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RESUMO

LIMA, D.M. Adaptacdo do método da redutase para avaliacdo daerssibilidade
antimicrobiana em leite de vacas com mastiteDissertacdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidadrederal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

Considerando a complexidade para realizacdo dondkigo microbiolégico e do
antibiograma na rotina das propriedades leiteirapgmos a adaptacédo da prova da redutase
utilizando o azul de metileno como indicador deviddde bacteriana para verificar a
sensibilidade de bactérias causadoras de mastigerstes antimicrobianos comerciais. Para
esta finalidade amostras de leite de vacas comitenatinica e subclinica foram avaliadas
quanto ao tempo de reducdo do azul de metileno fIR®02% com e sem a adicdo de
agentes antimicrobianos em diferentes etapasalmente, amostras de leite de vacas com
mastite subclinica foram avaliadas quanto ao TRA®htE aos antibidticos contidos nas
principais formulacdes antimastiticas disponivers mercado, em trés concentragcdes
diferentes em relacdo ao controle adicionado dé dzumetileno (AM). Num segundo
momento foram avaliados o efeito do tempo de ag&oaahtibidticos sobre as bactérias do
leite em relacdo ao TRAM e o efeito da temperatid@o houve diferenca significativa
quanto ao TRAM em relacdo aos volumes de antilm$tcdo AM, bem como da temperatura
de incubacdo. Contudo o TRAM foi diferente entre dgerentes antibioticos.
Estatisticamente determinou-se a partir da médiaRIbM das amostras tratadas em relacao
aos controles a sensibilidade aos antibioticosi@thados. A eficacia clinica da prova da
redutase foi testada em 26 vacas com mastite @liritadas aleatoriamente com formulacdes
antimastiticas disponiveis no comércio local. Réaatente amostras do leite de cada vaca
tratada foram encaminhadas para cultura, idengéicae teste de sensibilidaighevitro. Sete
dias apds a ultima aplicacao intramamaria, os dsifoeam avaliados pelo teste da caneca de
fundo escuro e CMT efetuando-se a avaliacdo da ibsemde pelo TRAM
comparativamente ao antibiograma. Os testes foramoocdantes com os resultados do teste
clinico e sem diferenca significativa. O teste ddutase mediante adicdo de antibioticos
mostrou ser Util na escolha do antimicrobiano aiskzado no tratamento do quarto mamario
afetado por mastite clinica ou subclinica.

Palavras-chave:mastite, antibiograma, redutase, azul de metileno
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ABASTRACT

LIMA, D. M. Reductase method adaptation to evaluatémicrobial sensibility in mastitic
milk. Dissertation (Masters in Veterinary Medicindjstitute of Veterinary, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RiB.20

In this study we propose to adapt the reductageussg methylene blue as an indicator of
bacterial activity to verify the sensitivity of ntds-causing bacteria to trade antimicrobial
agents due to the difficulty in microbiological dgreosis and antibiogram in the routine of
dairy farms. For this, samples of milk from cowshwsubclinical and clinical mastitis were
evaluated on the reduction time of methylene bR&MB) 0.02% with and without the
addition of antimicrobial agents in different stagd-irst, milk samples from cows with
subclinical mastitis were evaluated for RTMB frartfive antibiotics available on the market
in three different concentrations compared to @adntith the addition of methylene blue
(MB). A second step were evaluated the effect mktiof action of antibiotics on bacteria in
milk in relation to the RTMB and the effect of teempture. There was no significant
difference in the RTMB over volumes of antibiotiemd the MB and the incubation
temperature. However, the RTMB was different amdhg different antibiotics. The
sensitivity to antibiotics added was determinedistiaally from the average of the RTMB
treated samples compared to controls. The clieffedacy of the reductase test was evaluated
in 26 cows with clinical mastitis treated randomligh commercially available antibiotics. At
the same time, samples of milk from each cow trkatere sent for culture, identification and
in vitro sensitivity testing. Seven days after the lasmamammary treatment, animals were
assessed by the wired cup test and CMT comparmgehsitivity of the TRAM relation to
antibiogram. The tests were consistent with thelte®of the clinical test and no significant
difference. The reductase test by addition of amtiiks proved to be useful in the choice of
antimicrobial use in the treatment of mammary ceradffected by clinical or subclinical
mastitis.

Key words: mastitis, antibiogram, reductase, blethylene

VI



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 - Interpretacédo dos resultados parate tlessRedutase. Tempo de 23
descoloracdo em funcéo da carga microbiana sequitd®1/2002.

Tabela 02 - Relacao entre o numero de bactérizemes no leite e o tempo 23
de reducéo do azul de metileno.

Tabela 03 - Tempo médio de reducdo do azul deenetiém amostras tratadas 30
com os antibioticos A (cloxacilina - 20mg/ml), Begamicina - 25mg/ml), C
(espiramicina - 20mg/ml + neomicina - 20mg/ml),defbperazone - 25mg/ml)

e E (tetraciclina - 25mg/ml + bacitracina - 3,5mf/m neomicina -
45,625mg/ml) em relagcéo aos controles (AM) e vosimdicionados 100L,

160uL e 200uL.

Tabela 04 - Tempo médio de reducdo do azul de enetidos controles e 32
amostras adicionadas dos produtos A (enrofloxacihamoxicilina), B
(gentamicina), C (cefoperazone) e D (bacitracinaeemicina + tetraciclina)

em relagdo ao momento de adi¢éo do azul de metilerig 3 e 4 horas).

Tabela 05 — Tempo médio de redugcdo do azul de eneti(TMRAM) de 33
amostras tratadas com antibidticos em relacdo aofotes e numero de
amostras que apresentaram reducdo em menos de$ dwomao reduziram
(NR) em 48 horas.

Tabela 06 - Tempo médio de reducdo do azul de enetii TMRAM) (em 35
horas) de amostras de leite procedentes de vanasnestite clinica (MC) ou
subclinica (MSC) em diferentes escores (+, ++, #@eHCMT, adicionadas dos
antibioticos A, B, C, D E e resultados da analsatéstica (Anova).

Tabela 07 — Tempo médio de reducao do azul deanetdla amostra (TMRA) 36
em funcdo do tempo meédio de reducdo do controleRCMem fungédo da
relacdo entre TMRA / TMRC (1,91) e intervalo de ftmmca dos controles.

Tabela 08 — Perfil de sensibilidade aos antimi@obs A (cloxacilina), B 37
(gentamicina), C (espiramicina + neomicina), D dpefrazone) e E
(tetraciclina + bacitracina + neomicina) segunddRAM da amostra em
relagao aos controles.

Tabela 09 - Numero de amostras resistentes, sesveom sensibilidade 39
intermediaria (SI) aos antimastiticos A (enrofldrac + amoxicilina), B
(gentamicina), C (cefoperazone) e D (bacitracin@eemicina + tetraciclina)

pelo Tempo de Reducdo do Azul de Metileno (TRAMargibiograma, e
porcentagem de resultados coincidentes.

Tabela 10 - Numero de resultados positivos e nagmtinediante tratamento 40
clinico de 26 vacas com mastite clinica em relag@erfil de sensibilidade
dos principios ativos dos produtos utilizados pelttbiograma e TRAM.



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Critérios de avaliacdo da eficacia cHirdos produtos utilizados 29
para tratamento da mastite clinica em 26 vacasetagéo a sensibilidade ao
antibiograma e TRAM.

Quadro 2 - Microorganismos isolados nas proprieslamee foi realizado o 40
teste clinico.

Quadro 3 - Resultados do tratamento clinico commastiticos e respectivos 41
agentes antimicrobianos A (enrofloxacina + amoixiajl, B (gentamicina), C
(cefoperazone) e D (bacitracina + neomicina + ¢etliaa) e perfil de
sensibilidade pelo Tempo de Reducdo do Azul de lafeti (TRAM) e
antibiograma.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - TRAM trés horas apos inicio do testeb@@@A1l — amostra contendo 31
100pL de antimastitico A - cloxacilina).

Figura 2 - TRAM 24 horas apos inicio do teste (fub®s E1 ao E5 ainda ndo 31
houve reducao do azul de metileno).

Figura 3 - TRAM gquatro horas ap6s inicio do teste. 32

Xl



SUMARIO

1 INTRODUCAO 1
2 REVISAO DE LITERATURA 3
2.1 Situacao Atual e Perspectiva da Pecuéria kaita Brasil 3
2.2 Legislacao 4
2.3 Qualidade do Leite 5
2.4 Caracteristicas e Composicao do Leite 5
2.4.1 Definicao 5
2.4.2 Composigao 5
2.5 Microrganismos do Leite 6
2.5.1 Mesofilos 6
2.5.2 Termofilos ou termoduricos 6
2.5.3 Psicréfilos / psicrotroficos 7
2.5.4 Coliformes 7
2.5.5 Microrganismos patogénicos 7
2.6 Mastite 8
2.6.1 Importéancia 8
2.6.2 Definicao e formas 9
A) Mastite clinica 9
B) Mastite subclinica 9
C) Mastite contagiosa 10
D) Mastite ambiental 10
2.6.3 Etiologia 10
A) Agentes contagiosos 11
B) Agentes ambientais 11
C) Agentes oportunistas (Estafilococos Coagulaggaties) 12
2.6.4 Diagnéstico 12
A) Diagnostico da Mastite Clinica 12
B) Diagndstico da Mastite Subclinica 12
C) Exame Microbioldgico 14
2.6.5 Tratamento 15
2.6.6 Controle e profilaxia 16
2.7 Mecanismo de Acao dos Antibioticos 16
2.8 Sensibilidade a Antimicrobianos 17
2.9 Residuos de Antibioticos no Leite 19
2.10 Resisténcia Bacteriana 21
2.11 Teste de Reducédo do Azul de Metileno 22
MATERIAL E METODOS 25
3.1 Local e Periodo 25
3.2 Amostras 25
3.3 Testes para Identificacdo de Mastite Clini€aleclinica 25
3.4 Isolamento e Identificacdo de Microorganismos 25
3.5 Teste de Sensibilidadevitro 26
3.6 Adaptacado do Teste da Redutase 26
3.6.1 Efeito da concentracdo do antibibtico 26
3.6.2 Efeito do tempo de acéo do antibiotico 27

Xl



3.6.3 Efeito da temperatura de incubacao
3.6.4 Tempo de reducao do azul de metileno mededit&io de
antibioticos no leite em relacé&o ao antibiograma
3.6.5 Teste clinico
3.7 Anédlises Estatisticas

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeito do Volume de Antibiotico Sobre o Tempo Rleducdo das
Amostras
4.2 Efeito do Tempo de Acgdo do Antibidtico sobreTempo de
Reducao do Azul de Metileno
4.3 Efeito da Temperatura de Incubacéo Sobre o deatepReducao
das Amostras
4.4. Tempo de Redugéo do Azul de Metileno SegunQoaidade da
Amostra
4.5. Adaptacdo do Teste da Redutase para Aval@dg&ensibilidade
a Antimicrobianos.
4.6 Tempo de Reducdo do Azul de Metileno Mediantec@o de
Antibioticos no Leite em Relacdo ao Antibiograma.
4.7. Teste Clinico

5 CONCLUSOES
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

7 ANEXO

28
29

30
30

31

32

33

36

38

39

42

43

63

27

Xl



1 INTRODUCAO

A mastite, considerada mundialmente a doenca dermaipacto nos rebanhos
leiteiros, devido a alta prevaléncia e prejuizosnémicos que acarreta, caracteriza-se nao
somente pela perda da capacidade secretora daiglandmaria, mas também por alteracdes
fisicas, quimicas e bacteriologicas do leite. Alé&hsso, o risco de veiculacdo de
microrganismos patogénicos e/ou suas toxinas atrdeéleite reforcam a importancia das
mastites e suas implicacbes em Saude Publica. t@mieato por outro lado também tem
sérias implicacbes em Saude Publica, devido satwedupresenca de residuos de antibioticos
no leite representada pela frequiente inoculac@annamaria de antibidticos.

O diagnéstico de mastite clinica é simples em ford#s alteracdes que acarreta na
mama e no leite. Entretanto para mastites subaBnisobretudo crénicas, os métodos de
diagnéstico incluem exames microbiolégicos, métogiasnicos indiretos e a contagem de
células somaticas do leite dos quartos mamariagidchis, dos animais ou do rebanho.

O controle da mastite e a cura dos animais infestanstituem um dos maiores
problemas da pecuaria leiteira e a principal cgasa o tratamento de vacas em lactacédo. O
isolamento microbiano e o antibiograma de amosteaseite coletadas assepticamente € o
meétodo padrdo para determinacdo da saude do Ubdiegmostico da mastite bovina, de
modo que medidas de controle possam ser implemsntaan maior eficiéncia. Existe, no
entanto, uma grande discussao em torno do empegiagnostico laboratorial de mastites
na rotina de granjas leiteiras, principalmente we ge refere ao alto custo do exame e
urgéncia na escolha da terapia.

Uma vez detectada a mastite, alguns fatores compecies de acdo, adequacdo ao
manejo, tempo para comercializar o leite, resultadk sensibilidade, natureza da infeccéo e
custo-beneficio favoravel devem ser levados emiders;do para a escolha do tratamento a
ser adotado. E comum, entretanto, que a escollantimicrobiano se faca empiricamente,
por indisponibilidade temporaria ou definitiva dadds laboratoriais. Estas indicacdes
favorecem o surgimento de resisténcia bacterianefigacia € afetada por fatores diversos.

Muitos estudos foram desenvolvidos visando avadiasensibilidadein vitro de
agentes isolados do leite de vacas com mastitee€idtados sao divergentes segundo a
regido, os agentes etioldgicos envolvidos e osnarribbianos testados.

Na literatura revisada ha poucos estudos comparaséasibilidadée vitro e eficacia
em testes clinicos. No entanto € comum 0s autoeesionarem que em muitas situacées um
antibiético apresenta-se sensivel no testétro, porém néo tem boa eficadémavivo.

Verifica-se atualmente que apesar da disponibiéidael varios antimicrobianos para
tratamento da mastite, o problema de resisténcatacu-se pelo uso indiscriminado e
inadequado de antibidticos. A preocupacéo cres@amea presenca de residuos no leite gera
uma busca por métodos alternativos para a abordelgssica dos antibiéticos.

O leite por sua rigueza de nutrientes é um meigulteira ideal para a maioria dos
microrganismos e sua multiplicagéo € rapida, sergpeératura for adequada.

O teste de redutase constitui um meétodo indiretstabée simples e rapido para
estimar a qualidade higiénica e bacteriolégica alte Icru, em funcdo do crescimento de
microrganismos no leite provocar o consumo do aox@@resente no meio. Esse fendbmeno
leva a producado de substancias redutoras, dimiawngotencial 6xido-redutor que pode ser
avaliado através da adicdo de uma substancia datiwacomo azul de metileno (AM). Em
um meio contento bactérias, o AM age como acepmalétrons, reduzindo-se e tornando-se
incolor. Em geral, o tempo de reducédo é inversampraporcional ao numero de bactérias
presentes na amostra no inicio da incubacéo e yaae em funcdo da taxa metabdlica dos



diversos microrganismos que produzem substancistams no leite bem como com a
presenca de antibidticos na amostra.

Considerando a complexidade relacionada a reabizagaiagndstico microbiologico
e antibiograma na rotina das propriedades leitgmapomos a adaptacdo da prova da
redutase para avaliacdo da sensibilidade de baxt@ausadoras de mastite a agentes
antimicrobianos comerciais visando identificar denfa simples e rapida um antimicrobiano
efetivo para o tratamento da mastite e assim, ibomtrpara a reducdo do tempo de
diagnostico, aumento da taxa de cura e melhorgudbdade do leite.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Situacao Atual e Perspectiva da Pecuéaria Leita no Brasil

Mundialmente a pecuaria leiteira vem apresentamdodgs avancos em producao e
qualidade. Segundo dados da Food and Agricultugardzation (FAO, 2006), o Brasil é o
sexto colocado no ranking internacional de produdéoleite com uma producdo que
representa aproximadamente 5% da producdo muméhal.Américas, o pais € o segundo
maior produtor e responsavel por 67% do volumeeie produzido pelos paises do Mercosul
(NOAL, 2006).

Dados preliminares do Instituto Brasileiro de Geafigre Estatistica (IBGE, 2006)
indicam que trés importantes fatores marcaramay &steiro na Gltima década: o aumento da
producado, a reducdo do numero de produtores e r@sb@mo dos precos recebidos pelos
produtores. Outro fator observado € a diminuicdead@analidade da produc¢éo, que indica um
aprimoramento técnico do produtor.

Os estabelecimentos agropecuarios no Brasil cdiztini mais de cinco milhdes de
propriedades, um aumento de 7,4% em relacdo aooCansIBGE de 1996, devido
principalmente as divisdes de terra por herancssensamentos de reforma agraria que tém
ocorrido em todo o pais. Os dados mostram, tamf@aenem todo o Brasil, houve reducédo do
namero de propriedades que se dedicam ao leitefeexo Distrito Federal, que aumentou
13%. A atividade leiteira, em 1996, estava presene37,2% do total de estabelecimentos
agropecuarios. Em dez anos os estabelecimentosexgreem a pecuaria leiteira foram
reduzidos para 25,8% do total.

Segundo a Associacgao Brasileira de Produtores ide CBIA/DECOM e EMBRAPA,
cerca de 800 mil produtores de leite vendem meadsditros por dia e possui até dez vacas
na linha de producéo, o que os caracteriza comaepeg produtores de agricultura familiar.

A producdo total de leite nos ultimos 12 anos @esd9,42% (CARVALHO;
CARNEIRO, 2009). Nesse periodo o volume médio popgedade passou de 28 litros/dia
para 52 litros/dia, um crescimento de 85,2%. Eh@@7 e 2000 mais de 61 mil produtores
deixaram de entregar leite aos laticinios, a mai@equenos produtores familiares que,
provavelmente, passaram para o mercado informaledxaram de produzir leite. Houve
também modificacdo na distribuicdo espacial do mebabovino, que se deslocou para a
Regido Norte. Os produtores especializados qustereem tecnologia, economias de escala
e diferenciacdo do produto, se concentram em bbgtasas tradicionais, com destaque para
os Estados de Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, &danta Catarina e Rio Grande do Sul
(CARVALHO; OLIVEIRA, 2006).

Como o numero de propriedades exercendo pecuat&téaliminuiu, o crescimento
da producéo reflete uma especializacdo da ativiktdigéra no pais, e ocorreu gracas a ado¢ao
de técnicas mais avancadas de melhoramento genétdtbor qualidade da alimentacdo e
manejo mais adequado que resultou em maior prodatie por unidade de producéo e por
animal (CARVALHO; OLIVEIRA, 2006).

O uso do conhecimento cientifico permitiu supefastéculos no processo produtivo,
gue até entdo mantinha uma dependéncia excessivéatbwes naturais. Novos processos
técnicos promoveram o aumento da produtividadedacdo dos custos, abrindo caminho
para a lucratividadeexiste ainda um grande nimero de pequenos produdoie opera com
baixa produtividade aliada a altos custos, residtaem parte, da pratica extrativista com
pouca ou nenhuma tecnologia em oposicdo a outmdufmres altamente especializados
(JANK et al., 1999).

Visto que a producéo por propriedade no Brasil @éavhaixa se comparada a média
de paises como Estados Unidos, Nova Zelandia ealNastcujas meédias estdo acima de 2 mil



litros/fazenda/dia, ha ainda um longo caminho aqeer para que a atividade leiteira no
Brasil se torne eficiente e sustentavel.

2.2 Legislacao

Apés verificar a insuficiente qualidade do leiteguwzido no pais, o Ministério da
Agricultura iniciou ha cerca de 10 anos uma disboissnvolvendo os setores cientificos e
econbmicos da pecudria leiteira, buscando alteampara melhorar a qualidade do leite no
pais. O debate resultou na Instrucdo Normativali2092, que estabelece os requisitos
minimos que devem ser observados para producadjddée e qualidade de leites tipos A,
B, C, pasteurizado e cru refrigerado, aléem de esgehtar a coleta de leite cru refrigerado e
seu transporte a granel (BRASIL, 2002a).

Outro incentivo a modernizacdo da producédo leitéoiaa Resolugcdo n® 3088
(BRASIL, 2003), que aprovou o financiamento de pgmientos de resfriamento para
produtores de leite e a coleta a granel. O objetessas medidas foi a adequacéao das normas
publicadas no RIISPOA (BRASIL, 1952) as atuaisidaales de producdo e consumo. As
principais mudancas foram a implementacdo de npadsies de qualidade e a diferenciacao
do pagamento ao produtor.

Como a intencéo € oferecer ao consumidor prodattieds de qualidade comparavel
aos paises de pecudria leiteira desenvolvida, értamge a andlise do leite individual para
monitorar sua qualidade e identificar problemasijl@ando os programas de melhoramento
genético, manejo nutricional e controle e preverigimastite (REIS et al., 2007).

A Rede Brasileira de Laboratérios de Controle dali@ade do Leite (RBQL) criada
atraves da Instrucdo Normativa 37 (BRASIL, 2002ijta com oito laboratérios distribuidos
nas Regifes Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordéste por finalidade fazer as analises do
leite cru para contagem de células soméaticas (C&stagem total de bactérias (CBT) e
deteccédo de residuos de antibioticos.

Através da nova legislacédo (Instrucdo Normativad®118/09/2002) foi previsto um
calendario diferenciado em termos regionais papaogressiva adaptacdo de produtores e
laticinios as novas exigéncias de qualidade de tzit refrigerado, que se estende de 2005 a
2011 para a regiao Centro-Sul (Sul, Sudeste e &€uste) e de 2005 a 2012 para as regides
Norte e Nordeste.

A CCS e CBT que definem, respectivamente, a saaidadebanho no que se refere,
principalmente, a mastite e higiene do processobdencédo da matéria-prima, bem como o
resfriamento do leite na propriedade sdo os pragiindicadores dos objetivos a serem
alcancados pela normativa.

A legislacdo define que o leite deve ter as segsimaracteristicas sensoriais de
aspecto, cor, sabor e odor: liquido branco, opaidesce homogéneo, com odor e sabor
caracteristicos, isento de odores e sabores estrarfbs contaminantes organicos e
inorganicos e residuos biolégicos ndo devem esemeptes em quantidades superiores aos
limites estabelecidos pela legislacdo especificeerthum tipo de aditivo ou coadjuvante é
admitido, da mesma forma que residuos de antib®te de outros agentes inibidores do
crescimento microbiano devem estar ausentes.

O leite obtido deve ser coado em recipiente apadpre submetido ao resfriamento a
uma temperatura ndo superior a 4°C em até trés fagrds o término da ordenha quando
armazenado em tanque de refrigeracdo por expansgta. Em se tratando de tanque de
refrigeracao por imerséo, este deve ser dimenscodadnodo que permita refrigerar o leite
até temperatura igual ou inferior a 7°C no tempxima de trés horas apds a ordenha
(BRASIL, 2002a).



Das 230 industrias que analisam o leite no labooatda Escola Superior de
Agricultura Luis de Queiroz - Clinica do Leite (EB&/USP), apenas 11 (5%) tém programas
de pagamento por qualidade. O leite produzido gsaeempresas tem uma CBT média de 90
mil UFC/ml, contra 500 mil das que ndo possuem am@s de pagamento por qualidade.
Dificil haver um argumento melhor para mostrar quiiante de politicas de
estimulo/penalizacéo, a tendéncia é haver meldargualidade (NEIVA, 2008).

2.3 Qualidade do Leite

A secrecao lactea é importante na nutricdo humaméneal e conforme a variacao das
necessidades de alimentacéo e das preferénciasndancidor, o enfoque da producao tem
sido modificado com o tempo. Nesse sentido, imoggite houve um interesse no volume de
leite produzido. Em anos recentes, a composicaodfgm, proteina, solidos totais) e a
qualidade higiénica do leite (CCS e CBT) passaraseradeterminantes para sua aceitacao
pela industria e pagamento ao produtor.

Os laticinios utilizam-se do mecanismo da bonificagor producédo e qualidade do
produto, todavia o que mais pesa € o volume daugémdem detrimento da qualidade do
produto (BEM; FABRINI, 2005).

De acordo com Relatorio Setorial (FINEP, 2008),rocpsso de modernizacdo do
setor leiteiro ainda ndo mostrou resultados emdsrde melhoria da matéria-prima recebida
nos laticinios. No entanto, a “granelizacdo” tevmno uma de suas conseqiéncias a
eliminacdo de inimeros produtores do mercado fori®al dados justificam acbes que
impecam a inviabilidade produtiva e apontam paesmargéncia de iniciativas em apoio ao
pequeno produtor.

2.4 Caracteristicas e Composicao do Leite
2.4.1 Definicao

Entende-se por leite, sem outra especificacdopdupo oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condi¢cbes de higiene, de vacamsatlem alimentadas e descansadas. O
leite de outras espécies deve denominar-se segarespécie da qual proceda (BRASIL,
2002a).

O leite destinado ao consumo deve ter as seguasiesteristicas e propriedades:
agradavel (com preservacdo das suas propriedadesbde cor, odor e viscosidade); limpo
(livre de sujeiras, microrganismos e residuoskegrtt (composi¢cado correta e conservacao
adequada); seguro (ndo cause problemas a saudaslotdor) (BRASIL, 1996).

O preenchimento desses critérios depende de umapnagoaseado principalmente na
prevencdo de doencas; adocdo de medidas de higiges, durante e apds a ordenha;
conservacao e transporte em condi¢cdes adequadasa Rédotencdo da matéria-prima estao
previstas na nova legislacdo medidas especificasrtteole e profilaxia da mastite.

2.4.2 Composicao

Rico em proteinas, energia e minerais, para a iespggnana o leite € um dos
alimentos mais completos. E indicado para todddames e somente em casos limitados ha
restricoes de seu uso (NOAL, 2006).

Os componentes naturais do leite sdo classificedoso principais e secundarios
quanto a sua contribuicdo por unidade de massao@situintes principais incluem &gua,
glicidios (basicamente lactose), gordura e protein@rincipalmente caseina e albumina,
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engquanto que os constituintes secundarios engldizasmamente minerais e as vitaminas A,
D, E e K (GONZALEZ et al., 2001; GONZALEZ; CAMPOS3003).

Outros componentes incluem metabolitos de excrecdmo a uréia, produto do
catabolismo dos aminoacidos. Também, alguns métabopresentes no sangue por
desordens metabdlicas, podem estar presentes antagos no leite. Assim, em estado de
cetose, podem aparecer corpos cetdnicos no lgitesigelmente o beta-hidroxibutirato
(WITTWER, 2000).

2.5 Microrganismos do Leite

Os principais microrganismos que contaminam o kéteas bactérias. Virus, fungos e
leveduras tém participacédo reduzida, embora sejaporiantes em determinadas situacoes.
Do ponto de vista de consumo, 0S microrganismaoseptes no leite podem ser patogénicos
ou saprofitas (contaminantes ou deteriorantes), rfiee causam doencas, mas promovem
deterioragcbes dos produtos, dando origem a calstatas sensoriais indesejaveis,
interferindo nos processos de fermentacdo e dimiloua vida de prateleira (HAYES, 1993;
JAY, 2005).

As bactérias do leite podem ser classificadas d@edaccom a temperatura de seu
melhor crescimento em psicréfilas, mesofilas e ¢ditas. Além destas outras categorias de
bactérias sdo importantes, as termoduricas e psiftcas. Outros microrganismos
importantes sao os coliformes (HAYES; BOOR, 20@ Yratamento térmico do leite, assim
como a refrigeracdo do leite cru e do leite praagsgdornam o alimento mais seguro para o
consumo e aumentam a durabilidade dos produtakact

2.5.1 Mesodbfilos

Microrganismos aerdbios mesdfilos correspondemrapogde maior importancia em
alimentos por incluir a maioria dos contaminante®e @rescem melhor em temperatura
ambiente (OLIVEIRA; PARMELEE, 1976). Tém a temparat6tima de multiplicacdo entre
25 °C e 40 °C, minima entre 5 °C e 25 °C, e maxntee 40 °C a 50 °C (FRANCO;
LANDGRAF, 1996).

Bactérias mesofilas multiplicam-se rapidamente doamleite ndo é armazenado sob
refrigeracdo. Nessas condi¢coes lactobacilos, ésteqos, lactococos e coliformes se
multiplicam rapidamente, principalmente nos mesess muentes, fermentando a lactose e
produzindo &cido lactico e outros acidos organgpes causam a acidez do leite (BRITO et
al., 2007).

2.5 2 Termobfilos ou termoduricos

As bactérias termofilas sdo aquelas cuja temperaitima de crescimento situa-se
entre 55-65C com o maximo, para algumas espécies, podendgirafi&-90°C e o minimo
em torno de 38C (ICMSF,1980). S&o encontradas normalmente ememequliimero no leite
cru, mas em determinadas situacoes, podem atimgimdgs populacdes. Seus principais
representantes sao os géneBasillus spp.e Clostridium spp. encontrados em silagens, no
solo e no esterco. Alta contagem de bactérias fdan@ freqientemente associada com
deficiéncias crénicas ou persistentes de limpezaeatdpipamentos de ordenha ou das tetas
(BRITO et al., 2007).



2.5 3 Psicrofilos / psicrotréficos

Os psicréfilos constituem o grupo de bactérias eusontram em temperaturas que
podem variar de 0° a 20°C sua temperatura otin@edeimento. Na area de microbiologia
de alimentos, os organismos capazes de se desenwal\faixa de temperatura considerada
adequada para os psicrofilos, mesmo que essa tatm@emao seja Otima para o seu
crescimento, sdo denominados psicrotroficos e s@inadenominados por crescerem entre
temperaturas de 0° a 40°C (COLLINS, 1981; SANTARBQ1).

Os principais géneros de bactérias psicrotrofiazes cpntaminam o leite sdo néo-
patogénicos, com@seudomonaspp Serratiaspp, Lactobacillus spp, Flavobacteriuspp
Corynebacteriunspp, Micrococcus spg Clostridiumspp. Entretanto, microrganismos como
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitecBacillus cereusao capazes, em condi¢gbes
especiais, de provocar doencas em seres humanasdaula ingestdo de leite cru
(FONSECA,; PEREIRA, 1999).

Altas contagens de psicrotroficos estdo associadakeficiéncias de higiene da
ordenha e utensilios, refrigeracdo marginal (ehteel5°C), ou tempo de estocagem do leite
refrigerado é demasiadamente longo. Quando as g@aslide higiene da producdo de leite
séo boas, a contagem de bactérias psicrotrofibasxa, mas, se as condi¢cdes sao ruins, estas
podem corresponder a 75% ou mais do total da pegallaacteriana (ROGICK, 1982).

Quanto maior o tempo de estocagem sob baixas tampes (7 a 10°C) de um leite
com altas contagens iniciais de microrganismosopresiserao as possibilidades de alteracdes
pela acdo de microrganismos psicrotréficos, cond@rénio do géner@seudomonaspp.
(MUIR, 1996). Este género, além de ser o mais feet® apresenta espécies capazes de
produzir enzimas resistentes as temperaturas deggamento (GRIFFITHS, 1990).

A contaminacédo da agua pode estar relacionadasange dd°seudomonaspp. no
leite, bem como o seu desenvolvimento em condicdes refrigeragdo (COUSIN;
BRAMLEY, 1991). Além disso, foi detectada a presedgePseudomonaspp. em superficie
de tetos e no leite de vacas com mastite (DESMASKREJEGUEN,1997).

2,54 Coliformes

Os principais coliformes compreendem os généissherichiaspp., Enterobacter
spp.,Citrobactere Klebsiellaspp. A principal fonte desses microrganismos @to tintestinal
dos animais. Embora sejam considerados como inalieadle contaminacéo fecal, ha alguns
gue estdo amplamente distribuidos no ambientgyuenals cepas dos génekrsterobactere
Klebsiella podem né&o ter origem entérica (HAJDENWURCEL, 1998)presenca destes
microrganismos no leite cru é frequentemente dttdbbas praticas precarias de higiene
durante a ordenha e nas etapas subsequentes (MOBREN(1990).

2.55 Microrganismos patogénicos

A qualidade do leite assume destacada importaaoiém sob o ponto de vista de
Saude Publica. No Brasil, sdo frequentes os retlaoencas associadas ao consumo de leite
ou derivados. Contribui para isto, entre outrassaauo fato de mais de 44% do leite
consumido no pais ser comercializado sem qualgaantento térmico ou controle
laboratorial e proveniente do mercado informal (ANRJIO MILKBIZZ, 1999).

Existe um grande numero de agentes de doencasciodas que podem ser
transmitidos ao homem pelo leite. Os patdégenos imguertantes atualmente s&almonella
sp., Escherichia colipatogénicalisteria monocytogengsCampylobacter jejuniYersinia
enterocolitica e Staphylococcus aureusA maioria dos microrganismos patogénicos €
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destruida pela pasteurizacdo. Entretanto, exigiesaibilidade de sobrevivéncia de alguns
microrganismos, chamados termoduricos. E possiagibém a contaminacdo apds a
pasteurizacdo e outra possibilidade é o tratamiminico inadequado. Algumas bactérias,
como S. aureusproduzem enterotoxinas que ndo sdo inativadas qaty e alguns virus
como o da febre aftosa ndo séo destruidos peleuasicdo, e podem sobreviver a
temperatura de 72 °C por 15-17 segundos (SILVA; GRENBOER, 2008).

2.6 Mastite
2.6.1 Importancia

A mastite é considerada mundialmente a doenca der nmpacto nos rebanhos
leiteiros, devido a elevada prevaléncia e aos faeguecondmicos que acarreta (GERMANO;
GERMANO, 1995). A mastite pode proporcionar granpeejuizos, ndo somente pela queda
da producéo devido a perda da capacidade secdetag@ndula mamaria, mas também pelas
alteracdes na composicdo e caracteristicas fisitoigas do leite (HARDING, 1995;
TRONCO, 2003). Além disso, o risco de veiculacaonitrorganismos patogénicos e/ou suas
toxinas através do leite reforcam a importancia mastites e suas implicacdes em Saude
Publica (FORSYTHE, 2002).

De acordo com o Conselho Nacional de Mastite do&,Eebanhos leiteiros que nao
adotam medidas de controle para mastite apresergera de 50% das vacas infectadas, em
média, em dois quartos (NMC, 1996). As estimatlwasileiras apontam valores de até 80%
para a prevaléncia da doenca em rebanhos dos stddlinas Gerais e Sao Paulo
(BRABES et al., 1999). Os prejuizos estimados nasiBrsdo de 2,8 bilhdes de litros de
leite/ano (FONSECA; SANTOS, 2000).

Philpot (1984) calculou que 70% das perdas ecorasnitevido a mastite podem ser
atribuidas a queda de producdo, 8% ao descarteitdecbntaminado, 8% a gastos com
assisténcia veterinaria e os 14% restantes a gastosmedicamentos e mao-de-obra, a
diminuicdo do valor comercial e a reposi¢do do telafentretanto, muitos produtores ainda
nao se preocupam com este problema (SILVA, 19965T¥0et al., 2000a). De Graves e
Fetrow (1993) destacaram que um aspecto frusté@ampee 75% das perdas sdo percebidas
pelo produtor.

Em consequéncia da inflamacdo dos tecidos do Ubeocgrem alteracbes na
composicao do leite tanto em termos de qualidadmtquna quantidade dos componentes
(BRAMLEY, 1992). Nos processos inflamatorios dangidla maméaria aumentam as
concentracdes de sodio e cloretos, e as quantidkdealcio, fosforo, magnésio e potassio
diminuem. Estas alteracbes causam diminuicdo deatadia ao calor, alteram as propriedades
organolépticas e acarreta diminuicdo da qualidade gdrodutos derivados do leite
(DOMINGUES et al., 1999).

Os efeitos da mastite sobre a proteina do leit@leamtureza qualitativa, uma vez que
os valores absolutos de proteina bruta ndo softeragbes significativas. Assim, o leite
proveniente de vacas com mastite apresenta memodeecaseina, a proteina nobre do leite,
acompanhada do aumento dos niveis de proteinas,séomo albuminas e imunoglobulinas
(SCHULTZ, 1997). As conseqiéncias mais importartestas alteracdes manifestam-se
sobre o rendimento industrial e o valor nutritias gprodutos lacteos.

Durante a evolucdo da mastite ha um influxo maercélulas somaticas para a
glandula mamaria (BIBALKE, 1994; NICKERSON, 199&¥stas células estdo normalmente
presentes no leite em numero reduzido. O aument€@a tem diversas consequéncias
negativas sobre o leite fluido e seus derivadas, destaque para as perdas no rendimento
industrial e diminuicdo do “tempo de prateleirahé¢lf-life), devido principalmente a acéo de
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enzimas proteoliticas, as quais, em grande paengnecem ativas mesmo apos a
pasteurizagcdo do leite. As enzimas proteoliticasrmgeum sabor amargo, enquanto que as
enzimas lipoliticas predispbem a ocorréncia de rsa@ocoso, em funcdo da quebra dos
acidos graxos de cadeia curta (MURPHY, 1989; RENERACKARD, 1991).

Além disso, h& ainda o risco de veiculacdo de ngamismos patogénicos e/ou suas
toxinas através do leite (FORSYTHE, 2002).

O tratamento das mastites, por outro lado, tambgmsanta serias implicagcbes em
saude publica, devido, sobretudo, a presenca @licessde antibidticos no leite representada,
pela frequente inoculacéo intramamaria de antmét{ALLISON, 1995).

2.6.2 Definicédo e formas

O termo mastite refere-se a inflamacdo da glanthdenaria geralmente de caréater
infeccioso. Caracteriza-se por alteracdes fisigagmicas e geralmente bacteriolégicas do
leite, e por alteracdes patoldgicas do tecido glEmdRADOSTITS et al., 2002).

A mastite segundo a apresentacao dos sintomassificiada em clinica ou subclinica,

e quanto as formas em superaguda, aguda, subagurdaiea (PHILPOT; NICKERSON,
2002).

Existe outra grande divisdo conceitual da mastike esta relacionada com o tipo de
agente, geralmente classificados em dois gruposawsadores de mastite contagiosa, que se
disseminam de um quarto infectado para outro quartoaca, e os promotores de mastite
ambiental, geralmente presentes no meio ambieqte e partir dessa fonte alcancam a teta
(PHILPOT; NICKERSON, 1991; BRITO; BRITO, 1998a; FSECA; SANTOS, 2000).

A) Mastite clinica

Manifesta-se por sinais evidentes como edema, adomele temperatura,
endurecimento e dor na glandula mamaria, além t@aaefio das caracteristicas do leite e
pode ou ndo estar acompanhada de reacdes sistéouoas perda de apetite, apatia e as
vezes, morte (ROSENBERGER, 1993). O leite pode espaoso, contendo grumos além de
fibrina, soro, sangue e pus (FONSECA; SANTOS, 2000)

A mastite clinica pode ser classificada em decoraéda gravidade em superaguda,
aguda, subaguda e crénica (PHILPOT; NICKERSON, 20@3 formas superaguda e aguda
manifestam-se por sinais locais de inflamacdo dmeapnento repentino, mudancas no
aspecto do leite e diminuicdo da producéo leitgiléan de sinais sistémicos como aumento
da temperatura retal, prostracdo, desidratacapteeamia podendo ocorrer choque e morte
(DOOD, 1983; MARQUES, 2003).

Na formasubaguda os sinais incluem poucas alteracfes t@ (@iquarto afetado
pode ficar levemente inflamado e sensivel ao to@gecasos de longa duracdo que podem se
estabelecer em decorréncia das formas clinicas ame pniciar-se com uma infeccao
subclinica caracterizam a mastite crénica (PHILPRICKERSON, 2002).

B) Mastite subclinica

Na forma subclinica ndo se observam alteracbesos@Eapicas e ndo ha sinais visiveis
de inflamacédo do Ubere (CULLOR et al., 1994), sendoessaria a utilizacdo de testes
auxiliares para seu diagnostico (MARGATHO et d#098; FONSECA; SANTOS, 2000).

As perdas na producao de leite atribuidas as mssiibclinicas alcancam de 10 a
26% do total da producgédo, de acordo com grau @msidade do processo inflamatério, da
prevaléncia da doenca, da patogenicidade do agdateioso e do estagio de lactacdo. Além
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da diminuicdo na producao, observa-se perda dadqdaldo leite e da funcéo do parénquima
glandular, tornando o Ubere uma reserva de patg&®TNAKUMAR et al., 1996).

No Brasil, segundo Brant e Figueiredo (1994), atiteasubclinica caracteriza-se pela
alta incidéncia (44,8% a 97%), e reducéo da prandedleite entre 25,4% e 43%. Fonseca e
Santos (2000) descreveram como alteracdes na cayapaio leite decorrentes da mastite o
aumento da contagem de células somaticas (CCS)edoss de cloreto, sodio e proteinas
séricas e, diminuicdo dos teores de caseina, éaetgsrdura.

C) Mastite contagiosa

E causada por patégenos cujo habitat é a supediipele e tetos onde podem
permanecer desde semanas a anos, sendo transteridosanimal para outro principalmente
através dos equipamentos de ordenha, das maosralshadores e dos panos usados na
limpeza dos tetos (PHILPOT; NICKERSON, 2002).

A mastite contagiosa caracteriza-se por baixa émith de casos clinicos, alta
incidéncia de casos subclinicos, geralmente dealahwyacdo ou crbnica, apresentando alta
CCS (FONSECA; SANTOS, 2000). Ribeiro et al. (20083ervaram na mastite contagiosa a
prevaléncia de 97,1% de casos subclinicos freBt8% de casos clinicos.

Tem sido estudada a participacdo de moscas conmiegageansmissores da mastite
contagiosa, e alguns estudos demonstram que exilamper papel importante como vetor
em fazendas com alta presenca desses insetos (HHCRIDS5).

D) Mastite ambiental

Caracteriza-se pela alta incidéncia de casos obnigeralmente de curta duracao e
manifestacdo aguda (FONSECA; SANTOS, 2000). Causasideraveis prejuizos
econdmicos ao sistema de producéo, pela intenstadeadro clinico que pode resultar em
morte (MARQUES, 2003).

Diversos agentes que habitam preferencialmente bieate das vacas leiteiras
(FONSECA; SANTOS, 2000) e as maos dos ordenhad@®$TO; BRITO, 1998a) sao
importantes na epidemiologia da mastite ambienfa. tetos sdo expostos a infeccao
principalmente, no intervalo entre as ordenhas (PBIT; NICKERSON, 2002). O
confinamento predispde a ocorréncia de mastite ertddiquando h4 aumento de umidade e
acumulo de matéria organica (HACHEM, 2005).

Visto que os patdgenos estédo disseminados porat@dabiente da vaca, deduz-se que
€ praticamente impossivel erradicar esse tipo deiteao rebanho (SMITH; HOGAN, 1998)
e todas as categorias de animais estao sob risBbRPT; NICKERSON, 2002).

2.6.3 Etiologia

A etiologia da mastite é complexa e a doenca pedestacionada a diferentes causas:
alérgica, fisioldgica, infecciosa, metabdlica, pfigica e traumatica. Varios sdo os agentes
etiolégicos da mastite bovina. S&o citadas na alilea mais de 130 espécies de
microrganismos envolvidos com sua etiologia (RIB&IRt al., 2003), incluindo bactérias,
fungos, algas e virus (WATTS, 1998).

As mastites de origem bacteriana sao as mais ineegi€GONCALVES, 2006), com
predominancia de Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae Streptococcus
dysgalactiagStreptococcus ubersEscherichia col(HARMON, 1994).

10



As principais bactérias causadoras de mastitesupmsomportamentos distintos
quanto ao habitat, forma de colonizagcdo do Ubeoggnpial de infeccdo e reacdes do
hospedeiro (FERNANDES, 2006).

A) Agentes contagiosos

Staphylococcus aureuslestaca-se como microrganismo causador de mastite
contagiosa de maior importancia, de maior ocoregnos rebanhos mundiais, e de tratamento
mais dificil devido a elevada resisténcia aos #@itdns (GODDEN et al.,, 2002;
FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).

Também no Brasil &. aureusé apontado como o principal agente causador de
mastite (LANGENEGGER et al1970, NADER FILHO et al.1983, LANGONI et al., 1991,
LARANJA; MACHADO, 1994, BRABES et al., 1999; RABEIQ, 2003; FAGUNDES;
OLIVEIRA, 2004; SA et al., 2004; FREITAS et al.,(%).

S. aureug capaz de causar infeccdes de longa duracaotermt@ncia a se tornarem
cronicas, com baixa taxa de cura e grande pergaodacao de leite (SABOUR et al., 2004).
Esta bactéria pode formar focos encapsulados maégmaltas do Ubere, desenvolvendo uma
forma subclinica, que dificulta a cura bacteriobdgdurante a lactacdo, pois os antibioticos
usados nesta fase atuam por pouco tempo devidoedodp de retirada no leite, ndo
permanecendo em niveis terapéuticos por temposientis para determinar a eliminacdo
completa da bactéria (LISBOA; PIANTA, 1994; FIGUHRO, 1995).

Em artigo de revisdo, Langeneger et al. (19813taedm que as perdas por mastite
subclinica causada p@. aureussao trés vezes maiores que 0S prejuizos decasreate
mastite clinica.

E fundamental destacar a importanciaSteeptococcusigalactiaepela alta CCS e
também porque pode determinar uma alta contageahdetbactérias no leite (LARANJA;
MACHADO, 1994). No entanto quando o diagnosticeiéofrapidamente sdo raros 0s casos
de perda do quarto afetado (LARANJA, 199 )agalactiaendo sobrevive fora do Ubere e de
lesBes nos tetos por mais de trés semanas e sadosalas maos de ordenhadores até dez
dias apos a ordenha (FERNANDES, 2006).

B) Agentes ambientais

Escherichia coli, Klebsiellap, Enterobactersp. e Pseudomonasp sao as bactérias
gram-negativas mais relatadas como causadoras steeva@ambientais. As mastites causadas
por esses agentes, com destaque faraoli apresentam normalmente sintomatologia
superaguda, com evolucdo rapida e na maioria dassveom prognostico sombrio, para
saude da glandula mamaria e do animal, requeraridovéncdo imediata e associacdo de
antibioticoterapia sistémica e intramamaria. Sadados freqliientemente no pés-parto,
indicando falhas na higienizacdo do uUbere, uma q@z sdo basicamente intestinais e
ambientais (FONSECA, 1996).

Streptococcus uberig Streptococcus dysgalactiesfio isolados frequentemente de
lesbes da pele do Ubere, podendo também ser meoigerites na pele sadia. Podem
sobreviver fora da glandula mamaria, em ordenhasleiral higienizadas e pélos das vacas.
S&o encontrados com frequéncia na fase seca esadamento indica falha no processo de
ordenha, seja ela manual ou mecanica (GONCALVEGGR0
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C) Agentes oportunistas (Estafilococos Coagulase ¢N#ivos)

Estafilococos Coagulase Negativos (ECN) sdo patiggeoomuns em casos
subclinicos. S. epidermidis, S. chromogenesS. simulanssao encontrados com alta
frequéncia no leite. ECN foram as bactérias maisds em amostras de leite de vacas com
e sem mastite ao longo de 120 dias apds o partBRINCHI, et al., 2001). Outros autores
(NADER FILHO, 1985; MYLLYS, 1995; BODDIE et al., 89; TRINIDAD et al., 1990;
BRANT; FIGUEIREDO, 1994; HALLBERG et al., 1995) tbdm destacaram a importancia
do ECN como agente etiolégico de mastite.

2.6.4 Diagndstico

O diagnostico de mastite clinica € simples em fardd@s alteracdes que acarreta na
glandula maméria e no leite. Entretanto mastitdxclgiicas, sobretudo crénicas ndo sao
diagnosticadas pelos métodos rotineiros de examieal inspecado, palpacao e alteracdes do
leite (RADOSTITS et al., 2002). Os métodos de nésgico da mastite subclinica incluem
exames microbiologicos, métodos quimicos indiretog Contagem de Células Somaticas
(CCS) do leite dos quartos mamarios individuais, aeimais ou do rebanho (QUINN et al.,
1994; PEREIRA, 2005).

A) Diagnostico da mastite clinica

O teste da caneca telada que consiste na elimirdlagg@@rimeiros jatos de leite em
uma caneca ou coador com fundo escuro € um dosloemais indicados e utilizados para
diagndstico da mastite clinica. Permite a detedcéleite clinicamente anormal pela presenca
de alteragcBes como grumos, coagulos, pus, sangparéncia aquosa (MARGATHO et al.,
1998).

Fonseca e Santos (2000) e Philpot e Nickerson [26@#n que nas salas de ordenha,
onde o piso pode ser de facil lavagem e imediattarienpo com jatos de agua, os primeiros
jatos de leite podem ser observados diretamentee spipiso. Philpot e Nickerson (2002)
defendem esse procedimento, por evitar o esguicheiteé contaminado nos tetos e no Ubere,
e também que o ordenhador manipule uma canecantoaza.

B) Diagnostico da mastite subclinica

A CCS no leite € um método convencional e amplagnesado para o diagnéstico da
mastite subclinica em regides de pecuéria leittésenvolvida. E também o parametro mais
empregado para avaliacdo da qualidade do leiteazepfrte do conjunto de atributos
essenciais para aceitacdo do leite pela indU8RASIL, 2002a).

A CCS no leite de animais individuais ou do tanquema ferramenta valiosa como
indicador de saude da glandula maméaria de vacasdodimente, sendo usada para estimar a
propor¢cao de quartos mamarios e de animais infestad rebanho (COOK et al., 2002), na
estimativa das perdas de producéo e como indicalavgualidade do leite produzido na
propriedade (MULLER, 2002).

Células somaticas sdo todas as células presentiestanoque incluem os leucdcitos
mobilizados da corrente sanglinea para o tecido dmanmdiante de alteracbes na
permeabilidade capilar e as células de descamaxépitélio glandular secretor (HARMON,
1994). A CCS ¢ influenciada por fatores como épdecaano, raca, estagio de lactacao,
producdo, numero de lactacbes, estresse, nutricBodicdes climaticas e doencas
intercorrentes, mas especialmente pela presengdedgdes intramamarias, tornando-se um
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indicador bastante confiavel de saude da glandalmama (OSTRENSKY, 1999; VIANA,
2000).

Em animais livres de infeccdo ha pequeno numercétlgas somaticas no leite, com
contagens de 50 a 200 mil células/ml (KITCHEN, 19BAAPE et al., 2000). A ocorréncia

de infeccdo provoca a liberacdo de séibsias gimicas que induz a migracdo de células

brancas do sangue para o interior da glandula, @dimalidade de combater os agentes
patogénicos. Na presenca de inflamacado sdo comGSsaima de 500 mil células/ml de

leite (PHILPOT; NICKERSON, 1991) passando a pred@mineutrofilos, seguidos por

macrofagos, linfécitos e o nimero de células apitepermanece inalterado (PAAPE et al.,
2000). Com o aumento na CCS, a composicédo do kiividade enzimatica, o tempo de
coagulagdo, a produtividade e a qualidade dos ats/ lacteos s&o influenciados
negativamente (KITCHEN, 1981).

Vérios testes sdo empregados para avaliar o teocélldas somaticas do leite:
contagem microscopica direta em laminas, Califorviastitis Test (CMT), Wisconsin
Mastitis Test (WMT) e “Whiteside”, além da contagetetronica de células (RUPP et al.,
2000). Dentre estes se destacam o CMT pela amitileacdio e praticidade e a contagem
eletrdnica pela precisao da técnica.

A contagem microscopica direta em laminas permistinguir os tipos celulares
presentes nas amostras de leite, possibilitandsualizacdo do microrganismo. Embora seja
um meétodo padrdo tem pouca praticidade, principatense for analisado um grande numero
de amostras (PEREIRA, 2005).

Alteracbes da composicao fisico quimdaleite, como pH, condutividade elétrica e
teor de cloretos, podem auxiliar no diagnosticontsstite, porém tem aplicacdo limitada
comparando-se com meétodos baseados na contagerulds (MARQUES, 2003).

O CMT que consiste na coleta de leite dos quardwidualmente, adicionando-se
um detergente anidnico neutro, que atua rompendeerabrana das células e liberando o
material nucléico (DNA), que apresenta alta vistade é um dos testes mais usados
mundialmente para o diagnostico da mastite suloaliftONSECA; SANTOS, 2000), tendo a
vantagem de poder ser empregado no momento dahard8ANTOS; FONSECA, 2007).

A interpretacdo do CMT se baseia na observacaalvka reacdo que se processa
entre o reagente e o material genético das c&olasiticas, formando um gel, cuja textura é
proporcional ao numero de células somaticas presera leite. O resultado € dado como
negativo (-), suspeito (tracos), fracamente pasiftv), positivo (++) e fortemente positivo
(+++) (SCHALM; NOORLANDER 1957) e os escores do CMpresentam correlacbes
variadas com a CCS (PHILPOT; NICKERSQB91).

O uso do CMT como instrumento de diagnoéstico datiteasubclinica tem sido
guestionado, por ser subjetivo (MARTIN et al.,, 1999ASURA et al.,, 1995) com
possibilidade de produzir resultados falso-pos#tiga falso-negativos (MARTIN et al., 1994;
RIBEIRO et al., 2003). Contudo, diferentes estudtesstam a sensibilidade do CMT em
identificar quartos mamarios com mastite subclirgcando a interpretacdo € rigorosa e
correlagdo positiva com a CCS (BRITO et al., 199GADEMARTORI, 2001; DELLA
LIBERA et al., 2001, BARBOSA et al., 2002; REYESatt 2005, MENDES JORGE et al.,
2005).

Mesmo nas regifes onde os métodos automatizadatisgimiveis, o CMT continua
a ser um instrumento importante para avaliacdo wEtas mamarios individuais, pelas
vantagens de fornecer resultados imediatos, sécerd ter baixo custo (CASURA et al.,
1995, ENEVOLDSEN et al., 1995). Outras vantagensisio do CMT sédo a possibilidade
identificacdo de animais sob risco, selecionar a@®para exame laboratorial e servir de
base para a organizagdo de linhas de ordenha emnh@b comprometidos (PHILPOT,;
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NICKERSON 1991). A correlggo entre a CCS média no tanque e a ocorréncia deétenas

alta, e varia de 0,50 a 0,96 (EMANUELSON; FUNKE91®

A tendéncia internacional em termos de qualidaddede e diagndstico de quarto
mamario negativo é o aumento da exigéncia na redutd CCS (HEESCHEN;
REICHMUTH 1995).

No Brasil, para os produtores das regifes Sul, Sede Centro-Oeste foram
estabelecidos limites maximos de CCS de 7,5 X d®artir de julho de 2008 e até julho de
2011 quando a CCS maxima nao devera ultrapassanéd@élulas./ml (BRASIL, 2002a).

Nos rebanhos brasileiros a CCS é amplamente vargEagundo a regido e as
condicdes de estudo (MACHADO et al., 2000).

Dados da RBLQ demonstram alta porcentagem de amsasbm cinco ou mais dias
de coleta, bem como uma elevada porcentagem detrasy@nviadas ao laboratério em
temperatura ambiente ou acima da temperatura rextada (BRITO et al., 2003; RIBAS et
al., 2003). Meyer et al. (2002) verificaram dimigdo dos valores iniciais de CCS em
amostras de leite sob diferentes temperaturaslisaates com até 15 dias apds a coleta.

C) Exame microbioldgico

A cultura bacteriangeralmente é feita em vacas selecionadas a partiomtagem de
células somaticas ou de casos clinicos. A culterdede individual identifica as espécies
bacterianas envolvidas (FONSECA; SANTOS, 2000).

Os meétodos utilizados para a determinacdo da @aianicrobiolégica podem ser
gualitativos ou quantitativos. Entre os qualitasivalestacam-se o0s testes da redutase,
fermentacdo e acidez. Apesar da praticidade dezaeab, estes testes sdo subjetivos e
indiretos, sendo utilizados apenas para um diagdgéral e presuntivo da qualidade do leite
(FONSECA; SANTOS, 2000).

Dentre os testes quantitativos, destaca-se a @mntdmpcteriana total (CBT) ou
contagem global de bactérias (CGB), em que samadés as unidades formadoras de
coldénias de bactérias por mililitro de leite, seral@Contagem Padrdo em Placa (CPP), o
método de referéncia (BRASIL, 1999).

Para avaliagdo da qualidade microbiologica do ,l€itgorova da redutase e a CPP
constituem as técnicas tradicionalmente empregadadaticinios. A primeira tem sido
utilizada principalmente para leite de latbes,GP& para leite entregue a granel.

A CPP pode subestimar a quantidade de bactériaernies, pois apenas bactérias
viaveis e que se multiplicam nas condi¢fes dewvauftirmam colénias (BRITO et al., 1999;
BERRY; HILLERTON, 2000). Também, a caracteristiz agregacdo pode subestimar a
contagem, sendo que uma coldnia pode ter sidonadgi de varias bactérias (BERRY;
HILLERTON, 2000). Suhren e Reichmuth (2000) citamegapesar de ser utilizado
internacionalmente como método de referéncia a @R® expressa a real qualidade
bacteriologica do leite,

O exame microbiolégico é o método padrao para métecdo da saude do Ubere e
diagndstico da mastite bovina. O isolamento baterie respectivo antibiograma além de
Uteis para confirmar o diagnostico clinico podewfidar medidas especificas de controle de
acordo com o padréo de infec¢cdo encontrado (BRIT&,,€1999). O isolamento bacteriano €
decisivo, porém caro e demorado, sendo pouco apli@garebanhos com grande namero de
animais. Varias simplificacdes como a utilizacaardgos de cultura especiais e a criacao de
esquemas de identificacao presuntiva vém senddagis (FIGUEIREDO, 1995).

O isolamento bacteriolégico apresenta limitacOegidde a exigéncia de exames
laboratoriais, tempo requerido para a cultura etosusAdicionalmente, o0s testes
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bacterioldgicos ndo sdo confiaveis (MCDOUGALL ef, £001; PYORALLA, 2003). De
fato, a ocorréncia da mamite pode nao ser acomgantelo isolamento do agente etiolégico
por varias razfes: (1) o microrganismo pode naoeberinado intermitentemente ou ser
eliminado em baixas concentracfes; (2) patégenesngiw sdo detectados pelos exames
bacteriologicos usuais; (3) algumas enzimas e imadelacteas (lisozima e lactoferrina)
podem dificultar a detec¢cdo do patdgeno e (4) ecgdo ser suportada por endotoxinas
bacterianas e compostos bioativos liberados pélatas inflamatérias que podem prejudicar
a sobrevivéncia bacteriana (MCDOUGALL et al., 20RIJEGG; REINEMANN, 2002;
PYORALLA, 2003), sendo reportado que o isolamergotdériano pode nédo ser identificado
em mais de 50% das amostras (MARKOVEC; RUEGG, 2002)

Existe uma grande discussdo em torno do empregdiadmostico laboratorial de
mastites na rotina de granjas leiteiras, princigait® no que se refere ao alto custo do exame
e a urgéncia na escolha da consulta terapéutipeoditor ndo pode esperar até sete dias apos
0 envio da amostra ao laboratério para obtencdegldtados de isolamento e sensibilidade e
assim, tomar uma decisdo. Neste periodo perdemiaeale pelo menos seis ordenhas, e,
dependendo da evolug¢do do quadro clinico, poderdesccomprometimento irreversivel da
glandula mamaria (FERNANDES, 2006).

2.6.5 Tratamento

O tratamento adequado é uma das formas mais Faiedicientes de controle da
mastite, por eliminar um elo importante da cademdemiologica desta enfermidade
(LANGONI et al.,, 1999). Domingues (1993) demonstique o diagndstico precoce e 0
tratamento adequado na mastite podem restabelgcedacdo de leite do quarto maméario na
mesma lactacdo, com aumento significativo da prdalg@s tetas tratadas.

Uma vez detectada a mastite, alguns fatores copexis de agéo, facil adaptacdo ao
manejo, tempo decorrido entre ultima aplicacdo possibilidade de comercializar o leite,
resultados de testes de sensibilidade, naturerdetzgdo e custo-beneficio favoravel devem
ser levados em consideracdo para a escolha ddadéintba ser adotado. Um produto que
possua sucesso clinico anterior na regido ou npripreebanho seria, de forma pratica, o
melhor argumento para a escolha rapida do tratmmenesmo antes se conhecer 0s
resultados laboratoriais, ganhando-se tempo pr@ciaduta contra a mastite e retorno mais
rapido a producdo (FERNANDES, 2006).

Vérios fatores podem interferir na cura bacterimagjuando se utiliza a terapia com
antibiéticos, seja devido ao estagio da ocorrédaignfeccdo ou a presenca de bactérias em
abscessos, além da incapacidade de defesa dasd&@UNIZ et al., 1998). E ainda, o tipo de
manejo € importante para o sucesso da terapia. ddbquado manejo de ordenha pode
diminuir o nimero de animais acometidos, redutaxa de novas infec¢des, melhorar a CCS
do rebanho e a qualidade do leite produzido corefimas diretos aos produtores, industrias
e consumidores (RUPP et al., 2000).

A avaliagdo do perfil de sensibilidade a farmacoignacrobianos torna-se essencial
para a adequada selecdo da antibioticoterapia tauiNnGENTILINI et al., 2002). No
entanto, e no caso especifico de mastite, estegirmento nem sempre € passivel de ser
adotado, sobretudo pela morosidade associada amessm E frequente a decisdo de
tratamento imediatamente apds a deteccdo de infatigiica, bem como a administracéo de
antibioticos de forma preventiva, no periodo deagem dos animais (NUNES et al., 2007).
Raramente o veterindrio tem informacdo sobre atifdm@mtdo do agente patogénico e
respectivo padréo de sensibilidade para guia-ldecesao terapéutica (OWENS et al., 1997).

A disponibilidade dos farmacos de novas geracGes, wm maior espectro de acgéo,
surge como uma alternativa facil, associada a una@ormprobabilidade de sucesso
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terapéutico. No entanto, a selecdo de estirpesresisténcia a antibioticos € um processo
rapido, pelo qual a utilizacdo desses farmacosde&era ser considerada para uma primeira
escolha terapéutica (NUNES et al., 2007).

2.6.6 Controle e profilaxia

Véarias medidas séo propostas para controlar atea&sém consequéncia diminuir os
impactos econdmicos na atividade leiteira (MULLER99).

A antibioticoterapia visa auxiliar as defesas dospgedleiro na eliminacdo dos
patégenos, porém, para algumas infec¢Bes intranesmnar sucesso terapéutico pode ser
medido melhor pela reducao dos sintomas clinicanaktite do que pela eliminacao total do
patdgeno (ERSKINE et al., 1993; COSTA, 2002).

Os programas de controle devem aumentar o retocondenico, ser altamente
efetivos e aplicaveis a varios rebanhos, além dars@raticos e baratos. Devem ter como
metas principais: reduzir novas infec¢des, encuataduracdo das infeccbes existentes,
promover a reducdo dos casos clinicos (PHILPOT4)9®ntrolar ou erradicar as mastites
contagiosas e manter baixos os niveis da mastiteieatal (MULLER, 1999). Neste
contexto, espera-se obter uma CCS abaixo de 20@4lQas/ml de leite, menos de 2% de
episodios clinicos ao més e 85% das vacas livresadtite subclinica (MULLER, 1999).

Diagndstico e tratamento precoce dos casos clinicamento de mastite subclinica
na interrupcéo da lactacéo; descarte de casoxos)manejo e higiene de ordenha corretos e
monitoramento dos casos clinicos e subclinicogsdenciais (MASSEI et al., 2008).

A fim de evitar a contaminacéo de vacas com Ulsaeéms atraves de utensilios ou do
préprio ordenhador é recomendado que as vacas sajdemhadas em uma sequéncia
estabelecida a partir do histérico clinico do rddmaniniciar com as vacas de primeira
lactacdo, seguidas pelas mais velhas que nuncartivmamite, vacas que ja tiveram mamite,
mas foram curadas e por ultimo as vacas com m&8iit&’A et al., 2002).

Durante e logo ap0s a ordenha sdo os momentoscnii&@®s para a manutencédo da
saude da glandula mamaéaria visto que o risco desniofaccoes estd diretamente associado
com a intensidade de contaminacao da extremidatet@@¢SANTOS, 2002). Neste contexto,
€ importante a higiene do ordenhador, e os cuideglmso equipamento de ordenha que pode
facilitar a transmisséao de patdégenos entre vaeadre quartos do Ubere (DINGWELL et al.,
2004). A imersédo dos tetos em solucao desinfetartes e apds a ordenha (pré e pos-dipping)
reduz significativamente o numero de novas infeec@euso de toalhas de papel e a presenca
de selante na solugéo desinfetante no pos-dippimgnedidas recomendadas para controle da
mastite (VASCONCELLOS, 1990).

2.7 Mecanismo de A¢ao dos Antimicrobianos

Devido ao seu amplo espectro de acdo sobre diéenticrorganismos, a
enrofloxacina passou a ser amplamente utilizaddetdicina Veterinéria, principalmente nos
processos inflamatorios da glandula mamaria denbsviMONFARDINI et al., 1999;
HOEBEN et al., 2000). A acéo inibitoria da enroficina caracteriza-se por inibir a enzima
girase que é necessaria aos processos de replitey@rricdo e ou recombinacdo do acido
desoxirribonucléico, como também pode interfers necanismos de reparacdo da sintese do
acido nucléico (TAVARES, 1990).

A amoxicilina ou penicilina BRL 2333 (Beecham) é aupenicilina semi-sintética
obtida pela hidroxilacdo da cadeia fendlica latela@lampicilina, que possui como todas as
penicilinas, uma estrutura essencial que sofraguatde microrganismos resistentes, 0s quais
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possuem as enzimgslactamases que tém a capacidade de clivar o [ahedtamico,
primordial para a atividade antibacteriana (LEVISONWETZ, 1998).

A tetraciclina € bacteriostatica e atua inibindsirstese protéica bacteriana ligando-se
a subunidade 30S ribossémica, impedindo que o RigAixe ao ribossomo (SPINOSA, et
al., 1999).

O cefoperazone é um antibiotico da familia daslesf@rinas de terceira geracéo.
Possui atividade bactericida, atuando frente a am@la variedade de bactérias gram-
positivas e gram-negativas, e aerobias causaderasadtites. Sendo uma cefalosporina de
terceira geracao, o cefoperazone possui atividatimiarobianain vitro e maior capacidade
de resistir as enzimdislactamases produzidas pela maioria dos patégeaos-igegativos, do
que as cefalosporinas de primeira e segunda gef@@&®RACEDO, 2009).

A gentamicina e a neomicina sdo aminoglicosideagam interferindo na sintese
protéica bacteriana promovendo a formacédo de paseiefeituosas o que leva a morte da
célula bacteriana, portanto sdo antibioticos beiters (SPINOSA, et al., 1999).

A bacitracina € um antibiético polipeptidico comjgogle uma mistura de diversos
polipeptidios estreitamente relacionados. Ela feter na biossintese da parede celular
bacteriana através da inibicdo da pirofosfataseoleitla no transporte de precursores
peptidoglicanos através de membranas (EMEA, 20HHAMBERS, 2001). O sal de zinco
garante que a substancia ativa permaneca estaagitelw armazenamento. A bacitracina tem
acao bactericida contra cocos Gram-positivos eldsgaoem particular contra determinadas
estirpes de clostridios (JAWATZ, 1995).

A cloxacilina € um antibiético do grupo ddslactamicos muito utilizado no
tratamento de mamites bovinas devido ao espectimiarobiano, tanto para as bactérias
Gram positivas como para as negativas (AURELI.etL8B6; BECKER et al., 2004).

2.8 Sensibilidade a Antimicrobianos

O tratamento das infeccdes é realizado com maidadh e seguranca, se baseado no
resultado da cultura microbiolégica, complementaden o teste de sensibilidade. O
antibiograma testa a sensibilidade do agente fient@a variedade de drogas, determinando
assim, a qual delas o microrganismo € resistentseosgivel (MARGATHO et al., 1998;
PHILPOT; NICKERSON, 2002), permitindo escolher at&mento com a certeza de se estar
utilizando o produto que melhor se aplica no comlaats agentes de mastite na propriedade
(FERNANDES, 2006).

E comum, entretanto, que a escolha do antimicrobsn faca empiricamente, por
indisponibilidade temporéaria ou definitiva de dadaboratoriais. Nestas circunstancias, a
selecdo de uma determinada droga deve se baseapesgéncia prévia sobre os agentes
causadores da infeccdo e sua susceptibilidade imienobianos. Estas indicacfes séo
limitadas pelo surgimento de resisténcia bacterigong varia com a regido geografica, o
tempo e a extensao de uso de cada antimicrobidddIfi, 1993; MARTINEZ et al., 1996).

Embora nédo haja correspondéncia perfeita entresaltaglo do testen vitro a
antimicrobianos e a eficacia terapéutica vivo, o antibiograma € um dos principais
norteadores do uso desses farmacos na praticaan{®WRTINEZ et al., 1996). No entanto
€ comum 0s autores mencionarem que em muitas &dEsiagm antibiotico apresenta-se
sensivel no testi@a vitro, porém nado tem boa eficadgravivo (CRUZ et al., 1965; FREITAS et
al., 2005).

No antibiograma os medicamentos ndo sofrem inttéa de fatores fisiologicos
como presenca de leite, reacao tecidual e mecasidmaefesa do organismo que impede a
penetracdo e concentracdo adequada da droga esna®ddtios de infeccao, além do veiculo
utilizado no tratamento, que pode reduzir ou auareateficiéncia dos antimicrobianos
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vivo (PHILPOT, 2002). Somam-se a esses fatores outrog eovia de aplicacdo, a assepsia,
a dose, o intervalo e a duragéo do tratamento (@G$4al., 2001).

Muitos estudos foram desenvolvidos visando avalisensibilidadé vitro de agentes
isolados do leite de vacas com mastite clinicabelguca. Os resultados sdo divergentes
segundo o agente envolvido e 0os antimicrobiandades.

Avaliando-se os resultados de diferentes autords-pe concluir que ha uma grande
variacdo nos percentuais de sensibilidaevitro destacando-se a gentamicina como o
antibiético de maior eficicia para tratamento dastites de origem bacteriana (FERREIRO,
1980; NADER FILHO et a).1986; LANGONI et al.,1991; LIMA JUNIOR et al., 1993
VARGAS et al, 1996; ANDRADE, 2001; LANGONI et al., 2000; COSTA ait, 2000a,;
BRITO et al., 2001; WATANABE et al., 2001; BYARUGA®B 2004; NADER FILHO et al.,
2007), embora algumas vezes com sensibilidade amo tde 50% (COSTA et al.
1986;DOMINGUES et a]1994).

Os maiores indices de resisténcia foram constatamos uso da penicilina (NADER
FILHO et al., 1986; LANGONI et al., 1991; DOMINGUES al., 1994; VARGAS et al.,
1996; COUTINHO et al., 2006; NADER FILHO et al.,®0.

Devido ao seu amplo espectro de acdo sobre diéenticrorganismos, a
enrofloxacina passou a ser amplamente utilizad&edicina Veterinaria, principalmente nos
casos de mastite. A acdim vitro da enrofloxacina foi verificada frente a alguns
microrganismos isolados de leite bovino mastit{@s. resultados mostraram uma boa acgéo
contraStaphylococcusp.,Corynebacterium bovis bactérias Gram-negativas (MARINHO et
al., 2002).

Steinberger (1986) verificou que todas as amosteasoliformes e d®seudomonas
aeruginosa testadas foram sensiveis a enrofloxacina. Gedel87fj1Zonfirmou essas
observacdes e demonstrou, ainda, a eficiéncia dgadsobre aoStaphylococcus aureus
Resultados semelhantes foram obtidos por Britol.e2801) que observaram 100% de
eficacia para cepas isoladas de mastite bovinana da Mata do Estado de Minas Gerais.

Na Italia Caracappa et al. (1991) testaram a siéidaide da enrofloxacina frente a
amostras resistentes 8¢aphylococcsi sp isoladas de leite de vacas mastiticas e abraenv
eficiéncia inibitoria de 90% do crescimento baeteo. Hoffer (1990), na Alemanha,
observou uma resposta positiva no tratamento détesaslinicas em vacas, em que 66% dos
animais submetidos a administracdo da enrofloxaicimamuscular na dose de 3mg/kg em
intervalos de 12 horas apresentaram-se curadasehadd tratamento.

No Brasil, em estudo posterior Langoni et al. (90@@aliaram a eficacia do
tratamento da mastite bovina com enrofloxacina exailina isoladas e em associagéo.
Obteve-se independentemente do microrganismo edwoirdices superiores a 75% de cura
nos tratamentos com amoxicilina, enrofloxacinaassociacdo de ambas. O efeito terapéutico
em vacas com mastite subclinica foi comprovadoluoc et al.(1991), com a infusao de
diaria enrofloxacina, durante trés dias, obtenda bacterioldgica em 83,3% dos tetos.

Hoeben et al. (2000), estudando o efeito da envadioa sobre os sinais clinicos da
mastite causada p&. coliem vacas recém-paridas, concluiram que o tratanameferou o
clearanceda bactéria dos quartos afetados. Avaliando doefiei drogas antimicrobianas em
casos de mastite clinica causada experimentalnmnté&. coli Monfardini et al.(1999)
observaram que o tratamento com a enrofloxacirtawae taxa de eliminacédo da bactéria as
14, 18, 24, 48 e 72 horas ap6s a infec¢do, ndmbayentretanto, cura bacterioldgica.

A sensibilidade antimicrobiana de 59 cepas de ikgtatos coagulase positivo,
isolados do leite de vacas com mastite foi aval@tdavés da técnica de difusdo com discos
para 13 antibidticos, verificando-se que os maisaeés foram a vancomicina (100%) e
norfloxacina (96%) e os menos eficazes foram plamaci(20%) e amoxicilina (25%).
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Algumas cepas apresentaram resisténcia multiplaa pseis a nove antibioticos
simultaneamente (FREITAS et al., 2005).

Segundo estudos de Lange et al. (1999), na regiBdoSBrasil, 48,5% doS. aureus
isolados de casos de mastite bovina foram sustetiveodos os antimicrobianos testados,
sendo observado que 43,9% dos isolados forameetasta penicilina G e ampicilina, de
forma particular ou em associacao.

Em estudo mais recente (FERREIRA et al., 2006)eeas$r 77 estirpes d&. aureus
submetidas aos testes de sensibilidadetro frente a 12 antimicrobianos, 75,3% revelaram-
se sensiveis a todos os principios ativos testados.

Nader Filho et al. (2007) avaliaram a sensibilidadgmicrobianan vitro de 72 cepas
de S. aureudsoladas de leite de vacas com mastite clinicabelisuca, em 10 propriedades
do Estado de S&o Paulo. Os principios ativos gtesaptaram maior sensibilidade foram a
gentamicina (98,6%) e a eritromicina (98,6%), seégsi pela estreptomicina (94,4%),
oxacilina (84,7%), novobiocina (73,4%), vancomici(¥®,2%), ampicilina (4,2%) e por
altimo a penicilina (2,8%). Os resultados evideraia que 100% das cepas estudadas
apresentaram resisténcia a pelo menos dois aitidBobu quimioterapicos e que nenhum
destes principios ativos, agindo isoladamente, gedeativo contra qualquer uma das cepas
experimentadas.

Para o cefoperazone Andrade (2001) detectou unemera de sensibilidade de 89%,
superior aos 65,4% encontrados anteriormente payagaet al(1996).

Os resultados obtidos por Freitas et al. (2005¢leeam altos indices de resisténcia
para amoxicilina (75%) e também um alto nivel dsisténcia a gentamicina em um
municipio onde este antibiotico era mais frequeptamutilizado para tratar os animais com
mastite. Outros antibiéticos como bacitracina eatétlina apresentaram indices de
resisténcia de 37% e 26%, respectivamente. Osefiagzes foram a vancomicina (100%), a
norfloxacina (96%), a enrofloxacina (88%) e o adesicol (83%).

A amoxicilina pertence ao mesmo grupo de antitddtibeta-lactamicos e geralmente
os estafilococos mostram elevada resisténcia (aden@0%) a penicilina G, bem como,
ampicilina, amoxicilina e carbenicilina (TAVARES)@0).

Em estudo para avaliar o perfil de suscetibilid&den deteccdo de marcadores
genéticos de resisténcia em amostrasStteptococcus agalactiasolados de animais e
humanos Cunha (2008) identificou que as cepasdaslae bovinos mostraram um perfil
diferente quanto a sensibilidade a bacitracina, ueraque apenas 33% delas se revelaram
suscetiveis contra 100% de sensibilidade paraadadies de origem humana. Os isolados
originados de bovino demonstraram percentuais sistéacia ao conjunto de antibiéticos
analisados superiores aos observados em isoladoatdgal humano.

Poubel et al. (2008) notificaram um aumento sigatfvo da resisténcia dos
Streptococcus agalactiaisolados de amostras de leite de vacas com masiiteinica as
tetraciclinas (92%), confirmando relatos de Gué&unblée et al. (2002, 2003) que apontaram
para o aumento significativo da resisténcia aad¢atiinas em seus estudos.

2.9 Residuos de Antibioticos no Leite

A presenca no leite de residuos de produtos faddgicos utilizados como medida
terapéutica ou profilatica tem grande importanap efeitos que estes produzem sobre a
saude do consumidor, a inibicdo de cultivos utilas na industria de produtos lacteos
fermentados e seletividade de populacdes microbigasistentes (SISCHO, 1996).

Diversas investigacoes (SISCHO, 1996; GANDINO; CARETTA, 1998; SENYR
et al., 1990), tem demonstrado que as provas mdatégiicas comumente utilizadas para a
deteccao de residuos de antimicrobianos apresetitarencas nos limites de detecc¢éo; e que
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0S microrganismos utilizados como indicadores, Igeate diferem nos niveis de
concentracao inibitéria minima (REYES et al., 2002)

Brancher e Fagundes (1998) adaptaram o método datase para detectar
antibiéticos no leite, sendo menos sensivel quatomicrobial Diffusion Method (ADM).

A presenca de residuos de antibidticos no leitalteesla aplicacdo de diferentes
substéancias no efetivo leiteiro, para a prevencéwatamento de doengas, com destaque para
infeccdes da glandula mamaria e as doencas da¢@todutivo (SANTOS, 2003).

Além dos altos custos o tratamento apresenta siénigcacdes tecnoldgicas e em
saude publica devido, sobretudo, a presenca daducsstle antibidticos no leite. Quantidade
de antibidtico acima do limite maximo de toleranagovado pela legislacdo para leite cru,
torna a matéria-prima inadequada para o uso natna{SANTOS, 2003) e para 0 consumo
humano (BRANDAO, 2000). Esses residuos interfererprocessamento industrial, uma vez
que as bactérias laticas sé@o sensiveis aos aitsodificultando a fermentacdo e
inviabilizando a producado de queijos e iogurtes FTAMENTO, 2008). Os riscos a saude do
consumidor sédo representados entre outros, pobesagérgicas, freqiientemente associadas
aos antibidticos beta-lactamicos (penicilina), goelem desencadear choque anafilatico em
individuos sensiveis (NUNES; D’ANGELINO, 2007).

No Brasil, o leite € o alimento mais avaliado eraquésas relativas a contaminacéo de
antibioticos em alimentoglguns estudos tém demonstrado que a maior forsiesieesiduos
€ representada, pela frequente inoculagdo de éiitiis utilizados no combate & mastite
(ALLISON, 1999).

Albuquergue et al. (1996), observaram em FortalezaCeara, que 69,7%% das
amostras analisadas continham antibiéticos, enltas 88% positivas para penicilina.
Nascimento et al. (2001), analisaram 96 amostradeilie pasteurizado de seis marcas
encontradas no mercado de Piracicaba, S&o Pauldp $6% positivas para antibioticos.
Barros et al. (2001), analisaram 26 amostras tke tipio C pasteurizado obtidas no comércio
de Salvador, sendo que 38,5% apresentavam residensbile (2002) analisou 231 amostras
de leite de um laticinio de Minas Gerais, das quifls se mostraram positivas para
oxitetraciclina.

Rosario (2002) constatou em amostras de leiteAipB, C e UHT do comércio de
Pirassununga - S&o Paulo, residuos de tetracidireeta-lactamicos entre 6,25% a 8,69% e
2,08 a 2,17%, respectivamente. Medeiros et al.4R@@alisando 30 amostras de laite
naturana cidade de Patos, na Paraiba, encontraram endd8#mostras resultados positivos
para beta-lactamicos, tetraciclinas e sulfonamidasuto e Toértora (2005) analisaram 50
amostras de leite no Rio de Janeiro e 28% apreaemtaesiduo de penicilina ou
estreptomicina. Tetzner et al. (2005), ao avaliafazendas de producéo de leite observaram
a presenca de residuos de beta-lactamicos na atel&®,3%. Nero et al (2007), analisaram
210 amostras de leite cru oriundas de 4 regifesildiras e observaram residuos de
antibiéticos em 11,4% das amostras.

Outros estudos enfatizam que no caso do trataméatonastite clinica o0 uso
terapéutico de antibiéticos, pode acarretar em ¢etigpcaréncia maior do que o preconizado
na bula dos medicamentos. Raia Junior (2001) cdmusim animais com mastite clinica
tratados por via sistémica, apds do periodo denceréle 96 horas que 52,4 % de amostras de
leite apresentaram resultados positivos para peewicie estreptomicina e 60% para
sulfadiazina e trimetoprim. Raia Junior (2001), b&ém observou que o tratamento
intramamario de mastite acarretou, apos periodoadéncia, 18,7% de amostras positivas
para cefacetril, 18,1% para gentamicina e 11% fearaciclina.

Os antibioticos utilizados no tratamento das masrpiedem aparecer no leite até 144
horas apoOs sua aplicacdo, em funcdo de fatores cmmeentracdo, estagio de lactacao
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volume de leite produzido, intensidade de infecghise administrada, excipiente e via de
aplicacado (FAGUNDES, 1980).

Devido ao alto custo para a realizacdo da cultis@amento e identificacdo dos
agentes infecciosos e testes de sensibilidade iardiana, muitas propriedades usam
antibioticos que néo apresentam eficacia, aumeatandimero de bactérias resistentes, além
de muitas vezes aumentar a dosagem dos produtentadiva de melhorar sua eficiéncia
contribuindo assim para a presenca de residuasite FREITAS et al., 2005).

A preocupacao crescente com a presenca de resldwodibidticos no leite gera uma
busca por métodos alternativos para a abordagessicdados antibidticos (COSTA et al.,
1996).

2.10 Resisténcia Bacteriana

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

Ha evidéncias de que o tratamento de animais caimi@itos torne seus produtos e
derivados, fonte para resisténcia aos antibitticasespécie humana. A resisténcia é a
capacidade inerente ou adquirida da bactéria regmmneler aos efeitos inibitérios das drogas
antimicrobianas, por diversos mecanismos, entrs, alena rapida biotransformacgédo do
antibiotico - diminuindo o efeito nocivo, ou mod#éindo o sitio de acdo do antibiotico de
modo a ndo afetar a funcao bacteriana (OLIVEIRAG0

A resisténcia pode estabelecer-se entre microng@asisle uma mesma populacao ou
de diferentes populagbes. O alto nivel de resigémciltipla apresenta um risco potencial
para a saude publica e pode dificultar o tratamel@odoencas de animais e humanos,
agravando quadros clinicos (SENA, 2000).

Oliveira et al. (2002) demonstraram grande perctrite resisténcia para amostras de
Staphylococcuspp isoladas de leite de vacas com mastite clengzbclinica procedentes da
Regido Agreste do Estado de Pernambuco, conclugudo os isolados apresentaram-se
resistentes a penicilina e tetraciclina e apontararso incorreto e indiscriminado de produtos
com essas bases farmacoldgicas como o0s responpaveista situacao.

Alguns autores consideram que o0 uso de antibioti@ms concentracdes
subterapéuticas em animais induz o aparecimentacepas selecionadas de bactérias,
eventualmente resistentes. A multiplicacdo de dids resistentes, junto com o potencial
de resisténcia cruzada, leva ao desenvolvimentoolimias extremamente resistentes a um
amplo espectro de antibioticos. Se tais bacténesnf transferidas aos homens através do
consumo de alimentos, podem, em ultima analisenczdr novos hospedeiros ou passar sua
resisténcia aos antibiéticos para outras bact@adNIE, 1997, DENOBILE, 2002).

Moreno et al. (1990) trabalhando com residuos tibiéticos e bactérias resistentes a
drogas isoladas de carne bovina e de frango, c@mdim que a penicilina ndo foi detectada em
nenhuma das amostras de frango. A tetraciclinavagteesente em 23%, estreptomicina,
cloranfenicol e gentamicina estavam presentes exodaiveis de concentracdo, mas numa
grande quantidade das amostras (93%, 67% e 97pecte@mente). Em galinhas, 63% das
amostras estavam contaminadas com residuos dptestieina, cloranfenicol e gentamicina.

A auséncia de crescimento bacteriano em amostréstdecom elevada CCS ocorre
em casos em que a infeccao ja foi eliminada ouctééba ainda ndo esta sendo eliminada
(eliminagd@o intermitente) e em casos em que o0 ageé&b é identificado pelos exames
laboratoriais de rotina, comoMycoplasmaspp. (PHILPOT; NICKERSON, 2002).
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E importante lembrar que no antibiograma os medicaos ndo sofrem interferéncia
de fatores fisiologicos como a presenca de tecabidwal e de descamacdo presente no
processo inflamatorio que impede a penetracdo eeotracado adequada da droga em todos
os sitios de infec¢do da glandula mamaria, fatoegatarece porque algumas bactérias séo
destruidasn vitro e naan vivo (PHILPOT, 2002).

2.11 Teste de Reducédo do Azul de Metileno

O leite por sua riqueza de nutrientes € um meiculteira ideal para a maioria dos
microrganismos e a multiplicacdo dos microrganisenadpida, se a temperatura for adequada
para o crescimento (COUSINS; BRAMLEY, 1987).

O crescimento de microrganismos no leite provocansumo do oxigénio presente no
meio. Esse fendmeno leva a producao de substaediamras, diminuindo o potencial 6xido-
redutor (O-R). Através de uma substancia indicgd@érapossivel avaliar ou medir a
diminuicao do potencial de O-R. O azul de metiléhbl) € um corante catiénico soluvel em
agua ou alcool de férmula moleculags,sCLN3S e massa molar 319.85 g/mol, usado como
um corante bacteriolégico e como indicador de GBRAM em sua forma oxidada é azul
(AM™) e é facilmente reduzido a sua forma hidrogenadal de leucometileno, LM+) que €
incolor. Quando introduzido em uma cultura bactexiau em qualquer meio contento
bactérias, 0 AM age como aceptor de elétrons,duziredo e tornando-se incolor (LEVINE,
1983). A velocidade dessa transformacdo € diretem@noporcional a concentracéo
bacteriana do meio, 0 que possibilita a determmagd concentracdo bacteriana pela
determinacao do tempo de descoramento (PLASZEZES&Il, 2005).

O teste de redutase utilizando o azul de metilena esazurina constitui um método
indireto bastante simples e rapido para estimaradidade higiénica e bacteriologica do leite
cru, em fungcdo da taxa metabdlica dos diversosonganismos que produzem substancias
redutoras no leite (VIEIRA et al., 2005).

Em geral, o tempo de reducdo é inversamente prigpaicao niumero de bactérias
presentes na amostra de leite no inicio da incubaQ@ianto mais bactérias estiverem
presentes na amostra, mais rapidamente se datagioeda substancia indicadora (BRITO et
al., 2007).

O resultado do teste de redutase é dado em hond® @elo niumero de bactérias
embora haja uma correlacdo entre o TRAM e o nurderbactérias da amostra (NADER
FILHO et al., 1983; SOUZA et al., 1999).

Essa prova é utilizada nos laboratérios de conttelgualidade de estabelecimentos
beneficiadores para classificacdo do produto panawmo fn naturd e para fins industriais
(WANDECK et al.,, 1977). O teste se aplica bastdrem a leite de qualidade mediana e
pobre, sendo pouco sensivel para produto de bohdage com reduzido numero de
microrganismos (BRITO et al., 2007).

As condicdes para estimar o numero de bactérias neelutase sado padronizadas,
porém nem todas as espécies de bactérias possmesna atividade redutora. Por exemplo,
a bactérias termoduricas e psicrotroficas sdo mesghgtoras do que outros contaminantes
comuns do leite. Se os microrganismos predominasées psicrotroficos, o que pode
acontecer no caso do leite resfriado, o teste podar falsos resultados (SOUZA et al.,
1999). O teste é mascarado na presenca de amdsio{RODRIGUES et al., 1993;
BRANCHER; FAGUNDES, 1998).

Embora com estas limitacdes este teste pode deadplpara a maioria dos casos e,
dado sua simplicidade e baixo custo justifica f@mendacdo como parametro geral para
avaliar a qualidade do leite (VALLE, 1985).
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A correlagcdo entre a contagem total de microrgamssnaerobios obtida por
plagueamento em PCA (Plate Count Agar) e pelomsateetrifilm®, e a relacdo dessas duas
metodologias com as respostas do teste de redataseestigada por Carvalho et al. (2002).
Pelos resultados as metodologias, para a contagéh de microrganismos aerébios,
contagem de coliformes totais e o teste de redmtaséraram ser equivalentes.

Pela Instrucdo Normativa n° 51/2002, os paramedstabelecidos para o tempo de
reducdo do AM para o leite cru tipos A, B e C samfas; 3 horas e 30 minutos e 90 minutos
respectivamente (BRASIL, 2002a).

Para avaliacdo da qualidade pelo TRAM preconiza-seguinte procedimento: 1)
Pipetar 10 mL da amostra de leite em um tubo dai@n<2) Adicionar 1 mL de solugéo de
azul de metileno (0,02%) e homogeneizar; 3) Enchanimmediatamente ao banho-maria a
37°C (tempo zero); 4) Efetuar a leitura no momela@iragem ou descoloracdo (mudanca de
cor da amostra, de azul para branco leitoso) eaandempo final. Para estimativa do nimero
de bactérias presentes na amostra utilizar osiostapresentados nas tabelas a seguir (Tabela
01 e 02).

Segundo os tempos de reducdo as seguintes caticasrisdo atribuidas ao leite:
excelente (ndo reduz em 8 horas), bom (reduz &rteras e meia e 8 horas), regular (reduz
entre 3 horas e meia e 5 horas), ruim (reduz én¢r& horas) e péssimo (reduz em menos de
1 hora).

Tabela 01: Interpretacdo dos resultados para o test de Redutase. Tempo de
descoloragédo em funcao da carga microbiana segundolnstrucdo Normativa n° 51 de
18 de setembro 2002 / Ministério da Agricultura Pagaria e Abastecimento.

Leite Tempo de Descoloragcdo  N° de bactérias (estimado)
Leite tipo A Minimo 5h Maximo 1DUFC/mL
Leite tipo B Minimo 3h 30’ Maximo 5xf0UFC/mL
Leite tipo C Minimo 90’ N&o ha previsdo

Tabela 02: Relagc&o entre o numero de bactérias prstes no leite e o tempo de reducéo
do azul de metileno.

Tempo de reducao Numero aproximado de bactérias panl
Inferior a 20 minutos Acima de 20.000.000
20 & 120 minutos 4.000.000 - 20.000.000
2 a5 % horas 500.000 — 4.000.000
5% a 8 horas 100.000 — 500.000
Acima de 8 horas Inferior a 100.000

Fonte: UFSC (2009)

Brancher e Fagundes (1998) avaliaram o método distase utilizando o azul de
metileno, como indicador, para detectar presuntergm a presenca de residuos de
antibiéticos no leite. Para testar o método fordilizadas amostras de leite de vacas com
mastite tratadas por via intramamaria com gentammjcbxitetraciclina e penicilina. Na
metodologia utilizada, a amostra foi aquecida ®8%: por 10 minutos e resfriada até 37°C,
seguindo-se a adicdo de 2% fermento lat&efptococcos thermophilus 1 ml de azul de
metileno (0,02%). O tempo necessario para completroloracdo do azul de metileno
constituiu-se em parametro para avaliar a atividdgtreptococcos thermophilugerificou-
se que as amostras com antibidticos demandaranmvditie de tempo significativamente
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maiores do que os controles para descoloracéo uwladazmetileno. Os autores concluiram
gue o método é sensivel para os antibidticos testad pode ser utilizado na pesquisa
presuntiva dos mesmos.

Rodrigues et al. (1993) avaliaram diferentes teptas verificar a capacidade de
reducdo dos corantes azul de metileno e resazpeiostreptococcus thermophilugente a
vérias diluicdbes de ampicilina, cefalosporina, etxéciclina, estreptomicina, quemicetina,
espectinomicina e gentamicina. As amostras de le#erilizadas contendo diferentes
diluicbes dos antibidticos foram analisadas quantpotencial de reducdo dos corantes com e
sem aquecimento (85-90 °C/10 min.). Os resulta@dosodstraram a grande capacidade de
deteccdo de pequenas quantidades dos antibiotarus, pelo método de resazurina, como
pelo do azul de metileno. Os autores sugeriranegtesteste pode ser utilizado pelos servigos
de inspecao e pelas préprias industrias, paraag@aida qualidade e presenca de antibioticos
no leite.

Considerando que os antibiéticos adicionados nas@as de leite devem limitar ou
impedir o crescimento das bactérias sensiveisltaasio assim, em maior tempo de reducéo
do corante, foi proposto neste trabalho a adaptdgdonétodo de redutase como um método
pratico, rapido e de facil realizacdo para oriematascolha do antibiotico no tratamento de
mastites clinicas de origem bacterianas a campo,indesponibilidade de resultados
microbioldgicos definitivos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local e Periodo

Amostras de leite foram obtidas em trés fazendablmaicipio de Resende, Regido
Sul Fluminense e rebanho da Pesagro - Rio, Estagaerimental de Seropédica na Baixada
Fluminense, entre dezembro de 2008 e junho de 2009.

Os exames foram realizados na Universidade Feéeral do Rio de Janeiro, no
Laboratério de Pesquisas Clinicas do Instituto deekharia / Departamento de Medicina e
Cirurgia Veterindria e no Laboratério de Bacteriyo do Instituto de Veterinaria /
Departamento de Microbiologia e Imunologia Vetefima

3.2 Amostras

Foram coletadas amostras de l@t@aturade vacas mesticas com diferentes graus de
sangue holandés-zebl, de diferentes idades, divdeses de lactagcdo e gestacdo, e
caracteristicas diversas quanto ao manejo sandamiatricional, submetidas a duas ordenhas
diarias em propriedades com ordenha mecéanica.

3.3 Testes para ldentificagdo de Mastite Clinica 8ubclinica

Durante a ordenha da manha todas as vacas fordimadagaquanto a ocorréncia de
mastite clinica através do exame fisico da glandudaaria e teste da caneca telada para
observacdo de alteragBes das caracteristicas t#o Aeiseguir foram avaliadas quanto a
mastite subclinica através do California MastitiestT (CMT) imediatamente apos a
preparacao higiénica do Ubere para a ordenha, tesc@xame dos primeiros jatos de leite
(PHILPOT; NICKERSON, 1991). Para estas finalidafteam mantidos os procedimentos e
a rotina de ordenha em cada propriedade.

De cada quarto mamario foi coletada uma amost@a@enl de leite em uma bandeja
propria para o exame a qual foi adicionado, na raegroporcédo, um detergente aniénico
(alquil-lauril sulfato de sodio) (ALMEIDA et al.,a®5). Apdés homogeneizacdo por alguns
segundos, o resultado foi obtido através do grawisieosidade formado pela reacdo do
detergente com as células sométicas do leite @adwvakm cinco escores: negativo (-),
suspeito (tracos), fracamente positivo (+), positii#+) e fortemente positivo (+++)
(SCHALM; NOORLANDER 1957), anotando-se os resul&adidividuais em formularios
especificos.

Em seguida ao CMT foram coletadas, em frascosilestdos, amostras de 200 ml de
leite de quartos mamarios com reacédo positiva ad CM++ e +++) e de vacas com mastite
clinica apdés lavagem dos tetos com &agua, secagem papel toalha, eliminacdo dos
primeiros jatos e desinfeccdo da pele da teta éstto com algoddo embebido em alcool a
70%. ApOs a coleta, as amostras foram imediatamesudadicionadas em caixas térmicas
contendo gelo e mantidas em temperatura igual fedion a 4 °C durante o transporte até o
laboratério de Pesquisas Clinicas do Instituto deekharia / UFRRJ onde foram avaliadas e
encaminhadas para os testes especificos.

3.4 Isolamento e ldentificacdo de Microrganismos

No Laboratdrio de Bacteriologia as amostras foraoubbadas a 3T por 18 horas
para pré-enriquecimento. Posteriormente 0,1 mladie @mostra foram semeados em placas



de Petri descartaveis contendo Agar-sangue bowhp seguidas de incubacdo a %7 e
observacéo das culturas apos 24 e 48 horas.

Apos incubacéo, se procedeu a avaliacdo das castices morfoldgicas das colonias
e indculos individuais foram semeados em meiodigetee diferenciais, para observacéo dos
aspectos fenotipicos caracteristicos dos génelO8IEVIAN et al., 2008).

Os microrganismos isolados foram inicialmente emfod morfologicamente pelo
método de Gram e repicados em caldo cérebro co(B¢#), incubadas a 37°C por 48 horas
quando entdo foram realizadas as provas taxonOnmaes identificagdo dos géneros e
espécies segundo Krieg e Holt (1984).

A identificacdo presuntiva dos microrganismos Gpasiivos foi realizada pelas
caracteristicas morfotintoriais e presenca de hemdQuanto aos agentes Gram-negativos, a
identificacdo procedeu-se pela observacdo dastedsiicas das colénias e semeadura em
meio Agar Triplice Acucar-Ferfo (TSI), para verificar a capacidade de os isolados
produzirem &cido na inclinacédo, e acido e gasundd do tubo. Verificou-se, ainda, a reacéo
de sacarose e indol segundo Ferreira et al. (2007).

Para as amostras suspeitas de enterobactériasgaistes provas de identificacdo
foram realizadas: comportamento em Agar (TSI), idatle em tubo, producéo do indol,
producédo de 4cidos a partir da glicose, fermentdedagucares, reducdo do nitrato, producao
de gelatinase, producéo de urease, degradacatrato @ do malonato, e outros diferenciais
de acordo com o microrganismo envolvido. O gérgireptococcuspp foi avaliado através
do isolamento em Agar enriquecimento com azida csddD,2g/L) e violeta cristal
(0,0002g/L), potencial de oxidacdo, hidrélise deuBsa e hipurato. Para o género
Corynebacteriunspp, foi efetuado o crescimento em agar de enriopggto com telurito
potéssico (0,1g/L) acompanhado das provas bioqagmpertinentes. Apos a identificacéo
presuntiva das colénias &aphylococcuspp, estas foram submetidas ao método de Gram,
teste da catalase, hidréxido de potassio a 30%japda coagulase livre, testes Voges-
Proskauer, urease e reducao de nitratos (KONEMAdL,2008).

3.5 Teste de Sensibilidadm Vitro

Testes de difusdo em Agar foram efetuados paranasteas identificadas segundo
metodologia recomendada pelo National Committee Gtinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2000).

3.6 Adaptacédo do Teste da Redutase

As amostras foram avaliadas quanto ao tempo decd&eddo azul de metileno
(TRAM) 0,02% com e sem a adicdo de agentes anbimienos em diferentes etapas.

3.6.1 Efeito da concentracédo do antibidtico

Inicialmente foi realizado um teste para determaoago efeito da concentracdo dos
principios ativos sobre as bactérias presenteamastras e respectivos tempos de reducao.

Cem (100) amostras de leite de vacas com mastidisica (escores +, ++ e +++)
foram avaliadas quanto ao TRAM frente aos antiti&ti contidos em formulacao
antimastiticas disponiveis no mercado, em trés exurecoes diferentes em relacdo ao
controle adicionado da solucéo de azul de meti{ah).

Os antibioticos testados foram: (A) Cloxacilina r&Jml), (B) Gentamicina
(25mg/ml), (C) Espiramicina (20mg/ml) + Neomicin20fng/ml), (D) Cefoperazone
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(25mg/ml) e (E) Tetraciclina (25mg/ml) + Bacitragin(3,5mg/ml) + Neomicina
(45,625mg/ml).

Para esta finalidade cada amostra foi dividida &ral@juotas de 2 ml distribuidas em
tubos estéreis identificadas com o niumero da amesttivididas em cinco grupos de trés,
acrescidas dos antimastiticos (A, B, C, D, E) éms toncentrac¢des, utilizando-se os volumes
de 100uL, 160uL e 200uL de cada formulagéo.

Imediatamente ap0s a adicdo do antibiotico foramiathdos 200L de azul de
metileno 0,02% em todos os tubos. Para cada grapantbiético foi mantido um tubo
controle adicionado de azul de metileno 0,02% sgigéia do antibiotico.

Apds homogeneizacéo os tubos foram acondicionagosstufa a 37C e mantidos
nessas condi¢cbes por 48 horas, com leituras efetuarth intervalos de uma hora para
visualizagdo da descoloracgao e registro dos tewposducao das amostras.

O numero da amostra, o antibiético e o volume adado, bem como o controle
(AM) para cada antibiotico foram identificados nobos e a ordem de apresentacdo nas
estantes anotada em caderno de registro.

Ao final desse periodo foi calculado o tempo médkoreducdo do AM de cada
concentracdo de antibiético em relagéo aos costrole

3.6.2 Efeito do tempo de acéo do antibiotico

Num segundo momento foi avaliado o efeito do tenhp@cédo dos antibidticos sobre
as bactérias do leite em relagéo ao TRAM.

Para esta finalidade foram avaliadas cinco amosteateite de vacas com mastite
clinica e subclinica, divididas em 15 aliquota@eml, adicionadas de quatro antimastiticos
(A, B, C, D) em uma unica concentracdo utilizandadsn volume fixo de 1Q0 de cada
formulacéo e 206L da solucdo de azul de metileno (0,02%) que fardmionadas em quatro
momentos distintos: Oh (imediatamente), 1h, 3h eplts a adicdo do antimastitico. Foram
utilizadas trés repeticbes para cada tempo dogcteps antibidticos e um controle com o
azul de metileno (AM) para cada antibiotico em ceatapo. ApGs a inoculacdo as amostras
foram homogeneizadas e mantidas em estufa a 3#°C2gwras, com leituras efetuadas em
intervalos de uma hora.

Os antimicrobianos testados foram aqueles de esdidnte em propriedades leiteiras
e de facil aquisicdo, num total de sete principidgos isolados ou associagdes de antibidticos
segundo a formulacdo disponivel no mercado: A) fioxacina (30mg/ml) + Amoxicilina
(6,25mg/ml); B) Gentamicina (25mg/ml); C) Cefopemaz (25mg/ml); D) Tetraciclina
(25mg/ml) + Bacitracina (3,5mg/ml) + Neomicina @&mg/ml).

3.6.3 Efeito da temperatura de incubacao

Dezesseis amostras de leite provenientes de vaoasnastite clinica foram testadas
quanto a reducdo do AM em duas temperaturas @istird3°C e 37°C, mantidos nessas
condicOes por 48 horas, com leituras efetuadasn&rvalos de uma hora para visualizacao
da descoloracgao e registro dos tempos de redugéanuastras.

3.6.4 Tempo de reducdo do azul de metileno medianaéelicdo de antibioticos no
leite em relac&o ao antibiograma

ApoOs determinacédo do volume e tempo de adicdo dlodazmetileno, 27 amostras de
leite de vacas com mastite subclinica (escore ©+€MT) e 37 com mastite clinica foram
testadas quanto ao TRAM (2d0da solucédo 0,02% em 2 ml de leite) em relacaoairq
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antibioticos de uso intramamario comercial com rdifiées composi¢cdes (400 de cada
formulacdo): A) Enrofloxacina (30mg/ml) + Amoxicik (6,25mg/ml); B) Gentamicina
(25mg/ml); C) Cefoperazone (25mg/ml); D) Tetracial(25mg/ml) + Bacitracina (3,5mg/ml)
+ Neomicina (45,625mg/ml).

Para cada amostra quatro tubos com 2,0 ml de deiéendo 200L do azul de
metileno 0,02% foram mantidos como controle (AMpdOA adicdo dos antimastiticos e do
azul de metileno, as amostras foram homogeneizadasndicionadas em estufa a 37°C. As
leituras foram efetuadas em intervalos de uma tharante 48 horas. O tempo necessario para
descoloracao do leite foi anotado e posteriormeateparado com o tempo de descoloracao
dos controles.

Paralelamente uma aliquota de 4ml de cada amasteadndicionada assepticamente
em tubo estéril e encaminhada sob refrigeracdo pataboratorio de Bacteriologia do
Departamento de Microbiologia e Imunologia Vetetim&do Instituto de Veterinaria da
UFRRJ para cultura, identificagcao e teste de s#idsitbein vitro.

3.6.5 Teste clinico

A eficacia clinica da prova da redutase para ay@diada sensibilidade a
antimicrobianos foi testada em 26 vacas com madfiteca em dois rebanhos do Municipio
de Resende — RJ.

Apos a identificacdo da ocorréncia de mastitelet@aa@las amostras para avaliagdo do
TRAM frente aos antimastiticos e concomitante is@ato e antibiograma, os animais foram
tratados aleatoriamente segundo a disponibilidamke rdedicamentos no comércio local.
Dessa forma foram utilizados os produtos comer@aiavet, Gentocin® mastifee Mastijet
Forte®, contendo os principios ativos cefoperazone, geiniaa e associacdo de tetraciclina,
bacitracina e neomicina respectivamente. Produtbasa de enrofloxacina + amoxicilina
(Enrocilin L*) ndo foram testados por ndo estarem disponiveisuantidade suficiente no
mercado da regido por ocasiao do teste.

Para tratamento de mastites clinicas recomendaise ema e trés aplicagbes
medicamentosas, via intramamaria com melhorestaekd quando o niumero de aplicacdes &
maior (BURAGOHAIN; DUTTA, 1990; TYLER et al., 199ZRITON et al., 1998) ou
quando se faz uma terapia associada por via peaemes casos agudos ou superagudos
(OWENS et al., 1993, 1994). Com base nesses aspest@nimais deste experimento foram
tratados por um periodo de trés dias consecutivos.

Os animais e respectivos tratamentos a seremuiitlstit foram registrados em uma
planilha apresentada aos produtores e disponitbdizen local visivel na sala de ordenha. A
primeira aplicagdo intramamaria foi efetuada petpige (Dia 1), na presenga dos
proprietarios e as drogas necessarias para o watarforam disponibilizadas aos mesmos.
Os proprietarios foram orientados a manter a rataardenha com aplicagdo dos respectivos
produtos por trés dias consecutivos apos esgotantkerg quartos afetados, descartando o
leite das vacas tratadas por sete dias a paricio do tratamento.

! Cefavet (Vetbrands): 250 mg de Cefoperazone sd@iguivalente a 233,149 mg de cefoperazone bage).
mg de Prednisolona acetato, veiculo oleoso gq.6.ml1

2 Gentocin® mastite 250 mg (Schering Plough): 250Gegtamicina base (sulfato), veiculo g.s.p. 10 ml

% Mastijet Forte® (Intervet - Schering Plough): 2@P@loridrato de tetraciclina, 250 mg Sulfato de Mémna
(equivalente a 365 mg de neomicina), 2.000 Ul Baciba de zinco (equivalente a 28 mg), 10 mg Psadioma.

“ Enrocilin L (Biovet): 300mg Enrofloxacina, 62,5mgnoxicilina, 50mg de Cloridrato de Bromexina, véécu
g.s.p 10ml.
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Noventa e seis horas (Dia 7) ap0s a ultima apl@aga animais foram novamente
avaliados pelo teste da caneca de fundo escurole CM

Os resultados obtidos ao CMT nessa ultima avalifgy@on comparados com os testes
de sensibilidade no antibiograma e TRAM realizaalt®s do inicio do tratamento. Para esta
finalidade foram atribuidos pontos (zero ou um)usel® a sensibilidade ao testevitro e
pelo teste da redutase e resultado do tratamentoaclpara amostras sensiveis com resultado
favoravel no tratamento ou resistentes que nadtaeson em cura ou melhora do quadro de
mastite atribuiu-se 1 ponto. Para resultados disedes se atribuiu zero ponto (Quadro 01).

Quadro 01: Critérios de avaliagdo da eficacia clima dos produtos utilizados para
tratamento da mastite clinica em 26 vacas em relag& sensibilidade ao antibiograma e
Tempo de Reduc¢ao do Azul de Metileno.

Resultados no Tratamento Satisfatorio Nao satisfatério
Sensibilidade
Sensivel 1 0
Intermediaria 1 0
Resistente 0 1

3.7 Analises Estatisticas

Os dados quantitativos foram submetidos a analesevatiancia, e os valores médios

comparados pelo teste T a 5% de probabilidade,agngujue os valores percentuais foram
submetidos a analise ndo-paramétrica e as médiagacadas pelo teste de Qui-Quadrado, a
5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Efeito do Concentracdo de Antibiotico Sobre odmpo de Reducao das Amostras

O tempo de reducéo do azul de metileno das 100teae@nalisadas variou entre uma
e 48 horas, sendo que os controles apresentaraméztia um tempo de reducdo (23,57
horas) menor que as amostras tratadas com arddiotijos tempos de reducdo variaram
segundo o antibidtico adicionado (Tabela 03).

N&o houve diferenca significativa quanto ao tempeediucdo em relacdo antibidticos
utilizando-se os volumes de 1Q@, 160 uL e 200puL para cada formulagdo. Houve, no
entanto, diferenca entre os volumes e respectivogales que reduziram em tempo menor
em todos os antibioticos e volumes testados (Tdl3)la

Tabela 03: Tempo médio de reducdo do azul de metile em amostras tratadas com os
antibioticos A (cloxacilina - 20mg/ml), B (gentamima - 25mg/ml), C (espiramicina -
20mg/ml + neomicina - 20mg/ml), D (cefoperazone -5&hg/ml) e E (tetraciclina -
25mg/ml + bacitracina - 3,5mg/ml + neomicina - 45Zmg/ml) em relacdo aos controles
(AM) e volumes adicionados 10@L, 160 uL e 200pL.

A B C D E

AM 23,96 AM 23,92 AM 23,93 AM 23,64 AM 23,97°

100pL 34,52 | 100pL 43,16 | 100pL  28,90° | 100pL  31,54° | 100pL 44,25

160pL 34,52 | 160pL 43,16 | 160pL  28,90° | 160puL  31,54° | 160pL 44,27

200pL  34,63° | 200pL 43,0 | 200pL  28,90° | 200pL  31,54° | 200pL 44,28

p=4,76E-09 p=3,53E-29 p=0,001872 p=2,27E-05 p=1-32E
Numeros seguidos de letras diferentes na mesma &nbolunas indicam diferenga significativa quaas

tratamentos a um grau de confianca de 9996,(11).

O TRAM foi diferente entre amostras adicionadas dderentes antibidticos. A
associagdo de antibidticos C (espiramicina + neiaajicesultou em menor tempo de reducéo
(28,9 h), porém sem diferenca significativa emga@&beaos antibioticos A (cloxacilina) (34,74
h) e D (cefoperazone). Por outro lado, os maiceagpods de reducao foram verificados nas
amostras tratadas com os produtos B (gentamicind) @etraciclina + neomicina +
bacitracina) com diferenca significativa em relagas demais (p=5,13481E-19).

A auséncia de diferenca nos tempos de reducdo dsgdoe aos volumes de
antimicrobianos adicionados indica que a menor @umnacdo testada apresentou eficacia
semelhante as demais, com acado sobre o crescirdanb@actéria ou grupos de bactérias
presentes nas amostras, visto que todas as cagg@dr diferiram dos controles onde a
reducao ocorreu em tempo menor, portanto com cnesto bacteriano maior.
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Figura 1 — Tempo de Reducédo do Azul de Metilens tré
horas apos inicio do teste (Tubo Al — amostra colote
100uL de antimastitico A - cloxacilina) evidenciangma
amostra resistente.

i
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Figura 2 — Teste de Reducdo do Azul de Metileno 24
horas ap@s inicio do teste (nos tubos E1 ao EShnéwe
reducéo do azul de metileno).

4.2 Efeito do Tempo de Ag¢do do Antibidtico Sobre dempo de Reducdo do Azul de
Metileno

Todos os controles reduziram o azul de metilenprimaeira hora, caracterizando uma
alta carga microbiana nas amostras. Nao houveedifar significativa quanto ao tempo de
reducao (TR) em relacdo ao momento de adi¢cdo @mi@(Oh, 1h, 3h ou 4h) para um mesmo
produto. Na presenca dos antibioticos as amostheziram o azul de metileno em tempos
distintos (Tabela 04).

Amostras adicionadas dos produtos A (enrofloxatiaanoxicilina) e D (bacitracina +
neomicina + tetraciclina) reduziram o azul de maetil na média em 9,8 horas, sendo quatro
amostras e respectivas repeticdes em tempo iguadramle (1 h) e as demais nao reduziram
durante o periodo de observacdo. Os produtos Btafmpérina) e C (cefoperazone)
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apresentaram seis e nove amostras com TRAM igueb@inole o que representou na média
um tempo de reducdo menor (4,0 e 5,4 respectiv@nentsem diferenca significativa
(p=0,44559), mas com diferenca em relacdo ao dergrprodutos A e D (9,8 h).

Tabela 04: Tempo médio de reducdo do azul de metie dos controles e amostras
adicionadas dos produtos A (enrofloxacina + amoxitna), B (gentamicina), C
(cefoperazone) e D (bacitracina + neomicina + tetciclina) em relacdo ao momento de
adicao do azul de metileno (0, 1, 3 e 4 horas).

Grupo Controle A B C D

Controle 1,06 1,0 1,0 1,0 1,07
Oh 1,6 9,8 4,0° 5,4° 9,8
1h 1,6 9,8 4,0° 5,4° 9,8
3h 1,6 9,8 4,0° 5,4° 9,8
4h 1,6 9,8 4,0° 5,4° 9,8

Numeros seguidos de letras diferentes na mesma &nbolunas indicam diferenga significativa quaas
tratamentos a um grau de confianca de 9990,(11).

Figura 3 — Teste de Reducdo do Azul de Metilencs dua
horas ap6s inicio do teste. O azul de metilenoeidiizido
em todos os tubos controles e grupo com cloxacilina

A auséncia de diferenca significativa nos tempogedacdo em relacdo aos diferentes
momentos de adicdo do azul de metileno indica queat® quatro horas apos a adigdo do
antibiotico ao leite, o azul de metileno pode sdicianado sem interferir no tempo de
reducdo pelas bactérias presentes nas amostras.

4.3 Efeito da Temperatura de Incubacéo Sobre o Tengpde Reducgédo das Amostras

Comparativamente as mesmas amostras em tempesatbrante (23°C) reduziram o
azul de metileno em média em 16,5 horas. Apesaerdpos distintos ndo houve diferenca
significativa (p= 0,24573) e todas as amostras mgaeiziram em até 48 horas na estufa
também o fizeram em temperatura ambiente e 56%)(@firesentaram o mesmo tempo de
reducao nas diferentes temperaturas.
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As amostras que apresentaram TR maior em temperanbiente apresentam
provavelmente uma populacdo de bactérias distouas temperatura étima de crescimento
mais elevada e crescimento limitado a 23°C.

Os dados sugerem a possibilidade de realizac&esti ¢m condicbes de campo onde
nao haja estufa para incubacéo, contudo o perieddskervacao deve ser ampliado.

4.4. Tempo de Reducado do Azul de Metileno Segunddaialidade da Amostra

Como os controles em geral apresentaram TRAM mgmeras amostras adicionadas
de antibiéticos, pode-se deduzir que os antibiétidaterferiram sobre o crescimento
bacteriano com reflexos no tempo de descoloracioocdando com Brito et al. (2007) que
alertam para a possibilidade de resultados in@srquando se avalia a qualidade do leite
pelo teste da redutase, visto que a presenca ibgdHnbs na amostra pode interferir sobre os
resultados.

Neste estudo a adicdo de antibioticos interfegmifcativamente sobre o tempo de
reducdo das amostras, sendo o tempo médio de cedagivel em funcdo do tipo de
antimicrobiano adicionado e caracteristicas da &magianto ao CMT. Como a velocidade
de descoloracao € inversamente proporcional ao noldeebactérias presentes na amostra no
inicio da incubacéo, quanto mais rapidamente sa dascoloracdo, maior a concentracao
bacteriana do meio (BRITO et al., 2007).

Uma amostra controle ndo reduziu o corante em #&sle12 reduziram em menos de
5 horas. No Brasil, o leite é considerado adequasla industria quando a descoloragéo
ocorre a partir de duas horas e trinta minutos (BRA 2002a). Assim, pelo tempo de
reducao dos controles a maioria das amostras (886i@) classificada como excelente quanto
a qualidade (quantidade de microrganismos) vistorgduziram o azul de metileno em mais
de 5 horas.

Presuntivamente amostras com maiores tempos dea@dm relacdo ao controle,
apresentaram maior sensibilidade aos antibidticdisicmados. Dos 12 controles que
reduziram o azul de metileno em menos de 5 hoe#s,(3%) apresentaram 0 mesmo tempo
de reducao para os tratamentes3(horas), indicando além de uma carga bacterivada,
uma provavel resisténcia aos antimicrobianos testad

A reducdo em menos de 90 minutos caracteriza ems@stras como de baixa
qualidade microbioldgica (mais que 5R10FC/ml) e fora dos padrées estabelecidos pela
IN51/2002 para leite tipo C. Os tempos médios deig@o das amostras controle em relacéo
aos tratamentos estéo representados na Tabela 05.

Tabela 05: Tempo médio de reducdo do azul de metie (TMRAM) de amostras
tratadas com antibidticos em relacdo aos controlee numero de amostras que
apresentaram redugcédo em menos de 5 horas ou nao vzdtam (NR) em 48 horas.

Grupo Tratamento TMRAM NR48h Menos5h
Controle 23,6 3 12
A Cloxacilina 34,7 45 12
B Gentamicina 4390 85 10
C Espiramicina + Neomicina 290 2 9
D  Cefoperazone 31°7 16 8
E Tetraciclina + Neomicina + Bacitracina 44,2 89 7

TRAM: ndmeros seguidos de letras diferentes na raesofuna indicam diferenca significativa quanto aos
tratamentos a um grau de confianca de 99% (p=118d).
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Considerando as medidas de higiene adotadas data das amostras e a manutencao
das mesmas sob refrigeracdo até o momento dajiestgcorreu em no maximo 12 horas, um
tempo maior para reducdo do azul de metileno j@gvarado, mesmo para amostras positivas
ao CMT.

Neste sentido os estudos realizados com o testeedl#tase para avaliagcdo da
qualidade microbiol6gica do leite cru referem-sarstras de leite de conjunto mantidas sob
refrigeracdo. Nestes casos, 0 tempo prolongadeondazanagem favorece a multiplicacéo de
bactérias no leite mesmo sob refrigeracdo. No lelido sob condi¢cdes de higiene
inadequadas, a refrigeracdo pode atuar de moderasgubstituir a microbiota mesofila pela
psicrotréfica, mantendo elevada a carga microb{@HMARAES, 2002).

Diversos autores (NADER FILHO et al., 1983; SOUZAak, 1999; NASCIMENTO;
SOUZA, 2002) alertam para as limitacées da proveedatase como parametro de avaliacéo
do estado higiénico-sanitario do leite cru, vistee dia uma grande variacdo na capacidade
redutora do azul de metileno pelos diferentes grug® microrganismos, principalmente
psicrotréficos que apresentam menor poder de redgc@erindo um leite de boa qualidade
mesmo estando presente um elevado nimero de bactérainda, algunStreptococcusp
causadores da mastite bovina ndo reduzem o AM (OaiAl., 1999). Neste estudo, o leite
foi mantido sob refrigeracdo por um periodo curtaseamostras foram obtidas de forma a
permitir o minimo de contaminacdo possivel. Pootant efeito de contaminantes e de
bactérias que crescem sob a temperatura de refg@eifoi, se ndo eliminado, pelo menos
reduzido.

Os resultados de avaliacdo da qualidade pelo tiestedutase variam em diferentes
estudos. Almeida et al. (1999) relataram 28,57% da®wstras com baixa qualidade
microbioldgica pelo teste da redutase, o que tamioéwerificado por Freitas et al. (1995).
Barcelos (2006) encontrou 16,7% das amostras copaele reducéo inferior aos 90 minutos
exigido pela legislacdo em Parauapebas — PA, etmuame Carvalho et al. (2004)
verificaram que 100% de 30 amostras de leite calisatlas apresentaram tempos de redutase
superiores a 90 minutos (leite tipo C), portant@cado com o estabelecido pela legislacéo.

Por outro lado, Martins et al. (2008) analisaramafibstras de leite colhidas do silo
de armazenamento com TRAM variando entre 120 en2ib@tos (2 h e 3 horas e meia).
Resultados semelhantes foram obtidos por Loren@@fii6) que analisou amostras de leite
coletadas em caminhdes isotérmicos de duas reddesuritiba. Em ambas as regides o
tempo médio de reducao foi superior a 90 minutos.

Como as condi¢cdes para estimar o numero de bactgeia teste da redutase sao
padronizadas e nem todas as espécies de bactéssisepn a mesma atividade redutora, o
TRAM variou entre as amostras e especialmente slegarescore ao CMT, confirmando o
efeito da carga microbiana sobre a atividade degdal

Amostras de vacas com mastite clinica e subclicira reacédo fortemente positiva
(+++) e positiva (++) ao CMT reduziram o azul detitero em tempo menor que as amostras
fracamente positivas (+). A diferenca entre os e reducéo foi significativa, sobretudo
em relacdo aos controles (p=3,958E-05), mas tamégtre amostras com escore +++
(23,11h) e + (25,35 h) e entre amostras com eseo@1,31h) e + (p=0,00013), porém sem
diferenca significativa entre amostras ++ e +++)(i2047), o que se justifica provavelmente
pela dificuldade de diferenciacdo da reacédo dessmwes, caracterizando uma subjetividade
do CMT.

Os tempos meédios de reducdo de amostras com n@stita e subclinica em relacéo
aos controles e tratamento com os antibiéticooestfiresentados na Tabela 06.
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Tabela 06: Tempo médio de reducéao do azul de metie (em horas) de amostras de leite
procedentes de vacas com mastite clinica (MC) ou kmlinica (MSC) em diferentes
escores (+, ++, +++) ao CMT, adicionadas dos antiticos A, B, C, D E e resultados da
andlise estatistica (Anova).

Grupo MC MSC + MSC ++ MSC +++ Valor de p
Controle 10,52 25,38 21,3F 23,1F 3,958E-05
A 29,26 36,84 31,38 40,33 0,162
B 24,59 46,16 40,42 42,78 3,52E-06
C 23,19 29,14 28,42 30,33 0,287
D 30,70 30,8F 31,40 35,78 0,868
E X 46,00 42,96 42,78 0,444
Valor de p= 0,00636 2,39E-25 2,03E-12 0,0860

Numeros seguidos de letras diferentes na mesmaaaidicam diferenca significativa quanto aos trematos a
um grau de confianga de 99%<®,01). (X) O antimicrobiano E néo foi testadogpitC.

Para amostras com mastite clinica os menores tedgwosducado foram registrados
entre amostras tratadas com os produtos B (24,58sh@® C (23,19 horas) que néo
apresentaram diferenca significativa entre si e ammdemais antimicrobianos. Todos o0s
tratamentos, no entanto diferiram significativaneesi controle (p=0,00636).

Souza (2006) analisou 72 amostras de leite cruigeefrdo, provenientes de
propriedades rurais localizadas em Sacramento-May diferentes niveis de células
somaticas (CCS). Os resultados indicaram TRAM aale& horas sem correlacdo com a
CCS. As amostras com menores CCS (menos de 100ad@@s/ml de leite) apresentaram
TRAM acima de 4 horas. Nessas condi¢cdes obteveasealta contagem de microrganismos
mesofilos e psicrotroficos e também n&o houve tam@® entre as contagens desses
microrganismos e o tempo de redutase. No presstidceamostras com reacdes fracas ao
CMT (baixa CCS) reduziram o azul de metileno em pi@sn muito maiores, o que
provavelmente se deve ao efeito das medidas deneigadotadas durante a coleta e
acondicionamento em recipientes esterilizados.

Do ponto de vista de controle de qualidade, o keite derivados lacteos estdo entre o0s
alimentos mais testados e avaliados, principalmeenelo a importancia que representam na
alimentacdo humana e a sua natureza perecivel (EERR 2007). Diferentes autores
(ALBUQUERQUE et al., 1996; NASCIMENTO et al., 20QENOBILE, 2002; ROSARIO,
2002, NASCIMENTO et al., 2003; MEDEIROS et al., 20(KOIDE; GIROTO, 2004;
COUTO; TORTORA, 2005; TETZNER, et al., 2005; BARRRA et al., 2005; NERO, et al.,
2007) verificaram a ocorréncia de residuos de itittbs no leite com valores variando de
1,68% (KOIDE e GIROTO, 2004) a 69,7% (ALBUQUERQUE &., 1996). Os autores
sugerem o uso indiscriminado de antibiéticos paatamento de mastite como causa da
presenca dos residuos no leite.

Segundo Oliveira et al. (1999), em condi¢Oes ideaikigiene na ordenha, a contagem
bacteriana total inicial do leite situa-se em todeold a 9,0 x 16 UFC/mL. Pelas normas
estabelecidas pela legislacdo atual o leite € dereio adequado pela industria quando a
reducao do azul de metileno ocorre a partir de toeas e trinta minutos (BRASIL, 2002a) o
que corresponde a uma carga microbiana em torn@0deJFC/ml, portanto com uma
pequena modificacdo da flora bacteriana em relaghdeite fresco ordenhado em boas
condicOes de higiene.

ApOs a obtencdo, os principais fatores responsapei® aumento da carga
microbiana, incluem a temperatura de armazenagem tempo decorrido até o seu
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beneficiamento. Por sua vez, a carga microbiamsalresta entre outros fatores, associada a
limpeza dos utensilios utilizados na ordenha, aicrhmento e transporte do leite.

A temperatura de armazenamento e transporte irgedfeetamente na contagem total
de microrganismos do leite. O resfriamento imede&to tanques de expansdo e a coleta a
granel em caminhfes com tanque isotérmico temdgrdade enfoque para manutencdo da
qualidade do leite cru (FONTES et al., 2002). Batr®d, a manutencdo do leite em
temperaturas de refrigeracdo por periodos longaole peasionar problemas de qualidade
associados a multiplicagdo e atividade metabdliea ndicrorganismos psicrotréficos
(COUSIN, 1982; SANTOS; FONSECA, 2001). Essas badérse multiplicam em
temperaturas abaixo de 7°C, embora a temperatuma @e desenvolvimento se situe entre
20 e 30°C (JEFREY, 1990; BRITO; BRITO, 1998b).

A prova de redutase utilizada como parametro ddiag2a do estado higiénico-
sanitario do leite cru, através do estabelecimdrtoma relagcdo entre o TRAM e 0 numero
de bactérias, possui limitagbes quanto a variagiocapacidade redutora de diferentes
microrganismos (NADER FILHO et al., 1983; SOUZAakt 1999) e presenca de residuos de
antimicrobianos no leite (BRANCHER; FAGUNDES, 1998Altas contagens de
psicrotréficos em leite cru refrigerado tém sidademciadas (MENDONCA et al., 2001), o
gue ndo pode ser excluido, mas provavelmente fuinmdado no presente estudo.

Avaliamos o tempo de redutase de amostras declaitediferentes reacdes ao CMT e
de vacas com mastite clinica, obtido em condi¢coeshigiene em frascos estéreis e
armazenado sob refrigeracéo por pouco tempo. Agsgaumimos que o0 TRAM neste estudo
esta diretamente relacionado ao efeito dos agestess de mastite sobre a redutase e uma
populacao diferenciada, o que justifica os temmgogeducédo mais elevados.

4.5. Adaptacdo do Teste da Redutase para Avaliacdala Sensibilidade a
Antimicrobianos.

Excluindo-se as amostras que apresentaram TRAM mugreoo tempo de reducéo do
controle (consideradas resistentes) e aquelasdpuesduziram no periodo de observacao (48
horas), calculou-se a média da relacdo entre o & Rmibstra (TMRA = 36,46) pelo tempo
médio de reduc¢do do controle (TMRC = 23,57) e eriratlo de confianca destes valores (1,91
+ 0,365). Assim, consideramos o intervalo de 1,3428 como o tempo a partir do qual o
crescimento foi inibido, estabelecendo-se estepdemomo indicadores de sensibilidade ao
antibiotico adicionado (Tabela 07). Amostras quiizgram o corante entre 1,08 e 1,54 vezes
o tempo de reducdo do controle foram consideradascop sensiveis, este intervalo
caracterizado como intermediario e acima desse camsivel.

Tabela 07: Tempo médio de reducao do azul de metile da amostra (TMRA) em funcao
do tempo médio de reducdo do controle (TMRC) na ratdo entre TMRA / TMRC e
intervalo de confianca dos controles.

TRATAMENTO TMRA / TMRC
Resistente <1,0
Intermediario 1,08 a 1,54
Sensivel 1,55a2,08
Muito sensivel >21

Pelos critérios estabelecidos, das 100 amostraeementes de vacas com mastite
subclinica adicionadas dos produtos A, B, C, D av&liadas quanto ao TRAM em relagéo
aos controles, as menores resisténcias seriamvaldssrpara gentamicina (B) e associacao de
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tetraciclina, bacitracina e neomicina (E). Por ou&do, 45 amostras seriam resistentes ao
produto C (espiramicina + neomicina), 39 ao proddt¢cefoperazone) e 23 ao produto A
contendo cloxacilina (Tabela 08).

O resultado é consistente com os achados de didsrantores que apontam elevado
padrdo de sensibilidade de amostras isoladas o dei vacas com mastite a gentamicina
(LANGONI et al., 2000; COSTA et al.,, 2000b; BRIT® a., 2001; WATANABE et al.,
2001; BYARUGABA, 2004), a cloxacilina, tetraciclimabacitracina (FREITAS et al., 2005)

e ao cefoperazone (VARGAS et al., 1996).

Tabela 08: Perfil de sensibilidade de 100 amostrade leite aos antimicrobianos A
(cloxacilina), B (gentamicina), C (espiramicina + aomicina), D (cefoperazone) e E
(tetraciclina + bacitracina + neomicina) segundo @GRAM em relacdo aos controles.

Produto / Antimicrobiano Resistente  Sensivel Intanediario
A 23 53 24
B 9 76 15
C 45 30 25
D 39 38 23
E 7 81 12

Do total de amostras, apenas uma seria resistéats 0s principios ativos contidos
nos diferentes produtos testados, poréem 34 seresistentes a dois (20/100) ou mais
produtos (14/100) e respectivos principios.

Amostras de leite de vacas com mastite clinica {@&&m testadas pelo TRAM com
produtos diferentes. O produto A (cloxacilina) feubstituido pela associacdo de
enrofloxacina e amoxicilina e o C (espiramicinaepmicina) pelo cefoperazone. Assim, 0s
produtos testados tinham a seguinte composi¢cao: (Anrofloxacina e amoxicilina), B -
(gentamicina), C - (cefoperazone) e D - (bacitracimeomicina e tetraciclina). Neste caso, 38
(63,3%) e 39 (65%) amostras evidenciaram sensioiéida gentamicina (B) e cefoperazone
(C) respectivamente, enquanto 42 (70%) apresentammibilidade aos principios ativos
contidos nos produtos A e D, sendo 22 amostrag¥d6¢com sensibilidade intermediaria ou
resisténcia a mais de dois produtos e principigssat

Guilloux et al. (2008) ao analisarem a epidemi@odge um surto de mastite bovina
em uma propriedade leiteira no Estado do Rio Graed8ul observaram ndo haver uma boa
resposta ao tratamento administrado, inclusive prgressao do surto e progressao de casos
clinicos e subclinicos em animais tratados com wodyio contendo os principios ativos
neomicina e espiramicina. O teste de sensibilidadelou a existéncia de amostras Sle
aureusresistentes aos principios ativos que estavam sdiidados.

O teste da redutase foi utilizado para verificazapacidade de reducao do azul de
metileno e resazurina pefdtreptococcus thermophiluem amostras de leite esterilizadas
contendo diferentes diluicbes de antibidticos (ROBBES et al., 1993). O mesmo método
utilizando o azul de metileno, como indicador, fdilizado para detectar a presenca de
residuos de antibidticos no leite de vacas comiteasatadas por via intramamaria com
gentamicina, oxitetraciclina e penicilina (BRANCHERAGUNDES, 1998). Os resultados
demonstraram a possibilidade de deteccdo de pegjwprentidades de antibidticos nas
amostras, tanto pelo método de resazurina, como gelazul de metileno. Os autores
sugeriram que este teste pode ser utilizado palege&o da qualidade do leite e na pesquisa
presuntiva de residuos de antibiéticos nas amostras
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Com o mesmo principio, bactérias sensiveis aobiatitios adicionados na amostra
de leite devem presuntivamente apresentar crestmnlenitado refletindo-se em maior
tempo de reducédo do corante.

4.6 Tempo de reducado do azul de metileno medianteligdo de antibidticos no leite em
relacdo ao antibiograma.

Sessenta e quatro amostras de leite avaliadasogaanfTRAM na presenca de
antibioticos foram submetidas aos procedimentoa Ea@iamento e identificacdo de agentes
microbianos. Destas obteve-se crescimento de E#m 61 amostras, com predominancia
dos géneroStreptococcusp (23/61) estaphylococcusp (13/61) isolados ou em associacéo
(13/61).E. colifoi isolada em uma amostra na propriedade A eeaméd propriedade B.

Embora ndo se tenha obtido amostras de vacas éamémto ou com tratamento
recente, nove amostras (26%) procedentes de unmaar@epriedade foram resistentes a um
ou mais antimicrobianos testados. Nesta proprietiagi& um grande numero de vacas com
mastite e 0 uso de antibiotico intramamario ergifemte. A observacdo esta de acordo com
relatos de Freitas et al. (2005) que apontam pHeaedtes perfis de sensibilidade entre
propriedades segundo a frequéncia de utilizac&mntbidticos. Deve-se atentar que no caso
do tratamento da mastite clinica o uso terapéulgcantibioticos pode acarretar em tempo de
caréncia maior do que o preconizado na bula doscaredntos. Esse efeito foi observado em
animais tratados por via sistémica, com penicilestreptomicina, sulfadiazina e trimetoprim
e também no tratamento intramamario com cefacegehtamicina e tetraciclina (RAIA
JUNIOR, 2001), ndo sendo possivel, portanto gararitiexisténcia de antibiéticos residuais
nas amostras, apesar da garantia dos proprietiin8o haver utilizado antibiético nas vacas
nos dias anteriores.

Como o teste da redutase nao foi realizado conminsipios ativos isoladamente, mas
com produtos contendo um ou mais antibiéticos, idenamos para efeito de comparagéo
com o antibiograma, a sensibilidade ao produto ceemsibilidade aos principios ativos do
mesmo. No caso do antibiograma em que foram test@sl@rincipios ativos separadamente,
consideramos a sensibilidade ao produto quandaoeacsensibilidade a pelo menos um dos
principios da formula. Assim, obteve-se média d2®8de coincidéncia nos resultados de
sensibilidade pelo teste da redutase em compam@@®oo antibiograma (Tabela 09). Os
principios ativos contidos nos antimastiticos A eaf@esentaram os maiores indices de
coincidéncia nos resultados (91,2%).

A coincidéncia de resultados entre os testes fosiderada elevada indicando a
possibilidade de utilizacdo do método da redutasea pavaliagdo da sensibilidade a
antimicrobianos em amostras de leite de vacas casiiten da mesma forma que o método
havia sido proposto para deteccdo de antibioti@amostra (RODRIGUES et al., 1993;
BRANCHER; FAGUNDES, 1998).
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Tabela 09: NUumero de amostras resistentes, senss/ei com sensibilidade intermediaria

(SI) aos antimastiticos A (enrofloxacina + amoxidiha),

B (gentamicina), C

(cefoperazone) e D (bacitracina + neomicina + tetciclina) pelo Tempo de Redugéo do
Azul de Metileno (TRAM) e antibiograma, e porcentagm de resultados coincidentes.

TRAM Antibiograma % de
Produto | Resistente Sensivel S| ResistenteSensivel S| Coincidéncia
A 0 29 5 3 30 1 91,2
B 0 28 6 5 28 1 85,3
C 3 26 5 2 28 4 91,2
D 0 28 6 6 26 2 85,3
Média da % de coincidéncia 88,2

A resisténcia é a capacidade inerente ou adquilddhactéria de ndo responder aos
efeitos inibitorios das drogas antimicrobianas, g@@ersos mecanismos, e atualmente € um
importante problema de saude publica. Uma das ipdrsc causas de resisténcia € o uso
indiscriminado e inadequado de antimicrobianos. Mendo inteiro, surgem relatos de
resisténcia aos mais diversos tipos de antimicnalsiamesmo 0s mais modernos.

Neste contexto, duas amostras foram resistentedoa bs principios ativos testados,
incluindo o cefoperazone, uma cefalosporina de eibexrc geracdo, com acao sobre
microrganismos Gram positivos e negativos corfo coli, Staphylococcus spg
Pseudomonas aeruginosBssa resisténci@ preocupante uma vez que estes agentes estdo
frequentemente envolvidos como agentes etiologieosnastite e outras enfermidades nos
animais e no homem. A menor sensibilidade foi w&tfa em relacdo ao produto D que
compreende a associacao de tetraciclina, neonednaaitracina.

4.7. Teste Clinico

Das 26 vacas tratadas, 24 (92,3%) se recuperaraihdra clinica e reducdo do
escore ao CMT) apoOs o tratamento intramamario. iGersdo a alta correlacdo entre a
sensibilidade avaliada pelo antibiograma e testeedatase, o resultado do teste clinico foi
surpreendentemente favoravel.

Do total de vacas tratadas, o TRAM indicava que iorarganismo ou grupo de
microrganismos presentes em 24 eram sensiveis muospps ativos utilizados, o que
corresponde a 92,3% de resultados positivos pelVI Rabela 10).

N&o foi possivel realizar o antibiograma em cinae 86 amostras de leite submetidas
ao isolamento. Nestes casos ndo houve crescim@otsendo possivel o isolamento das
colonias. Dificuldade de isolamento do agente @gicb da mastite € relatada em diferentes
estudos. Sao diversas as causas apontadas, spodade que o isolamento bacteriano pode
nao ser identificado em mais de 50% das amostrARROVEC; RUEGG, 2002).

As duas vacas que ndo se recuperaram foram tratamasgentamicina (B) e
associacao de tetraciclina, neomicina e bacitra@)a em ambos os casos 0 antibiograma,
diferentemente do teste da redutase indicava qagaerges etioldgicosStaphylococcusp. e
associacdo deste coStreptococcus spgram resistentes aos produtos ou principios ativos
utilizados no tratamento. Assim, o TRAM ndao foi ptra identificacdo da resisténcia dessas
amostras aos antimicrobianos testados.

Esse resultado pode em parte ser justificado mglacidade redutora das diferentes
bactérias. Nader Filho et al. (1983) alertam qugurad Streptococcus spcausadores da
mastite bovina ndo reduzem o azul de metileno. iDa das amostras procedentes de vacas
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que nao se recuperaram apos o tratamento foraadag®taphylococcusp. em associacao
com Streptococcusp,concordando com os relatos de Nader Filho et @83)L

Neste estudo, embora o microrganismo isolado comoernfieqiiéncia tenha sido o
Streptococcusp., ndo se observou interferéncia significatvdampo de reducao do azul de
metileno. Os controles das amostras em que foraladiss Streptococcus spreduziram o
azul de metileno em tempo maior (13,6 horas) quédeasais (9,8 horas), mas sem diferenca
significativa (p=0,130051).

Tabela 10: Niumero de resultados positivos e negatis mediante tratamento clinico de
26 vacas com mastite clinica em relacdo ao perfiedsensibilidade dos principios ativos
dos produtos utilizados pelo antibiograma e Tempo & Reducédo do Azul de Metileno
(TRAM).

Positivos Negativos % ACERTOS
TRAM 24 2 92,3
Antibiograma 18 3 85,7
p=0,077293

Um estudo desenvolvido no Ambulatério da Escolaliftaude Medicina (CRUZ et
al., 1965), com a intencdo de avaliar a terapéaicdusivamente topica das otites médias
supuradas agudas e crbnicas frente a varias médigaem casos resistentes ou ndo a
tratamentos anteriores obteve-se pouca correspoadéps resultadog vivo e in vitro
(37,5%), apesar de ser usado nos testes de selaslbil a mesma concentragcdo de
medicamento receitado a cada paciente. Neste e$budiemonstrado o valor relativo e
duvidoso dos antibiogramas. Os resultados obiidasvo e in vitro, em relacdo aos germes
encontrados, ndo foram concordantes em 62,5% dos,cavidenciando segundo os autores o
valor relativo e discutivel dos antibiogramas.

Quadro 2: Microrganismos isolados em 26 amostras deite de vacas com mastite clinica
submetidas ao tratamento intramamario em duas propgedades no municipio de
Resende, Rio de Janeiro.

Microrganismos isolados Propriedade A (16) || Propriedade B (48)
Bacillus 0 1
E coli 1 10
Streptococcus spp. 7 16
Staphylococcus spp. 1 12
Streptococcus spp. + Staphylococcus spp. 6 7
N&o identificados 1 2
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Quadro 3: Resultados do tratamento clinico com antastiticos e respectivos agentes
antimicrobianos A (enrofloxacina + amoxicilina), B(gentamicina), C (cefoperazone) e D
(bacitracina + neomicina + tetraciclina) e perfil & sensibilidade pelo Tempo de Reducéo
do Azul de Metileno (TRAM) e antibiograma.

CMT Tratamento TRAM Antibiograma
N° | Dia0 | Dia 10 Produto A B C D A B C D
1 MC +++ B S S S S S S S R
2 MC + C S S S S S S S S
3 MC +++ B S S S S S S S S
4 MC +++ B I I I I R R R R
5 MC +++ C I I I I R R R R
6 MC ++ B S S S S S S S S
7 MC T C S S S S S S I R
8 MC T B S S S S S S S S
9 MC MC B S S S S I S S S
10 | MC ++ B S S S S S S S S
11 | MC T D S R I S S R I S
12 | MC - B I I I I S S I S
13 | MC ++ D I I I I S S S S
14 | MC ++ C I I I I S I S S
15 | MC - D I I I I I S S S
16 | MC T C I I I I S S S S
17 | MC ++ D S S S S - - - -
18 | MC T B S S S S S S S S
19 | MC MC D I I I S R R R R
20 | MC +++ C I I I I I S I S
21 | MC T D I I I I - - - -
22 | MC - B S I R S - - - -
23 | MC ++ D S I R I = = = =
24 | MC ++ B I I I I S I S S
25 | MC + D S S S S - - - -
26 | MC +++ C I I I I R S S S

Mastite Clinica (MC); Tracos (T); Resistente (RenSivel (S); Intermediario (I); Sem
resultados (-)

41



5 CONCLUSOES

O conhecimento do perfil de sensibilidade dos aggeetiologicos da mastite em uma
propriedade é atil como auxiliar no tratamento.

O teste da redutase na forma adaptada demonsewadal concordancia com os
resultados do antibiograma, e ambos se apresengdi@entes no auxilio ao tratamento.

O teste da redutase mediante adicdo de antibiGtictis na escolha do antimicrobiano
a ser utilizado no tratamento do quarto mamaritadtepor mastite clinica e subclinica.
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7 ANEXO
Anexo 1: Perfil de sensibilidade aos antimicrobian® enrofloxacina (EN), amoxicilina

(AM) (A

Gentocin® mastite 250mg),

Cefavet), bacitracina (BAneomicina (NE) e tetraciclina (TE)

Mastijet Forte®) pelo Tempo de Reducédo do Azufle Metileno (TRAM) do leite

Enrocilin L), gentamicina (GE) (B

total e antibiograma (ATB) e coincidéncia entre ogestes.

cefoperazone (CF) (C

(D

ATB X TRAM

AlB|C| D

TRAM

ANTIBIOGRAMA

EN AM GE CF NE BA TE|EN AM GE CF NE BA TE
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