes ao maior nimero de antibioticasseciacdes testadas.

O perfil de sensibilidade, resisténcia e sensiil@lintermediaria de bactérias isoladas
de 74 amostras de leite de vacas com mastite @ &3¢lindicam que os maiores indices de
resisténcia foram registrados entre bactérias Qragativas, a maioria oportunista como
agente etiolégico de mastite bovina, enquanto qubagtérias que apresentaram-se mais
sensiveis foram Gram positivas.

Tabela 06A: Sensibilidadan vitro das bactérias isoladas de 62 casos de mastiteacém
seis rebanhos no municipio de Resende, RJ, entte @mho 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 100 125 125 125 100 6,3 31,3 313
Klebsiella spp. 909 9.1 9,1 9,1 100 909 91 9.1
Micrococcus spp. 100 100 100 100 100 100 100 100
Pseudomonas spp. 33,3 0 0 0 100 100 111 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 N¥O), Penicilina G + Novobiocina (PMN),
Doxiciclina (DUL), Cefalexina (CL), Gentamicina (G Tetraciclina (TE).
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Tabela 06B: Sensibilidaddn vitro das bactérias isoladas de 62 casos de mastiteacm
seis rebanhos no municipio de Resende, RJ, entte @lmho 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. 545 100 100 455 100 100 455 100
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 56 100 100 100 100 22,2 100 944

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 87,5 938 100 100 100
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 &), Neomicina (NEO), Sulfametoxazol +
Trimetoprim (SUT), Espiramicina (ESP), Estreptomé&{EST), Amicacina (AMC).

Todas as amostras deorynebacterium bovis, Micrococcuspp, Staphylococcus
hyicuse Streptococcus bovyisodas elas Gram positivagyresentaram-se sensiveis a todos os
antimicrobianos testados. Excecdo faraureus agentes dos génei®eptococcuspp. e
Staphylococcuspp. foram sensiveis a maioria dos principiooattestadas

Amostras deS. aureusapresentaram-se resistentes a diversos antibiptpmem
100% das amostras foram sensiveis ao cefoperazefaexina, gentamicina, tetraciclina,
enrofloxacina, ceftiofur, neomicina, danofloxacieatreptomicina e sulfatrim. amoxicilina +
acido clavulanico e oxacilina apresentaram boaaeifian vitro com 94,4% e 83,3% das
amostras sensiveis respectivamente. Por outro kEgfmramicina (22,2%), novobiocina +
penicilina G procaina (11,1%), amoxicilina (5,6%@mepicilina (5,6%) foram pouco efetivos,
com a maioria das amostras resistentes.

A terapia antimicrobiana é uma das principais fegatas para o controle da mastite
em rebanhos bovinos, e o tratamento é realizadongaior eficacia e seguranca, se baseado
no resultado da cultura microbiolégica, complemgataom o teste de sensibilidade
(FERNANDES, 2006). No entanto, sua realizacdo nempse € possivel em condi¢des de
campo, o0 que obriga ao tratamento de casos cliaigodos ou crénicos, sem conhecimento
prévio da sensibilidade a agentes antimicrobianos.

Segundo Freitas et al. (2005) muitos proprietanssam antibidticos que néo
apresentam eficacia, além de muitas vezes aumentdosagem dos produtos na tentativa
de melhorar sua eficiéncia contribuindo assim papaesenca de residuos no leite e aumento
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da resisténcia a antimicrobianos. Soma-se a este fgrande niumero de drogas comerciais
com principios ativos semelhantes, embora com nooresrciais diferentes.

Tabela 07: Perfil de sensibilidade de 107 agentes bacterigmosneros absolutos e
porcentagens) isolados de 83 amostras de leit@ das®s de mastite clinica em seis rebanhos
no municipio de Resende, RJ entre abril e junh20de.

o . Sensivel Resistente Intermediario
Principios ativos
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 Fratad. (2005), no presente estudo
foram comuns os relatos de troca de medicamentediante resultados insatisfatérios, para
outros produtos contendo principios ativos semé#isana exemplo dos antimastiticos
Mastizone® , Gentatec®, Mastifin® e Gentocin® usadas propriedades durante o periodo
de avaliacdo, e outros néo citados (Gentamast®tifivi@ Topmast®, Genta F®, Mastilac®
e Gentamast®) cujo principio ativo comum € a Geitiaia

Langoni, Ichihara e Silva (2000) apontaram a gerdiaa como um antibiotico eficaz
para o tratamento das mastites bovinas de origeteriaa. No presente estudo verificou-se
que 29 agentes bacterianos isolados (27,1%) deu@tog mamarios de vacas com mastite
clinica foram resistentes a este antibiotico, a estisténcia esta de acordo com histérico de
uso frequente de produtos contendo a gentamiciretpgar os animais com mastite nestas
propriedades.

Estudos conduzidos em diferentes momentos e caglicdmprovam a eficacia da
gentamicina contra agentes isolados da mastitenapwnas também apontam para o
desenvolvimento de resisténcia a emtéibidtico. A sensibilidade de agentes bacteriaanos
gentamicina neste estudo foi menor que a obtidaajgums autores. Langoni et al. (1991),
Domingues et al. (1994) e Coutinho et al. (2006)jvebam valores semelhantes (72,1%, 80%
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e 78,9%, respectivamente) enquanto Costa et 86j1Zosta et al. (2000) e Freitas et al.
(2005), encontraram resultados inferiores, respatiente 52,5%, 54% e 49%.

Ainda que 27% das amostras tenham sido resistar@mntamicina nos testesvitro,
os resultados obtidos corroboram com a afirmacéoadgoni et al. (2000), sobre a eficacia
da gentamicina no tratamento das mastites bovimasigem bacteriana.

O aumento de prevaléncia 8eaureusnultirresistentes causadores de mastite bovina
€ atualmente um problema grave, principalmente dde reducdo da efetividade dos
antimicrobianos, aumento da morbidade, e dos cystescombater a doenca. Além disso, o
uso indiscriminado de antibioticos pode levar aanago de antibiéticos nos alimentos, com
efeitos sobre a saude humana (POL; RUEGG, 2007).

A selecdo de espécies de bactérias resistentesaiperte existentes em uma
populacdo é fenbmeno que ocorre com 0s gruposiestabs, enterococos, pneumococos e
estreptococos em relacdo ao uso de penicilinaglosgbrinas e vancomicina (TAVARES,
2000; SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005). No presente dstta maioria desses agentes
apresentaram-se sensiveis a maioria dos antilsdtestados, com a excecao paraureus
S. agalactiaee S. dysgalactiaeonforme evidenciado nas Tabelas 06A e 06B.

ECN neste estudo apresentaram-se sensiveis a andaxiantimicrobianos testados.
Maiores resisténcias foram verificadas em amosig&taphylococcus haemolyticus quais
foram resistentes a amoxicilina, oxacilina, pemailG e novobiocina.

Em estudo conduzido por Lucheis (2011), de 97 @awsle ECN, 47,4% foram
resistentes a ampicilina, 46,4% a penicilina g8%¥ a tetraciclina, 12,4% a enrofloxacina,
10,3%, a neomicina, 11,3% a gentamicina e sulfatha®,3% a oxacilina e 5,2% resistentes
a cefalexina divergindo, portanto, do presentedesam que ECN foram sensiveis a maioria
dos agentes antimicrobianos testados.

A Tetraciclina é bastante utilizada nos tratamemtas mastites e apresentou boa
eficiéncia para estafilococos isolados de casasaiite em Sao Paulo (CRUZ et al. 1998) e
em Minas Gerais (BRITO et al. 2001). Em semelhaneates estudos, todas as amostras de
Staphylococcuspp. eStreptococcuspp. isoladas foram sensiveis a Tetraciclina. Gmtu
agentes ambientais e oportunistas coko coli, Klebsiella spp. e Pseudomonasspp.
apresentaram entre 70 e 90% de amostras resisterdese antibidtico.Este resultado €
relevante visto que Tetraciclina era usada frecumeehnte nas propriedades em estudo e a
resisténcia antimicrobiana neste caso € mediadaipaimente por plasmideos (SPINOSA
1996), os quais podem carrear resisténcia paraobéctérias (PRESCOTT, 2002).

Os estafilococos isolados de leite de vacas conitmgsiase sempre apresentam altos
indices de resisténcia aos antibiéticos do grupbeatalactamicos (ANDRADE et al., 2000;
COSTA et al., 2000; BYARUGABA, 2004; SOUZA REIS;NPENTA, 2005).

Os resultados obtidos corroboram esta informacéo atos indices de resisténcia
para todos os agentes isolados. As amostras dos dasnastite apresentaram-se resistentes
para penicilina G, amoxicilina, e ampicilina, 53,329,5% e 42,1%, respectivamente.

O perfil de sensibilidade das bactérias isoladatene® de vacas com mastite clinica
ressalta a importancia da avaliagdo da sensibdidadimicrobianan vitro antes da indicacao
do tratamento, especialmente em condices de Rigibiental e da ordenha inadequadas.
Antibiéticos como gentamicina e tetraciclina que diferentes estudos apresentaram alta
eficaciain vitro contra agentes da mastite podem apresentar-seamgprincipalmente onde
seu uso é frequente e inadequado.

Estes dados também demonstram que na indispoaitiéide testes laboratoriais para
propor um tratamento adequado e melhores medidasrdmle, 0s proprietarios usam com
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frequéncia os antibidticos de dltima geracao daaliveterinaria, dos quais se poderia lancar
mMAao somente em casos em que se esgotaram as gessllidades em antibioticos.

4.4. Leite cru refrigerado
4.4.1. Composicao
Quanto a composicao do leite de conjunto das UPlestndo (Tabela 08), entre abril
e maio de 2012, novamente os valores foram adegqumta todos 0s parametros previstos na

legislacdo (BRASIL, 2011).

Tabela 08: Composigédo centesimal de amostras de leite de ¢éandgl expansao individuais
de seis unidades de producédo no municipio de ResBddem abril, maio e junho de 2012.

UPL Gordura Proteina Lactose Solld_os Extrato Seco
Totais Desengordurado
Abril Maio Abril Maio Abril Maio Abril Maio Abril Maio

01 3,76 4,42 3,26 3,28 4,4 455 12,4 12,6 8,64 8,18
02 334 423 331 334 443 441 12,1 12,41 8,76 8,18
03 3,59 3,76 3,2 3,23 4,46 45 12,25 12,04 8,66 8,28
04 358 436 3,26 329 437 444 12,2 1245 8,62 8,09
05 461 4,47 331 334 464 462 136 12,87 8,99 8,4
06 4,19 394 322 3,16 448 468 1292 12,24 8,73 8,3
Média 3,8 4,2 3,3 3,3 4,5 4,5 126 124 8,7 8,2

Segundo Behmer (1999), teores de gordura acim&wed® adequados e preferiveis
para a industria, pois quanto mais alto este nivaipr o aproveitamento da matéria prima.

Os teores de lactose foram igualmente adequadesoplaite bovino (WALSTRA;
JENNESS, 1984), semelhantes aos obtidos por Darkalho e Santos (2004) em rebanhos
no Rio Grande do Sul, e em média ligeiramente imfes aos valores percentuais (4,6%)
obtidos por esses autores nos mesmos meses e gegizado o presente estudo.

No contexto da composicdo do leite em relacdo a,®C®hado (2012) relaciona
reducdo nos teores de gordura (3,5 para 3,2%)tes&a¢4,9 para 4,5%), com valores 90%
abaixo do teor normal em relag&o ao leite com Cé&lgabe variagcdes nos teores de minerais
em gue sodio e cloro aumentam enquanto potassilezie diminuem.

Neste estudo, mesmo com CCS elevadas, os compsrainteipais do leite foram
normais nas seis propriedades avaliadas, emb@igaligente reduzidos em proteina, gordura
e lactose e compativeis com varia¢des descritdgimom alta CCS por Machado; Pereira;
Sarries (2000), Schaellibaum (2000) e Machado (R0di2e evidenciaram alteracOes
quantitativas (perda na producéo) e diferencasitgtiahs nos principais componentes do
leite (gordura, proteina, lactose e minerais) enoaéncia da mastite e alta CCS no leite.

4.4.2. Parametros de qualidade

As analises realizadas entre abril e junho de 2fdonstraram um avanco dos
produtores no sentido da adequacéo aos critériogi@elade estabelecidos pela IN 62/2011
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em substituicdo a 51/2002. Na CCS verificou-se ueducao progressiva nos meses
analisados, especialmente relevantes ao serem caglagacom as contagens iniciais.

A CCS do leite de uma vaca indica de maneira cuiadéind 0 grau de infeccdo da
glandula mamaria. No leite do tanque de resfriam@nCCS indica a incidéncia média de
mastite no rebanho (EMANUELSON; FUNKE, 1991).

Como destacado por Schukken et al. (1992) o emtemmdo da dinamica da CCS de
tanques € um importante passo para a melhoriaamlgde do leite. Neste estudo, a CCS foi
efetivamente menor em abril e maio de 2012 (Tab@)aguando confrontada com os valores
iniciais (maio de 2011), mas ainda acima de 750ca®i$/mL em trés propriedades. Duas
propriedades atenderiam uma em maio e outra eno jdeh2012, ao novo critério de no
maximo 400 mil cels/mL de leite (BRASIL, 2011).

Tabela 09: Contagem de Células Somaticas (CCS) e Contagenerizact Total (CBT) em
amostras de leite de tanques de expansdo indigidimiseis unidades de producdo no
municipio de Resende, RJ em abril e maio de 2012.

UPL Conta}gem de C_‘,élulas Sométicas Contagem I__%acteriana_TotaI
(células x mil/mL de leite) (UEC 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 relacdo ao CBT, Arcuri et al. (2006) avaliaramleite de 24 rebanhos,
identificando que 83% atenderiam ao requisito d@x1IPUFC/mL & época do estudo, 19
(79%) atenderiam ao padrdo de <7,5%IFEC/mL do periodo de 2008/2011 e 11 (46%)
rebanhos atenderiam a exigéncia de <1,B8EC/mL a partir de 2011, indices estes
melhores que os obtidos no presente estudo.

Considerando os critérios utilizados por Arcuriaét (2006), em atendimento aos
padres em vigor a época, quatro (4/6) apresentpeairio semelhante. Contudo, para os
novos parametros em vigor a partir de janeiro de220és (50%) das amostras estariam em
desacordo com os critérios de qualidade em vigBA@®IL, 2011).

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

Os dados da CCS fornecem uma indicagdo de inflaandgédglandula maméaria e
devem ser avaliados com precaucédo, pois se sableagietuacdes normais durante o curso
da infeccéo, sendo necessarios exames periodicasipe avaliacdo confiavel (HARMON,
1994). Conforme demonstrado por Miller et al. (19&8gan et al. (1988) e Schutz, Hansen
e Steuernagel (1990) a CCS pode ser influenciadafgbores individuais, ambientais ou
climaticos, mas especialmente pela presenca de;iigs intramamarias.
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Quanto a avaliacdo microbiolégica houve uma relevaeducdo da CBT no leite
produzido nessas propriedades. Sendo a CBT umanhalicdas condi¢cbes de higiene em que
o leite é produzido e armazenado, em duas progigsdas valores muito baixos (8 e 22 mil
UFC/mL), foram divergentes das condi¢cdes de pranlagaliadasn loco. As amostras foram
coletadas e encaminhadas atendendo as normaslestid®e pelo laboratério, pertencente a
Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL) eiaadhs por método de referéncia, porém
os resultados ndo condizem com a realidade da gdioda condicbes de higiene nessas
propriedades.

Segundo Hogan et al. (1988) a temperatura e a dmidanbiente afetaram o
crescimento microbiano e, podem influenciar a coittagcdo do leite. Como as analises
foram realizadas inicialmente em periodo de altgptratura e umidade e a seguir em meses
de temperatura mais amena e com menor umidades, fadsees podem estar relacionados a
reducdo da carga microbiana, especialmente porquedacdo foi comum a todas as
propriedades. Em junho as andlises ndo foram ag@&z porque ao serem enviadas para
analise via SEDEX, chegaram ao laboratério em teatye inadequada (20°C).

Notou-se com o decorrer da pesquisa que houve ntederéncia indireta sobre os
resultados da qualidade do leite, ja que nenhumra needida de controle e prevencao da
mastite foi instituida nestas propriedades € peksjwe a rotina de avaliagdo imposta pelo
trabalho como avaliar e coletar amostras de anirnam enfermidade cronica, a nao
incorporacdo do leite destes animais ao tanqueemmm a mera presenca da equipe técnica
responsavel pela coleta de dados, tenha influemcesl medidas de higiene e assim
contribuido para a reducdo da CCS e carga micraluareite.

Nesta etapa (abril e junho de 2012) foi tambémiadala presenca de residuos de
antibiéticos no leite, sendo todas as amostrastimegaindicando atencdo aos critérios de
utilizacdo de antibiéticos em vacas com mastiteescarte do leite de todos os quartos
mamarios das vacas tratadas, e atendendo ao petéodaréncia estabelecido para cada
produto em uso nas propriedades.

Em amostragem pequena, a probabilidade de obtestemopositivas € menor,
contudo a auséncia de residuos nas amostras daaliSaum fator adequado e o resultado
satisfatorio, ao contrario de outros autores quectiram residuos de antimicrobianos em
leite de mistura procedentes de propriedades ra@igstado do Rio de Janeiro (FOLLY;
MACHADO, 2001) e pasteurizado comercializado nadeldo Rio de Janeiro (MORAIS et
al, 2009), respectivamente antes e apo6s a entmadéger da IN 51/2002.

A estabilidade ao teste do alizarol 78% do leitecdejunto dessas propriedades,
embora sem historico de positividade por parte a#perativa, revelou trés amostras com
coagulacéao forte e coloracao rosea, caracterizamae instaveis ndo acidas (propriedades 3,
5 e 6). A prova do alcool ou alizarol pode sefcapla como um método rapido para estimar
a estabilidade térmica do leite, e indiretamentiav sua qualidade, uma vez que a baixa
qualidade higiénica durante sua producao pode levaducdo do pH pela fermentacdo da
lactose em acido latico, por microrganismos feragortes, resultando, em instabilidade da
proteina e coloracdo amarela relacionada a acalemdstra (PEREIRA et al., 2001).

A estabilidade do leite € importante para o praressnto de derivados que sofrem
tratamentos térmicos severos ou com vida de pradtmga (SANTOS, 2004). Atualmente,
a reducéo da estabilidade térmica do leite € urblgmua frequente e pode estar relacionada a
um desbalanc¢o nutricional (célcio/fésforo e outroserais); acdo de microrganismos sobre a
caseina; mastite; presenca de colostro; e vactisatae lactacdo (PONCE, 1996).

No presente estudo a coloragdo ao teste do alimagadava pH normal (résea),
mesmo em condicbes de higiene ruim, sugerindo déseo salino, concordando com
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diferentes estudos em que a instabilidade ao etanokido encontrada mesmo em leite que
nao apresenta acidez elevada e que nao seja oigilgavacas com mastite (BALBINOTTI
et al., 2002; BOTTEON et al., 2006; ZANELA et @006, LOPES, 2008, MARQUES et al.,
2007, ABREU, 2008, OLIVEIRA et al.,, 2011 a). Partaecondicdo tem sido sugerida a
denominacédo “leite instavel ndo acido” (LINA) ounciiome do leite anormal (SILA) cuja
caracterizagdo em condi¢cfes de campo é muitoldifici

Em termos gerais, denomina-se SILA, o conjunto ldereggbes nas propriedades
fisico-quimicas do leite, que causam transtornas processos de elaboracdo de derivados
lacteos, em seus rendimentos e/ou a qualidade beajuais estdo associados a transtornos
fisiologicos, metabdlicos e/ou nutricionais com litggdes nos mecanismos de sintese e
secrecado da glandula mamaria (PONCE; HERNANDEZ1200

A alta CCS e elevada carga microbiana do leiteenestido ndo estéo provavelmente
implicadas com a instabilidade do leite (coagulagadeste do alizarol), visto que duas das
amostras positivas apresentaram as menores costadgencélulas soméaticas e carga
microbiana (CBT), confirmando achados de outrosrastno que se refere a positividade a
prova do alcool ndo associada com acidez, qualichct®biol6gica e mastite.

4.4.3. Agentes microbianos isolados

Do leite do tanque de expansdo foram isolados (Qu@d) os seguintes agentes
fungicos: Candida pseudotropicalijs Candida tropicallis, Candida parapsilosis,
Galactomyces spp., Trichosporon spp., Fusarium spp., Scopulariopsis breviacaulis
Cladosporiumspp.,Curvalaria spp.,Geotrichumspp, Mucorspp, Penicilliumspp.

Quadro 03: Isolamento de fungos e leveduras em amostras t@edeitanque de expansao
individuais em seis unidades de producdo na zora do municipio de Resende, RJ em
abril, maio e junho de 2012.

_ PROPRIEDADES
Agentes isolados 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
Cladosporiumspp. - 1 - - 1 - 2 6,9
Curvalaria spp. - - - - - 1 1 3,5
Fusariumspp. - 1 1 1 1 - 4 13,8
Galactomycespp. 1 - - 2 - - 3 10,4
Geotrichumspp - 1 1 1 - 1 4 13,8
Mucorspp - - 1 - - - 1 3,5
Penicilliumspp. - - - - 1 - 1 3,5
Scopulariopsis breviacaulis| - 1 - - - - 1 3,5
Trichosporonspp. 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 expansdo emr maimero 0S géneros
Trichosporonspp. (24,1%)Candidaspp. (17,2%)Fusariumspp. (13,8%) &eotrichumspp
(13,8%). Dos casos de mastite os mais presentesnfdirichosporon spp. (29,6%),
Aspergillus (14,8%) e Candida spp. (11,1%). Havendo entre ambas as analises um
predominio do génerbrichosporonspp. eCandidaspp.

Como neste estudo Jodral et al. (1993) isolaranamwstras de leite pasteurizado os
fungosGeotrichumspp.,Fusariumspp.,Penicilliumspp. eAspergillusspp.

Fusarium spp. (13,8%) dGalactomycesspp. (10,4%) também foram isolados com
frequéncia, porém néo sao agentes relacionadost#earzovina.

Em geral, as leveduras sé@o consideradas sapréfi@s sido isoladas de tanques de
armazenamento de leite oriundo de animais sadidZ{REREZ et al., 2004). No entanto, em
alguns casos, elas também estdo presentes em asmstieite provenientes de animais com
mastite (SANTOS; MARIN, 2005).

Melville et al. (2006) isolaram dentre outro€andida spp., Geotrichum spp.,
Trichosporonspp.,Penicilliumspp., eAspergillusspp. em diferentes percentagens, a partir de
amostras de leite de tanques de refrigeracao eslaté propriedades de exploracéo leiteira.
Os mesmos agentes foram também isolados de tadguegpansdo e amostras individuais de
vacas com mastite, no presente estudo, porém emias®o a outros agentes.

O isolamento de leveduras e fungos em amostrasidedo tanque neste estudo é
relevante visto que como destacado por Spanambalg(2009), a contaminagé&o do leite por
leveduras pode afetar o produto final por meioltlragdes organolépticas que ocorrem pela
producdo de enzimas lipoliticas e proteoliticagmalde outros derivados metabdlicos
produzidos pelas leveduras e pelos fungos levextords.

Também foram isolados 0s seguintes agentes bamisriGtaphylococcus aureus
Escherichia coli Staphylococcus epidermidisStreptococcus uberis Streptococcus
agalactiae, Pseudomonas aeruginpiéebsiellaspp, Enterobacter sppe Corynebacterium
bovis(Quadro 04).

Quadro 04: Isolamento de bactérias em amostras de leite dpi¢atle expansado individuais
em seis unidades no municipio de Resende, RJ elynadio e junho de 2012.

Agentes isolados PROPRIEDADES Total %
1 2 3 4 5 6

Corynebacterium bovis 1 1 3,7
Enterobacteispp 1 1 3,7
Escherichia coli 1 1 3 1 1 7 26
Klebsiellaspp 1 1 2 1 5 18,5
Pseudomonas aeruginosa 1 3 11,1
Staphylococcus aureus 2 1 1 1 5 18,5
Staphylococcus epidermidisl 1 2 7,4
Streptococcus agalactiae 1 1 3,7
Streptococcus uberis 1 1 2 7,4
Total 6 4 7 2 2 27
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Houve predominio das espéciEéscherichia coli(26%), Klebsiella spp (18,5%) e
Staphylococcus aurey$8,5%), nas amostras de tanque, enquanto quenmastras de vacas
mastiticas o predominio pairou sol®®phylococcus aurel($5%), Escherichia col{(15%) e
Klebsiellaspp.(15%).

A literatura é divergente quanto aos resultadoglobtneste estudo, indicando maior
predominancia d&. aureusdentre os agentes bacterianos isolados da mdstitmli e S.
agalactiaetambém sao frequentemente incriminados, emboraosmipnamento inferior aos
demais agentes em numero de isolamentos (LANGONIalet 1991; LARANJA;
MACHADO, 1994; RIBEIRO et al., 2009).

Os agentes bacterianos isolados dos tanques dgeraf@o sdo condizentes com 0s
agentes relacionados aos casos de mastite cliascpropriedades em estudo. Isolamento de
S. aureusha maioria dos tanques pode estar relacionadoamos cle mastite nas respectivas
propriedades, mas também sugere a manipulacdo quadie do produto e condi¢des
higiénico-sanitarias insatisfatérias.

Os género$taphylococcuspp. eStreptococcuspp. apresentaram bastante evidéncia
em ambos os isolados das amostras oriundas dos cesanastite (29,9% e 19,6%,
respectivamente), quanto dos tanques (26% e 1lgk@ectivamente).

A frequéncia de isolamentos & aureusem amostras de leite cru refrigerado €
consistente com achados de outros autores ao amatisleite e subprodutos lacteos. O
isolamento deéS. aureuse outros agentes infecciosos em amostras decleiteefrigerado ou
pronto para consumo foi relatado por Brito et 4098), Brito et al. (1999a,b), Beloti et al.
(1999), Brito et al. (2002), Lamaita et al. (2008)ycuri et al. (2006), Faccioli (2010),
Fagundes et al. (2010).

A contaminacdo do leite coi®. aureuspode ocorrer por meio da incorporacao de
microrganismos presentes no Ubere ou o contatceitl®® ¢om utensilios e equipamentos
contaminados durante as operacdes de ordenhaa aalermazenamento (FAGUNDES;
OLIVEIRA, 2004). No que se refere aos equipamentiese-se ressaltar a importancia do
homem como reservatorio e veiculador do microrgaai€m alimentos (JAY, 2005) visto
gue, segundo Huy (1994), entre 20 e 50% das pessolaBais apresentam esses
microrganismos no vestibulo nasal e orofaringe.

Kluytmans, Belkum e Verbrugh (1997) destacaram m@mcia do homem como
agente transmissor e reservatorioSleaureussendo a pele, particularmente devido ao alto
teor de sal e suor, a fonte de eliminacdo tranaitdo agente, contaminando qualquer
superficie ou objeto que tenha contato com o portad

Altamente contagioso, Staphylococcus aureéscapaz de causar infec¢des de longa
duracdo, com baixa taxa de cura e grande perdaodagiio de leite (BENEDETTE et al.,
2008). Porém, o prejuizo econdmico ndo € o unioblpma.S aureugjue habita usualmente
feridas de tetos, médos de ordenhadores e a glandaaaria (TRAVERSO et al., 2003)
quando incorporado ao leite é capaz de causarciidece intoxicacbes no homem e nos
animais. E também destacado o desencadeamentagiesealérgicas e os efeitos do uso de
antibiéticos no controle da infeccdo (CASSOL et2010).

Brito et al. (1998) concluiram que o exame micrtiig@o do leite total do rebanho,
usando meios de cultura seletivos, é um métoddveresespecifico para verificar a presenca
da infeccéo poB. aureue S. agalactiaegno rebanho.

Amostras de leite do tanque de 33 rebanhos fordtivamlas para detectar patbgenos
da mastite (BRITO et al., 1998). Agentes contagioksam isolados em 29 rebanh&s.
aureusfoi isolado das amostras de 26 rebanhos, senddervassociacdo caftreptococcus
agalactiae e em trés foi isolado somenf® agalactiae Todas as amostras do tanque
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apresentaram contaminacdo com coliformes e leved@rquanto ndo se isolaram esses
microrganismos dos quartos individuais.

Brito et al. (1999), em 48 rebanhos, isolar@maureuse S. agalactiaede 47 e 29
rebanhos, respectivamente. Brito et al. (2002)isaram o leite dos fornecedores de um
laticinio da Zona da Mata de Minas encontraif@maureusem 83,3% €S. agalactiaeem
16,7% dos rebanhos. Embora corroborando os achddosutros autores quanto ao
isolamento deS. aureusno presente estud®. agalactiaeenvolvido na etiologia da mastite
clinica em quatro dos seis rebanhos estudados.

Lamaita et al. (2005) analisaram 80 amostras ¢e ¢eil estocado a 4°C por 48 horas
em tanques de propriedades rurais do estado desMbmmais eStaphylococcusp. foi
detectado em 100% das amostras. Espécies maaslasoforanS. aureus, S. hyicus e S.
epidermidisque representaram 34,6%, 22,7% e 12,2% das estaq@adas, respectivamente.

Faccioli (2010) com o objetivo de avaliar o pediids produtores considerando a atual
legislacdo e a qualidade do leite produzido comasnfna presenca d&taphylococcus
enterotoxigénicos, utilizando a PCR na detec¢a8.deureusdemonstraram que a PCR foi
altamente sensivel, detectarllcaureusem 99% das amostras.

Fagundes et al. (2010) avaliaram a ocorrénciaStaphylococcus aureusm 37
amostras de leite do tanque produzido nas regiédilitirdo Preto e Sao Carlos, Estado de
Sao Paulo. Estirpes d®. aureusforam detectadas em 4 (10,8%) amostras, portamto e
namero inferior ao presente estudo.

Arcuri et al. (2006) avaliaram a qualidade micrddigica do leite refrigerado em 24
rebanhos, e a associacao entre a contaminacadomitace os procedimentos de higienizacao
dos equipamentos de ordenha e armazenamento elodeicluiram sobre a importancia dos
manipuladores e condi¢des de higiene ambienta edimais sobre a qualidade do leite.

Embora nédo representem mais do que 10% da miceolaot leite cru recém-
ordenhado (SORHAUG; STEPANIAK, 1997) bactérias dmayoPseudomonaspp. Sao
frequentemente isoladas em amostras de leite eadeitps lacteos refrigerados (COUSIN,
1982, COUSIN; MARTH, 1977, ENEROTH; AHRNE; MOLINDR0a, b, ENEROTH et al.,
1998, WIEDMANN et al., 2000).

Adams, Barach e Speck (1975) constataram que de & ®@%% dos psicotroficos
isolados de leite cru estocado a 4 °C, por uma sgneanPseudomonaspp. O isolamento
de trés amostras deseudomonaspp. no presente estudo deve-se provavelmente aor me
tempo de estocagem, maximo de 48 horas nas cosdisbabelecidas pela IN51/2002 e IN
62/2011.

A importancia do controle da contaminacdo desst&haaa cadeia produtiva do leite
é relacionada ao seu potencial enzimatico, contosfdanosos sobre as caracteristicas fisico-
quimicas e organolépticas do leite, varia em fundao estirpe (PINTO; MARTINS;
VANETTI, 2006).

4.4.4. Sensibilidaden vitro

A eficaciain vitro dos agentes bacterianos isolados do leite crigeefiddo em tanques
de expanséo individuais frente aos antibioticodbélas 10A e 10B) indica que os isolados
foram resistentes a maioria dos antibiéticos testad

Observou-se moderada divergéncia entre a sensiiide amostras isoladas de vacas
com mastite clinica e do leite do tanque, mesma patdégenos envolvidos na etiologia da
mastite. Entretanto no geral, amostras isoladdarmigue apresentaram maiores resisténcias a
diferentes antimicrobianos que os agentes isoldel@mnostras de vacas com mastite
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Amostras deCorynebacterium bovis Streptococcus agalactiasoladas do tanque e
da mastite foram 100% sensiveis a todos os arntibftestados.

Tabela 10A: Sensibilidaddan vitro a antimicrobianos, dos agentes isolados em arsodéra
leite de tanque de expansao individuais em segades de producédo (UPL) no municipio 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
Enterobacteispp 0 100 100 100 100 100 100 100
Escherichia coli 28,6 100 100 100 100 100 100 100
Klebsiellaspp 0 80 100 0 333 333 O 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), Danofloxacin®AN), Neomicina (NEO), Sulfametoxazol +
Trimetoprim (SUT), Espiramicina (ESP), Estreptomé{EST), Ceftiofur (CUR).
Antibidticos ndo foram testados (X).

Tabela 10B: Sensibilidaden vitro a antimicrobianos, dos agentes isolados em arsodéra
leite de tanque de expansdao individuais em se@ades de producédo (UPL) no municipio 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
Enterobacteispp 100 0 0 100 0 100 100 100
Escherichia coli 57,1 286 571 571 50 57,1 100 714
Klebsiellaspp 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), AmoxicilinaN#®), Amoxicilina + Ac. Clavulanico (AMA),
Penicilina G + Novobiocina (PMN), Cefalexina (CGBentamicina (GEN), Tetraciclina (TE).
Antibidticos ndo foram testados (X).

Em amostras procedentes dos tanques (Tabela 11dflaacina (100%),
enrofloxacina (85,2%), gentamicina (74,1%) e espicana (73,3%), foram os antibidticos
com maiores indices de sensibilidade.

A partir do leite de casos com mastite os antibodticom maior eficacia foram
doxiciclina (100%), enrofloxacina (100%), cefalatir{99,1%) e cefalexina (97,2%). Na
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comparacdo destacam-se penicilina G + novobiociH3,3%), amoxicilina (49,5%),
ampicilina (42,1%) e oxacilina (38,3%) com as mesaresisténcias.

Tabela 11:Perfil de sensibilidade e resisténcia dos agerdgetehbanos (nimeros absolutos e
porcentagens) isolados em amostras de leite daudadg expansdo individuais em seis
unidades de produc¢éo (UPL) no municipio de Resdddlem abril, maio e junho de 2012.

S . Sensivel Resistente Intermediario
Principios ativos
N° % N° % N° %
Amoxicilina 9 33,3 18 66,7 0 0
Amoxicilina + Ac. Clavulanico 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 antibiéticos apresentaram valores semelbagnée isolados do tanque e dos
casos de mastite clinica. Para associacdo de Heniem novobicina, espiramicina e
gentamicina e enrofloxacina em ambos ndo houvestéesia plena, apenas no tanque,
mostrando uma ligeira resisténcia intermediaria.

E importante ressaltar que a cefalexina, tetraicle cefoperazone obteve um
resultado inferior quanto a analise do tanque, €a, dndice de resisténcia elevada, em
contrapartida obteve excelente resultado nos iesldds casos de mastite clinica. Importante
investigar a origem da resisténcia apresentada petastras isoladas do tanque, sendo este o
resultado final do processo de produgéo, em qé® estvolvidos 0s animais, 0 ambiente e 0s
ordenhadores ou pessoas que manipulam o leitesilite em diferentes etapas da producéo.

A gentamicina compde a base do maior nimero deuwedtomerciais no tratamento
da mastite e a enrofloxacina amplamente utilizadratamento de diversas enfermidades em
animais e humanos apresentaram bom resultado geagficiénciain vitro contra agentes
bacterianos isolados do leite de vacas com mastig e 100%) comparativamente aos
agentes isolados do tanque (74,1% e 85,2%), respeente. Dos agentes isolados da
mastite, 0s que apresentaram maiores resisténgestamicina foram os ambientaks €oli,
Klebisiella spp. ePseudomonaspp.). Enquanto que dos isolamentos do tanquemfora

49



resistentes tanto agentes contagioss gureuse Staphylococcus epidermiglisquanto
ambientaisPseudomonas aeruginos&lebsiellaspp).

Dos agentes do géne8ireptococcusp S. agalactiaeapresentou o melhor resultado
frente a exposi¢do aos antibidticos, sendo 100%ie&reos principios ativos avaliadosSO
uberisapresentou resisténcia a cefalexina, sulfametbxazonetoprim e neomicina.

Os dados sao consistentes com achados de outrmesalftliscutidos abaixo) ao
avaliarem o perfil de sensibilidade de amostrakeide de vacas com mastite e de tanques de
expansao individuais em diferentes regides braasdei

Fontana (2002) obteve 100% das amostrasSt#phylococcusspp resistentes a
penicilina, ampicilina e oxacilina. Também Mend&dimica (2007) relataram elevada
resisténcia a oxacilina. Zafalon et al. (2008gatudarem a sensibilidade de agentes isolados
a partir dos 0Ostios papilares dos tetos, das asteide amostras do leite de vacas com mastite
identificaram que de todas as fontes, foi possérelontrarS. aureuscom resisténcia a
oxacilina e com caracteristicas de multirresist&aos demais antimicrobianos.

Machado; Correa; Marin (2008) avaliaram 109 cepass@N isolados de leite de
vacas com mastite clinica e subclinica, em noveadest brasileiros em relacdo a
susceptibilidaden vitro a diversos agentes antimicrobianos. As maiordastéesias foram
observadas contra penicilina (93,5%), sulfonami&3,9%), novobiocina (88,6%) e
ampicilina (85,3%) como no presente estudo, em aue,entanto, ndo se considerou
especificamente amostras de ECN.

De 291 Staphylococcuspp. recuperados de amostras de leite de vacasnastite
subclinica Medeiros et al. (2009) relacionaram @iaiima como 0 medicamento menos
eficaz com 56,5% de resisténcia, enquanto que ipeai¢ novobiocina (53,6%), amoxicilina
(37,2%) e enrofloxacina (28,1%) foram os mais efsti Como também demonstrado em
Goiania por Moreira, Silva e Mesquita (1997), apasedeStreptococcuspp. isoladas de
vacas com mastite clinica apresentavam maior skdade frente a enrofloxacina (96%).

A doxiciclina foi observada em isolados de ovelbasy mastite em terceira posicao
(61,44%) entre as maiores taxas de sensibilidaBREECHER et al., 2010), e neste estudo
observou-se uma sensibilidade de 100% em todaspasies isoladas de mastite bovina.

Aires (2010) relatou boa eficaciem vitro para cefalexina/canamicina (76%) e
gentamicina (69%) superiores aos indices observpdms amostras isoladas do tanque de
expansao neste estudo. Freitas et al. (2005) eaalia perfil de sensibilidade antimicrobiana
de 59 cepas de ECP isoladas de leite de vacas estiterdo Estado de Pernambuco obtendo
para a associacao de sulfa + trimetoprim as medtgmesibilidades (95%).

Especificamente em relacdo 8o aureusobserva-se que a maioria dos isolados do
tanque (Tabela 10A e 10B) apresentou resisténaramcilina, enrofloxacina, cefoperazone,
oxacilina, amoxicilina, cefalexina, gentamicinae@dciclina, com perfil distinto dos isolados
de amostras provenientes de vacas com mastite @esmas propriedades. Antibidticos que
apresentaram boa eficaéravitro contra 0S. aureussolados das amostras do tanque foram:
penicilina G + novobiocina, enrofloxacina, neomainsulfametoxazol + trimetoprim e
estreptomicina.

ContraS. aureussolados dos casos de mastite (Tabela 06A e 0§Bhbbioticos que
apresentaram melhor acao inibitoira vitro foram enrofloxacina, cefalotina, neomicina,
sulfametoxazol + trimetoprim, estreptomicina, dolina, cefalexina, gentamicina,
tetraciclina e cefoperazone, divergindo quanto rsibdidade desses agentes isolados do
tanque em que 100% das amostras foram sensivespigamicina e penicilina G +
novobiocina.
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Em uma propriedade 8. aureudoi isolado do leite do tanque em maio e junho e as
estirpes apresentaram perfil de sensibilidadentis{opostos), diferindo inclusive do padréo
de sensibilidade das amostras isoladas nas demasiguades, que foram equivalentes
guanto ao padrao de sensibilidaaleitro.

O perfil de sensibilidade distinto entre isoladesSsdaureudoi descrito por Ferreira et
al. (2006) que identificaram entre 19 (24,7%) ps8r padrbes fenotipicos e genotipicos
distintos demonstrando que, em um determinado hebarperiodo, pode existir consideravel
heterogeneidade genética em populacdes natur@isalgeusde modo a dificultar o controle
e o0 tratamento da mastite. Tais achados chamanergaat para o risco de falhas no
tratamento desta enfermidade, caso sejam extrgs|azata todos os animais do rebanho as
informacdes oferecidas pelos testes de sensibdidadntimicrobianos obtidas a partir de
algumas poucas estirpes$8eaureus

Em contradicdo ao observado por Moreira et al. §0Que caracterizaram a
resisténcia de estirpes Becherichia colisoladas de mastite bovina envolvendo a neomicina,
gentamicina, tetraciclina e estreptomicina, amesttaE.coli isoladas neste estudo foram
resistentes a tetraciclina, porém apresentaramibdafede a gentamicina, neomicina e
estreptomicina, além de sulfametoxazol + trimetapriespiramicina, enrofloxacina,
danofloxacina, e ceftiofur.

Araujo (1998) isolou no estado de Sdo Paulo, cdp& aureusem que 99% eram
sensiveis a cefalotina resultado este semelhardecamtrando neste trabalho.

Zanette, Scapin e Rossi (2010) isolaram de 55 aasode leite de vacas com suspeita
de mastite, 39 (70,9%) cepas $leaureusOs percentuais gerais de sensibilidade, resisténc
e sensibilidade intermediaria foram 78,72%, 13,58%7,69%, respectivamente. Os
antibioticos menos eficazes foram penicilina e attlina, com 46,15% 30,77% de
resisténcia, respectivamente.

Na Tabela 12 estdo resumidos os indices de sédad®l dos agentes bacterianos
isolados neste estudo e a relagdo com os prodomdsenastite disponiveis no mercado.

Dos medicamentos disponiveis comercialmente pdratamento de mastite, alguns
foram usados nestas propriedades (citadoscheck list) e com excec¢édo da enrofloxacina
(Enrocilin) todos apresentaram isolados resistemtes principios ativos contidos nas
formulacdes. Dentre estes se destacam Mastizorse LRkttacdo® (gentamicina), Gentatec
Mastite® 250 mg (gentamicina), Gentocin Mastite@nf@micina), Vetmast Plus VL®
(cefalexina e neomicina) e Rilexine 200® (cefalexia neomicina) e Vaseclox MA®
(amoxicilina), especialmente quanto aos agentestalogues, com maior resisténcia que
amostras isoladas de vacas com mastite.

Outras medicacdes usadas para tratamento de eddeiesi respiratérias, digestivas e
reprodutivas nessas propriedades (ltem 4.2. Aspedi® Producdo), como Excenel®
(ceftiofur), Terramicina LA (oxitetraciclina), Tetticlina (tetraciclina), Pentabidtico
(penicilina), Tribrissem® (trimetoprim e sulfadina), Sulfatrim® (trimetoprim e
sulfametoxazol) e Estreptomax® (estreptomicina)spesn em suas formulacdes principios
ativos contidos em produtos comerciais usados @om@stite e também foram isoladas
amostras resistentes aos respectivos antimicrohigaato do leite de vacas com mastite
guanto de amostras do tanque de expanséao, e nastesa resisténcia foi maior em amostras
isoladas do tanque.

O uso desses produtos para tratamento de enfersidiidersas parece relevante,
visto que foram isoladas amostras resistentesea astibioticos, mesmo sem serem usados
no tratamento de vacas com mastite. O exemplo signgficativo refere-se a associacao de
penicilina G e novobiocina, cujos produtos comésc@@ntra mastite ndo foram usados nas
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propriedades em estudo, no entanto obteve-se 5@38mostras resistentes quando isoladas
do leite dos tanques e de vacas com mastite.

Tabela 12: Sensibilidade de agentes bacterianos isolados evsteas de leite de tanque de
expansdo e de 62 casos de mastite em seis prajggedso municipio de Resende, RJ em
abril, maio e junho de 2012, e principios ativostiips nos antimastiticos disponiveis no
comércio e usados nas propriedades em estudo.

o : . o - Sensibilidade
Principios ativos Antimastiticos comerciais * :
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, Masticlir], 481 935
Mastizone, Pathozone, Cefavet, Mastitec ' '
Enrofloxacina Enrocilin 85,2 100
Espiramicina Ememast VS, Ememast plus, Flumast 73,3 76,6
Estreptomicina Gentocin, Vetrocilin, Agromastit 66,7 86
o Mastifin, Topmast, Genta F, Gentatec,
Gentamicina Gentocin, Mastilac, Mastizone, Gentamast, 74,1 72
Mastizone plus
o Ememast VS, Ememast plus, Newmast,
Neomicina Mastiplus VL, Mastijet forte, Promastic, 53,3 79,4
Flumast, Rilexine, Vetmast Plus VL
Penicilina G + Tetra-delta, Albadry plus, Vetrocilin,
Novobiocina Nafpenzal S 46,7 44,9
Sulfametoxazol + ) o ) )
Trimetoprim Mastical Nistatina, Mastical, Ungluento 60 87,9
Tetraciclina Unguento, Mastijet forte, Vetrocilin 40,7 73,8

*Algumas formula¢des comerciais mistas utilizadagratamento da mastite
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5 CONCLUSOES

Foi observado reducdo dos valores de CCS e CBT,dmeno a conformidade dos
parametros de composicdo e auséncia de residuastidgcrobianos nas amostras de leite
das unidades de producao estudadas, algumas dalagisadrando aos critérios de qualidade
estabelecidos pela legislacéo.

A alta CCS inicial pode indicar o desconhecimentdescuido dos casos de mastite
clinica pelos proprietarios, valores que foramrattes com o transcorrer do estudo.

Os agentes bacterianos isolados dos tanques dgeraf@o sdo condizentes com 0s
agentes relacionados aos casos de mastite clinica.

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

Dos agentes envolvidos foi relevante o isolamenéo g&neros flingicos como
Trichosporonspp. eCandidaspp. e de espécies bacterianas c@taphylococcus aureus,
Escherichia cole Klebsiellaspp.

Houve uma moderada divergéncia entre a sensibdidi@damostras isoladas de leite
de vacas com mastite clinica e do leite do tanquessmo para patdgenos envolvidos na
etiologia da mastite com elevado niumero de ageasestentes aos diferentes antibioticos de
uso na veterinaria.

O perfil de sensibilidade das bactérias isoladatene® de vacas com mastite clinica
ressalta a importancia da avaliacdo da sensibdidadimicrobianan vitro antes da indicacao
do tratamento. A maioria das bases medicament@saas nos testes sdo também utilizadas
no tratamento humano. E a resisténcia dos agestdadds aos mesmos confirma a
preocupacao quanto a melhorias na producao potdogsede saude publica.
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Anexo 01 — Formuléario para identificacdo das carésticas das propriedades

CHECK LIST DE QUALIDADE

1. CADASTRO DA PROPRIEDADE

Data: | Responsavel pela linha: Produtor No.
Nome da propriedade: Telefone:
Proprietario: Cidade:
Contato: Tel:

e-mail:

2. HISTORICO DE QUALIDADE

Frequéncia de coleta do leite pelo caminh&o:

CBT (més: ) % Proteina (més: )
CCS (més: ) % Gordura (més: )
QOutros:

Resfriamento | ( ) Imersdo — Temp. agua: C °
( ) Expanséao Proprio — Temp. do leite: C °
( ) Expansdo Comunitario — Distancia do tanque: m

Frequéncia de coleta do leite:

3. HISTORICO DA PRODUCAO

Producao de leite/dia:

N° de animais no rebanho: N° de vacas:

N° de vacas em lactagéo: N° de vacas na linhaddmloa:
Bezerros nascidos no ano: Bezerros desmamados:

4. MANEJO DE ORDENHA

Tipo de ordenha | ( ) Manual | Obs.:

() Mecanica

() movel balde/latéo ao pé
( ) canalizada em estabulo
( ) balde ao pé em fosso

( ) canalizada em fosso

Funcionarios na ordenha;:

NUmero de ordenhas/dia:
Horario da(s) ordenha(s):

Tempo de permanéncia:

Linha de ordenha: ( )sim ( )n&o

Ordem de ordenha dos animais/lotes:

Teste da caneca: ( ) sim () nao \ CMT:gim) ( ) néo

Frequéncia:

Os bezerros tem acesso a sala de ordenha?sinf )( ) nédo

Alguma alteracdo na rotina? ( ) sim ( ) nao

Pré-dipping: ( )sim ( )nao
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Todo o teto: ( ) sim ( ) nado Todos osmais: () sim () ndo

Sempre: ( )sim ( ) nao

Tempo de contato: () sim ( ) nao

Produto:

Concentracao: Conservacao: Validade:

Condicdes de uso:

Secagem no pré-dipping?) sim ( ) nao Papel toallfa) sim ( ) nao

Higiene:

Tetos ( )sim ( )néo

Ubere () sim ( ) n&o

Lava: ( ) sim ( ) nao

Ducha ( ) Balde ( ) outra ( )

Sempre:

Todos:

Como:

Seca: ( )sim ( )nao Papel toalha: ( ) si(n ) ndo

Pésdipping: ( )sim ( ) nao
Todo o teto: ( ) sim ( ) ndo
Todos os animais: () sim ( ) nédo
Sempre: ( )sim ( ) nao

Tempo:

Produto:

Concentragao:

Conservacéao:

Validade:

Condigdes de uso:

Alimentacédo poés ordenha: ( )sim ( ) nao
Obs.:

5. INFRAESTRUTURA

Confinado () Semi-Confinado ( ) Extensivo) (

Pasto: ( )seco ( )brejo ( )enchamcad ) acidentado ( ) em planicie

Agua encanada: sim ( ) ndo ( )
Clorada: sim () ndo( )
Fonte:

Curral de espera sim( ) nao ( )
Dimensfes: ( ) pequeno ( ) médio drande
Sol: () sim( )néo

Tempo de permanéncia:

Recebe Suplemento: sim ( ) ndo ( )

Piso: ( ) limpo ( )sujo ( ) muito sujo
Higiene: adequada ( ) ndo ( )

Obs.:

Sala de ordenha:
Construcéo: () alvenaria ( ) madeira ferjo Outros:
Pé-direito: ( ) baixo-até2m ( ) médidé d m ( ) alto - acima de 4m

84




Piso: () terra batida ( ) cimento ( ) fost
Condigdes: ( ) limpo ( )sujo ( ) mus#ojo
Seco () umido ( )

Limpo: ( )sim ( )nao

Ventilacao:

Sol:

Higiene:

Obs.:

Curral p6s-ordenha:

Construgéo: () alvenaria ( ) madeira ferjo Outros:
Piso: () terra batida ( ) cimento ( ) fost
Condigdes: ( ) limpo ( )sujo ( ) mus#ojo

Seco () umido ( )

Limpo: ( )sim ( ) nao

Ventilacao:

Sol:

Higiene:

Obs.:

6. VACAS

Raca:

Animais antes da ordenha: ( ) limpos ( )suj6 ) muito sujos

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

Tetos:
( ) pequenos ( ) médios ( ) grandes
Boa conformacgéo: ( ) sim ( ) néo
Lesdes: ( )sim ( )né&o
( ) cortes ( ) vesiculas) piperqueratose ( ) Edema ( ) outros:
Quartos afuncionais ( ) sim ( ) néo

Aplicacéo de ocitocina durante a ordenha: () gim) ndo

Comportamento durante a ordenha: | Micgdo: ( ) frequente ( ) pouco frequente

( ) Calmos Defeccédo: ( ) frequente () pouco frequente
( ) Estressados: Obs.:

() Muito estressados

7. ORDENHADOR(ES)

NUmero de ordenhadores:
Funcdes especificas:

E fixo na ordenha: ( ) sim ( ) n&o Quanto tempo:

Recebeu treinamento: ( ) sim () néo

Obs.:

Uniforme: ( ) sim ( ) né&o ( )limpo ( )sujo ( ) maisujo
Vestimenta completa: ( ) sim () ndo ( )limpo ( )sujo ( ) muito sujo

Usaluvas: ( )sim ( )nao
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Maos: () limpas ( ) sujas ( ) muito sujas
Unhas cortadas e limpas: ( ) sim ( ) néo
Ferimentos: () sim ( ) nao

Lava as maos antes da ordenha: ( ) sim (0) na
Seca: ( )sim ( )ndo ( )vestimenta) papel toalha

Obs.:

8. CONTROLE DA MASTITE

Existem anotac¢des de casos de mastite clinigasin () ndo

Tem registro de novos casos e reincidentes:sim) ( ) néo

Trata casos clinicos: () sim ( ) néo
Imediatamente apds identificar: ( ) sim ( dna
Produto:

Frequéncia:

Critérios para tratamento:

Medicacédo prescrita por veterinarios: () sim) G&o
Obs.:

Descarta o leite das vacas tratadas: () sim) nfio Quanto tempo:
( ) todos os quartos () quartos tratados

Faz tratamento de vaca seca: ( ) sim ( )(Mapsempre ( ) as vezes
Produto:

N° de casos no més:

Responsavel pelo tratamento:

Registro de animais tratados (data, produto, teramyplucdo: ( ) sim ( ) n&o

N° animais tratados:
Evolucéo:

Animais descartados por mastite:

Produtos para tratamento disponiveis:
Quais:

Quantos:

Conservacao:

9. SANIDADE DO REBANHO

Estado Geral: ( ) bom ( )regular ( ) ruim

Escore de condi¢ao corporal médio:

Enfermidades podais: ( ) sim ( ) nao (Quantos:

Histérico de enfermidades reprodutivas: () gim) ndo ( )
Distocias

Retencao de placenta

Metrite

Abortos

Repeticdo de cios

Outros:

Uso de hormonios ou programas de inducao de cio

Historico de disfungdes digestivas:
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Historico de mortalidade e causas de descarted®ad
Causas:

VACINAS:

Raiva ( ) Brucelose ( ) Carbunculo ( ) lagptirose ( ) IBR ( ) Mastite ( ) Aftosa)(
Exames de Brucelose e Tuberculose: ( ) sifn) ndo

Ultimo realizado?

VERMIFUGOS:
Produto:
Frequéncia:

CONTROLE DE CARRAPATOS
Produto:

Frequéncia:

Forma de aplicacao:

Resultado:

10. EQUIPAMENTOS

Antes da ordenha: ( ) limpos ( ) sujos ) (uito sujos

Falhas de higiene durante a ordenha: ( ) sijméo
Especificar:

As teteiras séo desinfetadas entre as ordenhasirqh () ndo
Produto:
Concentracgao:

A limpeza ocorre logo ap6s a ordenha: () sin) fao

Deslizamento/queda de teteiras excessivamenjesifn () nao

Tempo de ordenha efetivo na ordenha:

Ordenha incompleta: ( ) sim ( ) néo Qigade de leite residual: mL

Sobre ordenhd: ) sim ( ) néo

OBS.:
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