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SANTOS, N. A. F; COSTA, F. N. Pesquisa de mastite clinica e subclinica,
contagem de células somaticas, susceptibilidade a antimicrobianos e residuos
de antibidticos em amostras de leite de bufalas (Bubalus bubalis) da Baixada
maranhense [Research of clinical and subclinical mastitis, somatic cell count,
antimicrobial susceptibility and antibiotic residues in milk samples from buffalo
(Bubalus bubalis) of Maranhao Lowlands]. 2013.106f. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncia Animal) - Universidade Estadual do Maranh&o, S&o Luis, 2013.

RESUMO

Objetivou-se neste trabalho pesquisar mastite clinica e subclinica, a contagem de células
somaticas, susceptibilidade a antimicrobianos e residuos de antibiéticos em amostras de
leite bubalino. Foram avaliadas 304 bufalas de 10 propriedades situadas nos municipios de
Viana, Arari, Cajari, Matinha e Vitoria do Mearim, da Baixada Maranhense, utilizando-se os
testes da caneca telada e California Mastiis Test (CMT). Dos 1.204 quartos mamarios
avaliados, apenas 1 (0,09%) apresentou mastite clinica e 31 (2,57%) apresentou mastite
subclinica. Foram colhidas 31 amostras positivas para mastite clinica e subclinica e
realizadas andlises microbiolégicas para o isolamento e identificacao dos micro-organismos.
A pesquisa de residuo de antibioticos foi realizada utilizando-se os kits comerciais Delvotest
SP- NT, Eclipse — 50 e Twinsensor BT- 20. A susceptibilidade antimicrobiana das cepas
isoladas de leite foi avaliada pelo método de difusdo em disco. Das amostras positivas,
isolou-se Staphylococcus sp. (93,54%), seguido de Corynebacterium sp. (41,93%),
Enterobactérias (38,70%), Streptococcus sp. (32,25%) e E. coli (32,25%). Em 1 (3,22%) nao
houve crescimento microbiano. Os antimicrobianos que apresentaram maior eficacia aos
Staphylococcus coagulase positivo foram cloranfenicol e norfloxacina com 100% de
sensibilidade, e aos Staphylococcus coagulase negativo foram norfloxacina (91,6%),
gentamicina e norfloxacina com 86,1%. Ja em relagdo aos Staphylococcus aureus, 100%
dos isolados mostraram-se sensiveis a novobiocina e 94,1% a norfloxacina. O leite de
bufalas de seis propriedades da Baixada Maranhense apresentou residuo de
antimicrobianos. Os resultados indicam que sao precisos cuidados preventivos relacionados
a transmissdo desses agentes patogénicos pela ingestdo do leite e seus derivados
contaminados. O leite produzido na Baixada Maranhense pode representar riscos a
populagdo e necessita-se de adocao de medidas de prevencado e controle da mastite
baseado no perfil de sensibilidade antimicrobiana dos micro-organismos causadores da
doenca.

Palavras- chave: micro-organismos; contaminantes; saude publica.
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ABSTRACT

The objective of this research work clinical and subclinical mastitis, somatic cell count,
antimicrobial susceptibility and antibiotic residues in samples of buffalo milk. 304 buffaloes
were evaluated 10 properties located in the municipalities of Viana, Arari, Cajari, Matinha
and Victory Mearim , the low lands , using tests mug screened and California Mastiis Test
(CMT). The 1204/4 mammary evaluated, only 1 (0.09 %) had clinical mastitis and 31 (2.57
%) had subclinical mastitis. We collected 31 samples positive for clinical and subclinical
mastitis and microbiological analysis for the isolation and identification of micro -organisms.
The residue antibiotics search was performed using commercial kits Delvotest SP-NT,
Eclipse - Twinsensor 50 and BT-20. The antimicrobial susceptibility of strains isolated from
milk was evaluated by disk diffusion. Positive samples, isolated Staphylococcus sp. (93.54
%), followed by Corynebacterium sp. (41.93 %), Enterobacteriaceae (38.70 %),
Streptococcus sp. (32.25 %) and E. coli (32.25 %). In 1 (3.22 %) showed no microbial
growth. Antimicrobials that showed greater efficacy for Staphylococcus coagulase positive
were chloramphenicol and norfloxacin with 100 % sensitivity, and norfloxacin were coagulase
negative Staphylococcus (91.6 %), gentamicin and norfloxacin with 86.1 %. In relation to
Staphylococcus aureus, 100 % of the isolates were sensitive to novobiocin and 94.1 % to
norfloxacin. The buffalo milk six properties in the low lands presented antimicrobial residue.
The results indicate that preventive care are needed regarding the transmission of these
pathogens through ingestion of contaminated milk and dairy products. Milk produced in low
lands can pose risks to the population and the need to adopt measures to prevent and
control mastitis based on the profile of antimicrobial susceptibility of micro - organisms
causing disease.

Keywords: micro - organisms, and contaminants; public health.
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1. REVISAO DE LITERATURA



INTRODUCAO

Existem no mundo cerca de 174.027.155 bufalos, sendo que a maioria destes
encontra-se no continente asiatico. A Iindia possui o maior rebanho, com
aproximadamente 98.000.000 animais, seguida do Paquistdo com 26.300.000 e da
China, com 22.745.250. Na América do Sul, destaca-se o Brasil com um contingente
maior que o de toda Europa e ocupando a décima primeira posicao mundial
(BERNARDES, 2007), segundo o IBGE, o efetivo de bubalinos, em 2011, foi de 1,3
milhdo de cabecas.

De acordo com estudos realizados, o rebanho bubalino no Brasil tem aumentado
cerca de 12,7% ao ano, mostrando ser uma alternativa a pecuaria tradicional,
principalmente devido a sua alta rusticidade e adaptabilidade as condicdes do pais.
Os bufalos concentram-se no Norte e Nordeste do pais, sendo os maiores efetivos
registrados no Para (38,0%), Amapa (18,4%) e Maranhao (6,5%) (SILVA et al.,
2003; RIBEIRO et al., 2003). E importante destacar, que o Brasil se encontra em
posicao bastante privilegiada com relagcdo a bubalinocultura, posto que detém o
maior rebanho da espécie do Ocidente e dispde de exemplares com produtividade

leiteira comparavel aos melhores espécimes (BERNARDES, 2007).

O Maranh&o possui 0 3° maior rebanho bubalino do Brasil, com cerca de 80 mil
bubalinos, dos quais mais de 18.500 cabegas estdo nos pastos de Viana, municipio
com maior rebanho do estado, segundo dados da Agéncia de Defesa Agropecuaria
do Maranhdo — AGED (2011). A producdo de leite no Brasil aumentou de 16,5
bilhdes de litros em 1994 para mais de 25 bilhdes de litros em 2005. Estima-se que a
producao de leite de bufalas no pais seja de 92,3 milhdes de litros, produzidos por
cerca de 82.000 bufalas em 2.500 rebanhos e que existam pelo menos 150
industrias produzindo derivados de leite de bufalas, que transformam anualmente 45
milndes de litros de leite em 18,5 mil toneladas de derivados, gerando um
faturamento bruto da ordem de U$ 55 milhdes aos laticinios e de cerca de U$ 17
milhdes aos criadores (SILVA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2003).

O leite € um alimento que possui um perfeito balanco de nutrientes, fornecendo ao

homem macro e micronutrientes indispensaveis ao crescimento, desenvolvimento e



manutencao da saude. Como fonte de proteinas, lipideos, carboidratos, minerais e
vitaminas, torna-se um dos alimentos mais vulneraveis a deterioracdo por micro-
organismos, estes contaminantes podem causar modificagcbes organolépticas, que
limitam a durabilidade do leite e seus derivados, além de problemas econémicos e
de saude publica (BHERMER, 1999; FREITAS et al., 2002). A qualidade é um dos
maiores problemas da cadeia do leite, interferindo negativamente na producao e
rendimento de derivados (SANTOS & RODRIGUES, 2003). Devido a importancia
que representam na alimentagdo humana, o leite e seus derivados estdo entre os
alimentos mais testados e avaliados em relagcdo a qualidade no Brasil (BUZI et al.,
2009).

Além da sua maior rusticidade, o que permite a sua criagcdo em regides alagadas,
que sdo inadequadas para bovinos a espécie bubalina tem maior resisténcia as
ectoparasitoses, apresentam menor frequéncia de mastite, sdo menos exigentes
quanto a qualidade das pastagens e gramineas, e consequentemente apresentam
menor custo de producéo (AMARAL & ESCRIVAO, 2005).

Apesar do elevado valor nutritivo e da importancia tecnoldgica do leite de bufala,
sua producdo e consumo ainda sdo muitos baixos, quando comparados com o leite
de vaca. Este comportamento pode esta relacionado a pouca divulgacado das
caracteristicas do leite e dos poucos estudos que tém sido realizados a respeito da
sua composicao quimica, propriedades fisico-quimicas e qualidade microbiolégica.
No entanto, apesar da baixa producado, estima-se que houve um acréscimo de
48,52% na producao mundial de leite de bufalas no periodo de 1992 a 2002
(AMARAL et al., 2005). O leite de bufala apresenta alto valor nutricional, altos niveis
de gordura, proteinas e minerais (em especial o calcio), podendo ser utilizado tanto
para o consumo in natura, como matéria-prima para elaboracao de produtos lacteos,

que podem variar conforme a cultura de cada regido (TEIXEIRA et al., 2005).

OLIVEIRA et al. (2004) afirmam que 44% do leite consumido no Brasil é
proveniente do mercado informal, sendo comercializado sem qualquer tratamento
térmico ou controle laboratorial. Portanto, a transmissao dos patégenos da mastite e
suas toxinas via leite e produtos lacteos corresponde a um risco a saude do
consumidor. Segundo Prata (2001), todo leite € um excelente meio de cultura para o



desenvolvimento de micro-organismos devido a alta quantidade de agua livre,
riqueza de nutrientes, concentragdo de gases gerando um ambiente aerébico e pH

préximo do neutro.

A contaminacédo do leite cru afeta a qualidade, a vida de prateleira e a seguranca
dos produtos lacteos processados (FONSECA & SANTOS, 2000). Segundo Dingwell
et al. (2004), a qualidade do leite estd diretamente relacionada com saude,
alimentacdo e manejo dos animais, com a qualidade da mé&o-de-obra, manejo
adequado dos equipamentos e utensilios utilizados durante a ordenha e transporte
até a industria. Todos esses fatores influenciam a sua composi¢éo original (proteina,
gordura, etc.) e as caracteristicas de sabor, cheiro e viscosidade, certificando ou nao

a qualidade do produto.

A mastite é considerada a doenca que acarreta os maiores prejuizos econdmicos a
producéo leiteira, pela reducdo da quantidade e pelo comprometimento da qualidade
do leite produzido, além da queda na qualidade do produto final com diminuicdo no
rendimento industrial para fabricagao de derivados e alteragdes na composigcao do
leite  mamitico (LANGONI, 1999; SILVA, 1999), ou até pela perda total da
capacidade secretora da glandula mamaria. Esta enfermidade é consequéncia da
interacdo de fatores relacionados ao animal, patégenos e ambiente (BRITO &
BRITO, 2000; BRADLEY, 2002) e tem por caracteristicas um processo inflamatorio
da glandula mamaéria relacionadas a agressodes fisicas, quimicas, térmicas ou

microbianas, podendo se manifestar na forma clinica ou subclinica.

Philpot & Nickerson (1991) apontam que 90% das mastites sdo causadas por
bactérias. Além destes patdgenos, fungos, leveduras, algas e virus, além de
estresse e ferimentos fisicos também podem estar envolvidos na etiologia da
doenca, porém a ocorréncia é baixa. Segundo Santos et al. (2004), a colonizacdo da
glandula mamaria por bactérias patogénicas resulta em eventos que conduzem a

alteragcbes na composigao do leite.

De acordo com a forma de manifestacdo, a mastite pode ser dividida em dois
grupos. A forma clinica que apresenta sinais evidentes, tais como, edema,

hipertemia, endurecimento e dor da glandula maméria e/ou aparecimento de



grumos, pus ou alteracdes das caracteristicas organolépticas do leite (BRADLEY,
2002) e a forma subclinica que se caracteriza por alteragdes na composi¢ao do leite,
porém, ndo ocorrem mudangas visiveis no aspecto do leite ou do ubere (PERSSON
WALLER et al., 2003), entre as principais alteracbes destaca-se o aumento da
contagem de células somaticas, o aumento dos teores de CINa+, proteinas séricas e
diminuicdo do percentual de caseina, célcio, gordura e lactose do leite (CULLOR et
al., 1994; GIANOLA et al.,, 2004), fazendo com que haja menor rendimento na
producao de seus derivados, além de diminuir o tempo de prateleira do produto
(BRADLEY, 2002). Segundo Philpot & Nickerson (1991) para cada caso clinico de
mastite devem existir entre 15 a 40 casos subclinicos.

Oliveira et al. (2012) relatam que a mastite subclinica apresenta uma maior
importancia epidemiologica por alastrar-se silenciosamente pelo rebanho sem que
sejam percebidas alteragdes macroscopicas a inspecao do Ubere ou de sua
secrecdo. No que diz respeito as mastites clinicas, Bradley (2002) aponta estas
como as causas mais comuns de morte entre vacas leiteiras adultas e ressalta a sua
gravidade nas questdes de bem-estar animal, j& que quadros de hiperalgesia estao
vinculados a episddios agudos de mastite clinica.

Segundo Busato et al. (2000) e Freitas et al. (2005) o prejuizo acarretado pela
mastite constitui cerca de 25% de todas as doencas de importancia econdmica,
sendo que a mastite clinica representa 18% do prejuizo total por causar morte ou
descarte prematuro e que a redugcdo na producédo total é representada
principalmente pela mastite subclinica (82%). A mastite continua sendo um grande
problema para a industria leiteira, apesar das inUmeras pesquisas voltadas para o
controle desta enfermidade.

Além da sua importancia em saude publica, fatores como perdas de producao
leiteira, custos de tratamento dos casos clinicos, descarte e morte prematura dos
animais, somados aos prejuizos da industria por redu¢cao na qualidade e rendimento
na fabricagdo de derivados sao responsaveis pelo elevado impacto econémico das
mastites (OLIVEIRA et al., 2012). Freitas et al. (2005) afirmam que a elevada

ocorréncia e as perdas econbmicas decorrentes principalmente da diminuicdo da



producao lactea, fazem com que esta enfermidade seja considerada a mais
dispendiosa nas propriedades leiteiras.

No caso das formas clinicas, o diagnéstico é realizado pelo uso da caneca de
fundo preto ou telada onde visualizam - se as alteracbes macroscépicas do leite,
enquanto a mastite subclinica pode ser detectada através do California Mastitis Test
(CMT) e Contagem de Células Somaticas (CCS). Estes, juntamente com a
Contagem bacteriana total (CBT) s&o testes importantes que devem ser feitos pelo
menos uma vez por més (COSTA et al., 2000 & ANDRADE et al., 2000).

O CMT é um dos testes mais usuais para o diagnéstico da mastite subclinica,
sendo um indicador indireto da contagem de células somaticas no leite. Este
consiste na coleta de leite dos quartos mamarios, individualmente, em uma bandeja
apropriada, adicionando-se um detergente aniénico neutro, que atua rompendo a
membrana das células e liberando o material nucléico (DNA), que apresenta alta
viscosidade (NICKERSON, 1998).

As células somaticas sdo compostas basicamente por dois tipos de células
principais: células de descamacao do epitélio secretor e leucocitos de origem do
sangue, sendo que estas se apresentam com elevadas concentragdes nos casos de
mastite. A CCS é um teste rapido e facilmente obtido a fim de determinar a
qualidade do leite e avaliar a saude da glandula mamaria. A infeccao intramamaria é
o fator que mais afeta a CCS do leite. Quando os micro-organismos da mastite
invadem um quarto do ubere e comegcam a se multiplicar, ou quando o nimero de
micro-organismos aumenta significativamente em um quarto ja infectado, o
organismo direciona os leucécitos do sangue para o interior da glandula mamaria,
com intuito de combater a agresséo tecidual (BARBALHO & MOTA, 2001; GIANOLA
et al., 2004).

A Contagem Bacteriana Total (CBT), significa a contagem do numero de colbnias
presentes em dada amostra de leite, bem como a taxa de multiplicagdo microbiana
(CARVALHO et al.,, 1995). A determinacdo da contagem bacteriana no leite é
importante para a avaliagdo da higiene de ordenha, da saude dos animais e das

condi¢cdes de estocagem e transporte do leite cru, sendo uma importante ferramenta



no controle de qualidade do mesmo. Além disto, o leite com elevada contagem
bacteriana representa risco para a saude do consumidor pelo potencial de veicular
micro-organismos e toxinas microbianas (ALVES, 2006). Segundo Fonseca &
Santos (2000), a CBT do leite € dependente da concentragao bacteriana inicial e da
taxa de multiplicacdo dos micro-organismos, estando estas variaveis relacionadas
com higiene de ordenha, saude da glandula mamaria, limpeza dos utensilios e

equipamentos e qualidade da agua.

A substituicdo da Instrucdo Normativa 51 pela de numero 62, que entrou em vigor
em 1°de janeiro de 2012, veio com 0 objetivo de aumentar os prazos e limites de
Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem de Células Somaticas (CCS), para
que os produtores de leite bovino que ndo se encontravam nos padrdes da
normativa anterior tivessem mais tempo para se adequar. A Instrucdo Normativa
n°51 (BRASIL, 2002) preconizava os limites legais de CCS para o leite cru
refrigerado, estipulando diferentes prazos para as diversas regides do pais. O limite
inicial, que entrou em vigor em julho de 2005 nas Regides Sul, Sudeste e Centro
Oeste era de 1.000.000 céls./mL. Os valores maximos propostos foram reduzidos
para 750.000 céls./mL em 2008, nas regides citadas. Em 2011, para todas as

regides do pais, o padrdo oficial passou a ser 400.000 céls./mL.

A etiologia da mastite € complexa e multivariada o que torna necessaria a
identificacdo dos micro-organismos que causam a infeccdo da glandula mamaria,
tanto para o controle e prevencdo, quanto para o monitoramento de rebanhos
(RIBEIRO et al., 2003; DIAS, 2007). Além de causar prejuizos econdmicos para
produtores de leite e industrias de laticinios, os micro-organismos envolvidos na
etiologia da mastite podem causar importantes doengas no homem, como
intoxicacao estafilococica, listeriose, campilobacteriose, dentre outras (PHILPOT &
NICKERSON, 1991).

O exame microbiolégico é considerado o método padrdo para determinacdo da
saude do ubere e para o diagnéstico da mastite, sendo que o seu principal objetivo é
oferecer resultados rapidos e seguros ao veterinario, para que ele possa identificar
os problemas do rebanho. Além disso, andlises microbiolégicas sdo complementares

e indispensaveis em um programa de controle desta enfermidade, por possibilitarem



o isolamento e a identificacdo do seu agente etiolégico (BUSATO et al., 2000; DIAS,
2007). Desse modo, medidas especificas de controle direcionadas para o ambiente,
ou para a higiene da ordenha, podem ser indicadas de acordo com o padrao de
infecgao encontrado (FERNANDES et al., 2005).

As bufalas sdo consideradas menos susceptiveis a mastite do que as vacas,
embora os micro-organismos envolvidos na infeccdo sejam semelhantes (LAU,
1994). A susceptibilidade das bufalas em relacdo a mastite é muito reduzida quando
comparada a vaca, possivelmente devido a espessura da camada do epitélio e
queratina, melhor organizacdo da musculatura do esfincter do teto (SAINI et al.,
1994; OLIVEIRA et al., 2007), além do tipo de células e grau de atividade celular
intramamaria (DELLA LIBERA et al., 2004), maior atividade da enzima
lactoperoxidase e maior concentracao de lactoferrina no leite (BATHIA et al., 1994;
KAPRONEZAI, 2004). No entanto o habito da espécie de adentrar em terrenos
alagadicos pode favorecer a infeccdo mamaria por micro-organismos ambientais,

particularmente fungos, enterobactérias e algas (RIBEIRO et al., 2003).

As perdas econbmicas devido a mastite bubalina sdo elevadas e usualmente
ocorre reduzindo a producédo de leite e aumentando os custos com tratamento e
honorarios veterinarios, além do descarte do leite contaminado (HAMZA &
CHOUDHURI, 1994; SINGH & SINGH, 1994).

Convém lembrar que a qualidade da matéria prima € essencial para a fabricacao
de um bom produto e apesar do leite bubalino possuir uma qualidade superior em
relacéo ao leite de vaca, com derivados feitos com leite de bufala ndo € diferente,
pois um leite com baixas contagens microbioldgicas e baixa contagem de células
somaticas garante uma produto de melhor qualidade, refletindo na maior
aceitabilidade pelo consumidor, durabilidade do produto e, por fim, maior rendimento
industrial. Em contrapartida, o leite com elevada contagem de células somaticas tem
reflexo negativo no rendimento dos derivados do leite, além da durabilidade e as

caracteristicas sensoriais ficarem prejudicadas (TEIXEIRA et al., 2005).

Os micro-organismos envolvidos na ocorréncia de mastite sdo classificados, com

base nas fontes de infeccao e vias de transmissao, em contagiosos e ambientais. A



maior frequéncia de mastite em animais de producdo esta relacionada aos micro-
organismos  contagiosos, representados  principalmente  pelos  géneros
Staphylococcus (S. aureus), Streptococcus (S. agalactiae) e Corynebacterium (C.
bovis). Dentre os ambientais, assumem importancia as enterobactérias (Escherichia
colii Klebsiella pneumoniae e Enterobacter aerogenes), Nocardia spp.,
Pseudomonas aeruginosa, algas (Prototheca zopfii), fungos e leveduras (SILVA et
al., 2000).

Dentro do grupo de coliformes fecais, a E. coli € a melhor indicadora de
contaminagdo fecal direta ou indireta conhecida até o momento, nas fezes humanas
e de animais, cerca de 95% dos coliformes existentes sdo Escherichia coli (SILVA et
al., 2000; HAUDENWURCEL et al.,, 2002). A presenca desta bactéria tem um
significado importante, uma vez que existem linhagens patogénicas, com base nos
fatores de viruléncia, manifestacdes clinicas e epidemiol6gicas para o homem e
animais (FRANCO & LANFGRAF, 1996). Quanto as intoxicagcbes alimentares de
origem fungica, sabe-se que algumas espécies de bolores produzem determinados

metabdlicos tdxicos, designados por micotoxinas, os quais sao prejudiciais a saude.

Embora a mastite possa ser causada por inUmeros micro-organismos o0s
Staphylococcus séo reconhecidos como sendo os agentes etioldgicos isolados com
maior frequéncia em varios paises do mundo, destacando-se entre eles o
Staphylococcus aureus, um coco Gram-positivo, coagulase positivo, beta-hemolitico
e classificado como um micro-organismo meséfilo. Apresenta crescimento em
temperaturas entre 7,0°C e 47,5°C, patégeno das mastites classificadas como
contagiosas, sendo considerado o principal agente responsavel pela intoxicacao
estafilocécica pela ingestdo de alimentos que apresentam a toxina pré-formada (SA
et al., 2004).

As enterotoxinas estafilococicas (A, B, C, D e E), sdo imunologicamente distintas,
produzidas entre 10°C e 46°C, as taxas de isolamento s&o variaveis de acordo com
diferentes autores, entretanto, tem sido considerada como de maior significado nas
infeccdes intramamarias (FRANCO & LANDGRAF, 1996). Quanto a sua participacao
nas mastites, sejam clinicas ou subclinicas, encontraram-na em 23,5% e 76,5% dos
casos, respectivamente (SILVA et al., 2000; HAJIDENWURCEL et al., 2002).



Segundo Guedes et al. (2007) a partir de elementos que passam do sangue para
as células especializadas da glandula durante o processo de lactacdo na glandula
mamaria, podem passar também medicamentos ou drogas veterindrias que foram
administrados para o controle de alguma doencga. Dessa forma, no leite é possivel
que estejam presentes residuos de substancias administradas aos animais ou
usadas no ambiente da fazenda, tais como, antibacterianos, antiparasitarios,
desinfetantes, detergentes e herbicidas (BRITO et al., 2001).

Um fato agravante da presenca destas substancias no leite € que a maior parte é
resistente a pasteurizagdo, entre as quais algumas nao sao inativadas mesmo
quando submetidas a temperaturas acima de 100°C (HOTTA, 2003). Brito (2006)
afirma que a pasteurizagdo e a esterilizagdo comercial (UHT) n&o inativam os

antimicrobianos supostamente presentes no leite.

Os antibidticos tém sido bastante utilizados nas fazendas e até em muitos casos,
de maneira indiscriminada, seja para fins terapéuticos, principalmente visando a cura
de mastites, ou ainda incorporados a alimentacéo animal como suplemento dietético.
A presenca de residuos de antimicrobianos representa a principal contaminacao
quimica em leite e produtos lacteos. Desta forma, além dos altos custos com o
tratamento ha uma preocupacado crescente com a presenca de residuos de
antibiéticos no leite gerando uma busca de métodos alternativos para a abordagem
classica dos antibiéticos (COSTA et al., 1996).

A persisténcia de residuos de antimicrobianos no leite varia com o produto e
depende de varios fatores como por exemplo, dose e via de administracéao,
excipiente utilizado e a solubilidade, entre outros. Antibiéticos do grupo dos
betalactamicos, principalmente a penicilina, sdo os mais utilizados no tratamento da
mastite, em virtude dos efeitos bactericidas e bacteriostaticos sobre um amplo
espectro de bactérias gram-positivas e negativas sendo assim 0s mais
frequentemente detectados no leite (COSTA, 2006; NERO et al., 2007).

O desenvolvimento de reagbes alérgicas ou tdxicas, além de resisténcia
bacteriana nos individuos que ingerem o leite contaminado com residuos de

antibiéticos tém sido motivo de grande preocupagdo com relagdo aos riscos



oferecidos aos consumidores. De acordo com Fonseca e Santos (2000) cercade 5 a
10% da populagdo é hipersensivel a penicilina e apresentam reagdes alérgicas.
Sendo assim, trata-se de um problema de saude publica que merece consideragao
especial, pois os efeitos tdxicos de residuos de antibidtico no leite a saude humana
favorecem o desenvolvimento de formas de resisténcia de micro-organismos
patogénicos (BRITO, 2006).

Segundo Biacchi et al. (2004) e Nunes et al. (2007) dentre os problemas gerados
pela existéncia de residuos de antibibticos no leite estdo: o aparecimento de cepas
bacterianas resistentes devido a utilizacdo inadequada, ocorréncia de reacdes
alérgicas, repercussdes em nivel de tecnologia de alimentos e, consequéncias

econbmicas para os produtores.

Para a industria o principal problema ocasionado por residuos de antibiéticos € a
interferéncia no crescimento das culturas iniciadoras durante a elaboragcdo de
queijos e leites fermentados, alterando os fatores de qualidade e impedindo a
manutencao do padréo de identidade e qualidade dos produtos (FAGUNDES, 1997).
Portanto, a presenca de antibiéticos no leite, mesmo em pequenas quantidades
pode gerar perdas na producdo de derivados lacteos, causando prejuizos
econdmicos a industria (BRITO, 2005).

Existem varios kits comerciais disponiveis para a pesquisa de residuos de
antimicrobianos em leite e sdo, na sua maioria, qualitativos ou semi-quantitativos,
sendo mais conhecidos como testes de triagem. No Brasil, a Instrucdo Normativa n®.
62, de 29 de dezembro de 2011, exige a pesquisa periddica de antibidticos em leite,
cuja responsabilidade é das industrias e, afirma ainda que, andlises devem ser
realizadas somente por laboratérios oficiais ou credenciados no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento- MAPA.

Verifica-se na atualidade que apesar da disponibilidade de véarios antimicrobianos
para tratamento da mastite, o problema de resisténcia dos micro-organismos a estes
se acentuou pelo uso indiscriminado e inadequado, particularmente no Brasil
(COSTA, 1996).



Como consequéncia, tanto as drogas consideradas classicas no arsenal
terapéutico, como aquelas de introdugdo recente no comércio, vem se tornando
ineficientes. Neste sentido, este quadro tende a se agravar, principalmente nos
casos de patdgenos, que tanto infectam animais como humanos. Mesmo quando
estes ndo sdo coincidentes, sempre ha possibilidade de transferéncia dessa
resisténcia entre bactérias, inclusive em espécies diferentes. O insucesso de um
tratamento também pode relacionar-se a capacidade de sobrevivéncia intracelular
de algumas bactérias e também a alteragbes anatomopatoldgicas induzidas por

certas infec¢des impedindo o acesso do medicamento no foco (BARRAGY, 1994).

Estudos apontam para um aumento no padrao de resisténcia principalmente dos
Staphylococcus sp., este fato tém contribuido para a selecdo de bactérias
resistentes a antibidticos, o que torna cada vez mais imprescindivel que a escolha
do medicamento a ser utilizado seja baseada no conhecimento do perfil de
sensibilidade das cepas isoladas frente aos antimicrobianos (ANDRADE et al., 2000,
COSTA, 2006).

Apesar do crescente interesse pela criacdo de bufalos no Brasil, fato que tem
proporcionado uma maior utilizagcdo do leite das fémeas dessa espécie, sdo poucas
as informagdes disponiveis sobre a mastite em bubalinos. No Estado do Maranhao
ndo ha estudos sobre a prevaléncia de mastites clinica e subclinica no rebanho
bubalino leiteiro. Diante do exposto e considerando a escassez de informacdes
sobre a qualidade do leite de bufalas; o potencial que o estado tem para a
bubalinocultura leiteira e ainda, a importancia da qualidade do leite para a saude

humana, é que se propds a realizacao deste trabalho, com os seguintes objetivos:

» Diagnosticar mastites clinica e subclinica no Estado do Maranh&o através dos
testes da caneca telada e CMT;

» Pesquisar os micro-organismos causadores de mastite bubalina;

» Realizar a Contagem Bacteriana Total (CBT);

» Quantificar células somaticas, Staphylococcus sp., Bolores e leveduras nas
amostras de leite confirmadas com mastite;



» Detectar residuos de antimicrobianos nas amostras de leite in natura,
utilizando os testes Delvotest SP-NT; Eclipse 50 e Twinsensor — BT 20;

» Avaliar a sensibilidade de cepas de Staphylococcus sp. isolados das
amostras de leite frente aos antimicrobianos comumente usados no
tratamento das doencas do rebanho leiteiro;

» Orientar os ordenhadores sobre boas praticas na producao leiteira;

» Elaborar um Manual de Boas Praticas na producao de leite com énfase em
higiene e qualidade da ordenha.
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MASTITE EM BUFALAS LEITEIRAS DA BAIXADA MARANHENSE:
FREQUENCIA, ETIOLOGIA E CONTAGEM DE CELULAS

SOMATICAS (CCS)
RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a frequéncia, a contagem de células sométicas (CCS) e a
etiologia da mastite em rebanhos bubalinos da Baixada Maranhense. Foram avaliados 1.204 quartos
mamadrios de bufalas leiteiras pertencentes a dez propriedades situadas em municipios da Baixada
Maranhense. Amostras de leite de animais positivos nos testes da caneca telada e California Mastitis
Test (CMT) foram submetidas as andlises microbioldgicas. A Contagem de células Somdticas foi
realizada através do equipamento eletronico DeLLaval Cell Counter®, para Contagem Bacteriana
Total (CBT), determinacio de Staphylococcus sp. e bolores e leveduras foram utilizados os meios
Agar Padrio para Contagem (PCA), Agar Baird-Parker ¢ Agar Sabourad, respectivamente. Para
identificagdio bacteriana foram utilizados os meios Agar sangue enriquecido com 5% de sangue ovino
e Agar MacConkey e observadas as caracteristicas morfolégicas das coldnias além das caracteristicas
morfotintorias a técnica do Gram e provas bioquimicas. Dentre as amostras positivas no exame
microbiolégico, isolaram-se Staphylococcus sp. (93,54%), seguido de Corynebacterium sp. (41,93%),
Enterobactérias (38,70%), Streptococcos sp. (32,25%) e E. coli (32,25%). Dos isolados de
Staphylococcus sp. obteve-se Staphylococcus coagulase positivo (SCP) em 15 amostras (48,38%),
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) em 22 (67,74%) amostras e Staphylococcus aureus em 13
amostras (16%). As propriedades leiteiras visitadas ndo apresentavam condi¢des adequadas de higiene
para a atividade.

Palavras-chave: leite bubalino; qualidade; seguranca alimentar

MASTITIS IN DAIRY BUFFALOES OF BAIXADA MARANHENSE: FREQUENCY, ETIOLOGY
AND SOMATIC CELL COUNT (CCS)

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the frequency, somatic cell count (SCC) and etiology of mastitis
in buffalo herds of low lands. 1204/4 were evaluated breast dairy buffaloes belonging to ten
properties located in cities of low lands. Samples from animals positive test mug screened and
California Mastitis Test (CMT) were subjected to microbiological analyzes. The Somatic cell
count was performed using electronic equipment DeLaval Cell Counter ® for Total Bacterial
Count (TBC), determination of Staphylococcus sp. and yeasts and molds were used for
Standard Count Agar (PCA), Baird-Parker Agar and Agar Sabourad respectively. To identify
bacterial media were tested blood agar enriched with 5% sheep blood and MacConkey Agar
and observed the morphological characteristics of the colonies beyond morfotintorias the
Gram technique and biochemical tests. Among the positive samples in microbiological
examination, isolated Staphylococcus sp. (93.54%), followed by Corynebacterium sp.
(41.93%), Enterobacteriaceae (38.70%), Streptococcus sp. (32.25%) and E. coli (32.25%). Of
Staphylococcus sp. obtained coagulase positive (SCP) in 15 samples (48.38%), coagulase-
negative Staphylococcus (SCN) 22 (67.74%) and Staphylococcus aureus samples in 13
samples (16%). The dairy farms visited had no adequate conditions of hygiene for the
activity.

Keywords: buffalo milk; quality; food safety



INTRODUCAO

A criacdo de bufalos no Brasil vem crescendo cerca de 12,7% ao ano, ocupando de forma
bastante satisfatéria os ambientes pouco favordveis aos bovinos. O rebanho bubalino
brasileiro atinge hoje cerca de 3,5 milhdes de animais, sendo que a finalidade principal da
criacdo de bufalos em algumas regides € a producao leiteira (BERNARDES, 2007).

O Estado do Maranhdo tem particularidades a favor da bubalinocultura, principalmente na
Baixada Ocidental Maranhense e Médio Mearim: clima propicio, abundancia de 4gua e um
solo que favorece pasto de qualidade. Em 27 municipios dessas duas regides, concentra-se a
maioria do rebanho bubalino do Estado, sendo que 18.589 cabecas estdo nos pastos de Viana,
municipio com maior rebanho do estado, segundo dados da Agéncia de Defesa Agropecudria
do Maranhdo (AGED). No Brasil a bubalinocultura leiteira é de grande importancia em
pequenas e médias propriedades rurais, garantindo a produtividade e a permanéncia
sustentdvel do homem na zona rural (AMARAL & ESCRIVAO, 2005; NASCIMENTO,
2006; CARVALHO et al., 2007).

De acordo com pesquisas realizadas (DUARTE, 2001; MACEDO et al., 2001; FARIAS et
al., 2002; ANDRIGHETTO, 2004; COELHO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2004; SILVA et
al., 2004), o leite de buifala apresenta elevado valor nutricional devido aos altos niveis de
nutrientes, podendo ser consumido tanto na forma in natura como na elaboracio de produtos
lacteos. A maior vantagem do leite bubalino, em relacdo ao leite de vaca, € a qualidade
nutricional, em funcido dos teores de proteina (3,91% a 4,55%), gordura (4,1% a 10,4%,
média de aproximadamente 7%) e minerais, € por ser mais concentrado, possuir menor teor de
dgua e mais matéria seca, apresenta aproveitamento industrial superior. A producdo anual de
leite de bifala ¢ de aproximadamente 92 milhdes de litros, com média didria de 7,3 litros
(BERNARDES, 2007; ROSA et al., 2007).

Mastite configura-se num processo de inflamacdo da glandula mamédria proveniente de
trauma ou lesdo do ubere, irritacdo quimica ou, sobretudo, infeccdo causada por micro-
organismos, especialmente por bactérias e possivelmente os fungos e leveduras, as algas e
mais raramente, os virus (LANGONI et al.,, 1995), sendo acompanhada pela reducdo de
secrecdo do leite e pelo comprometimento da qualidade do leite produzido (PEREIRA et al.,
2001; RIBEIRO et al., 2003; BARRETO et al., 2010). Possui epidemiologia abrangente,
etiologia variada e apresenta controle complexo na dependéncia dos agentes envolvidos e do
meio ambiente no qual os animais sdo criados (LANGONI & FONSECA, 1997). O grau de

inflamacdo pode variar desde a forma subclinica até as vdrias formas clinicas da doenca,



dependendo da gravidade com que o tubere reage a causa da irritacdo (PHILPOT &
NICKERSON, 1991), caracterizando-se por alteracdes quimica, fisica, patoldgica e
bacteriolégica do tecido glandular e do leite (LIMA JUNIOR, 1994).

A inflamacdo da glindula mamadria resulta em reducdo relevante na quantidade e em
mudancas na composicao do leite. Para os produtores, isto significa menor retorno financeiro
devido a diminuicdo da producdo. Para as industrias, significa numerosos problemas no
processamento, diminui¢do do rendimento, da qualidade e da estabilidade dos derivados do
leite, trazendo grandes impactos econdmicos negativos (ANDRADE et al., 2009; PHILPOT
& NICKERSON, 1991; PEREIRA et al., 2009), podendo ser considerada como um fator
limitante para a cadeia produtiva do leite. Segundo Figueiredo et al. (2010) a qualidade do
leite € o fator mais importante para o sucesso de sua industrializacdo e de seus derivados, pois
interessa tanto aos laticinios, gerando um aumento significativo no preco do leite, quanto aos
consumidores, que por sua vez, adquirem produtos de melhor qualidade.

O diagnéstico precoce da mastite desempenha papel fundamental na erradicacido da doenca,
sobretudo por sua forma subclinica, que passa despercebida entre os animais do rebanho
leiteiro. Os testes podem ser realizados no campo ou laboratério: os de campo sdo mais
simples e podem ser realizados diariamente antes da ordenha, destacando-se a caneca
telada e o CMT (California Mastitis Test). O CMT € um método indireto, que avalia a
quantidade de células somaticas do leite, sob a acdo de um detergente anidnico capaz de
romper a membrana celular; é um método de triagem barato, de facil execucdo e
interpretacao (RIBEIRO et al., 2008; ANDRADE et al., 2009).

Desempenhando forte influéncia negativa sobre a qualidade e quantidade do leite, a mastite
resulta no aumento na contagem de células somdticas (CCS), constituidas principalmente por
células de defesa, bacterianas e descamacdo do epitélio glandular (MULLER, 2002;
ANDRADE et al., 2009; HARTMANN et al., 2009). A qualidade microbioldgica do leite € de
extrema importancia para a producdo de derivados. Neste caso, as células somdticas e as
bactérias contaminantes tém grande influéncia sobre as caracteristicas organolépticas e sobre
o tempo de prateleira dos produtos derivados (MACHADO, 2008; ANDRADE et al., 2009).

A Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem de Células Somidticas (CCS), sdo
parametros que dependem da adocdo de praticas corretas de manejo, como a limpeza dos
equipamentos de ordenha e o controle de mastite (SANTOS & FONSECA, 2007), além de
serem critérios de qualidade do leite cru, j4 que a glandula maméria doente produz leite com
composi¢do alterada, o que resulta em leite fluido e produtos ldcteos de qualidade reduzida

(GIGANTE & COSTA, 2008).



Diferentes etiologias sdo responsdveis pela ocorréncia de mastite, desde agentes bioldgicos
de variada natureza até traumatismos e fatores relacionados ao manejo e a lactacio (KRUZE,
1998; SILVA et al., 2004). Entre os agentes bacterianos, os mais comumente isolados sdo o
Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Staphylococcus spp. e Escherichia coli (CORREA
& CORREA, 1982; FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004). O Staphylococcus aureus tem sido
apontado como o principal patégeno responsavel pela mastite, o qual produz toxinas
contribuindo para a patogénese da mastite e também exerce influéncia em doengas
alimentares, mesmo com leite pasteurizado, devido a producdo de enterotoxinas termo-
estdveis sendo, portanto, a espécie de maior relevincia para a indudstria leiteira e sadde
humana (VIANI & LAZARO, 2003; ZSCHOCK et al., 2004). Mota et al. (2012) afirmam que
0s micro-organismos de origem contagiosa sdao os mais prevalentes na etiologia da mastite,
entre esses, o género Staphylococcus destaca-se por possuir maior frequéncia em casos
clinicos e subclinicos da doenca.

A epidemiologia desta enfermidade estd vinculada a triade: animal (hospedeiro), agente
etioldgico e meio ambiente, fazendo desta uma enfermidade multifatorial (PRESTES et al.,
2002, OLIVEIRA et al., 2007). Os fatores de risco relacionados a esta infeccdo podem ser
individuais ou ambientais. Nos fatores individuais, estdo incluidos os mecanismos de defesa
do animal e a anatomia do teto e do ubere. Os ambientais estdo relacionados com o tipo de
clima da regido, limpeza das instalagdes, alimenta¢do e viruléncia dos micro-organismos
(WHIST et al., 2006).

A fase de ordenha constitui um dos pontos criticos de maior relevancia para os animais e
uma séria ameaca para a qualidade do leite (GERMANO & GERMANO, 2008). Virias
medidas devem ser tomadas durante o processo, para minimizar a transmissdo de agentes
mastitogénicos, € diminuir o nimero de micro-organismos que podem ser transferidos ao
leite, depreciando sua qualidade. A mao do ordenhador, as praticas de higiene e as lesdes nos
tetos sdo fatores importantes que expdem a superficie do dbere aos micro-organismos
patogénicos, sendo estes transmitidos de animais infectados para ndo infectados durante o
processo de ordenha (AMARAL et al., 2004).

Devido a sua prevaléncia, a mastite vem recebendo maior atencdo por parte dos principais
grupos de pesquisa do pais. As freqiiéncias de mastite clinica e subclinica sio parametros
consagrados na avalia¢do da sanidade da glandula mamaria. Logo, constituem os primeiros a
serem considerados para a implantacdo de um programa de controle de qualidade. Ressalta-se
que andlises microbioldgicas sdo complementares e indispensdveis em um programa de

controle desta enfermidade, por possibilitarem o isolamento e a identificacdo do seu agente



etiolégico (BRADLEY, 2002; PERDESEN et al., 2003). Um dos importantes aspectos
avaliados no leite € a qualidade microbioldgica. Nesta andlise, a sua populagdo microbiana €
contada ou estimada e usada como parametro para se avaliar a satide do ubere, bem como os
cuidados higiénicos relacionados as etapas de obtencao, transporte e armazenamento do leite.

Os dados encontrados a respeito da mastite bubalina sdo muito variados, o que é normal
considerando-se os diversos fatores que atuam sobre a mesma. Dessa forma, quando se
observa a freqiiéncia e etiologia da doenca informada por diferentes autores nota-se a
necessidade de realizar trabalhos que promovam o conhecimento da doencga, com vistas a
divulgacdo e adogdo de padrdes para efetivacdo do controle de qualidade do leite de bufalas
(ANDRIGUETTO, 2004; CARVALHO et al., 2007).

Apesar do valor nutritivo e rendimento industrial do leite de bufalas superarem o leite de
vacas e ainda do crescimento da explora¢do no pais, pouco se tem feito para regulamentacao
de normas de padrao de identidade e qualidade desse leite. Pouco se sabe da frequéncia de
mastite clinica e subclinica em bubalinos no pais. No Estado do Maranhao ndo ha estudos
sobre a prevaléncia e etiologia desta enfermidade, e ndo hd um programa de controle de
qualidade do leite bubalino apesar das condi¢des satisfatérias que a Regido oferece para a
bubalinocultura leiteira. Com base no exposto, este estudo teve como objetivo verificar a
frequéncia, contagem de células somaticas e a etiologia da mastite bubalina no Estado do
Maranh@o com o intuito de auxiliar na implementacio de medidas de controle e tratamento

dessa enfermidade em rebanhos da Baixada Maranhense.

MATERIAL E METODOS

Caracteristicas das propriedades e populaciao bubalina

Visando obter um perfil das condi¢des higi€nico-sanitdrias das propriedades estudadas foi
aplicado um questiondrio junto aos proprietdrios contendo 25 perguntas relacionadas a
propriedade, a producdo de leite, ao manejo de ordenha, a sala de ordenha e ao ordenhador
(Apéndice A).

Para o presente estudo foram utilizadas bufalas leiteiras de dez propriedades aleatoriamente
amostradas com producdo didria de até 50 litros de leite (pequenas propriedades) e produgdo
de 100 a 200 litros (médias propriedades), pertencentes aos municipios de Vitéria do Mearim,
Viana, Arari, Cajari e Matinha da Regido da Baixada, estado do Maranhao. Os rebanhos eram

compostos por bifalas primiparas e multiparas, em periodo médio de lactagdo. Em todas as



propriedades a ordenha era realizada manualmente, uma vez ao dia, sendo utilizado o sistema
de “balde ao pé”. A populagdo bubalina era constituida por animais da raga Murrah e mestigos

de Murrah, criadas em sistema semi-intensivo ou extensivo.

Selecao dos animais, Teste da caneca telada e California Mastitis Test (CMT)

Foram submetidas 304 bufalas leiteiras a um exame clinico geral da glandula mamaria.
Apods a lavagem dos tetos com dgua corrente e secagem com papel toalha foram desprezados
os trés primeiros jatos de leite, para a realizacdo do teste da caneca telada e deteccido de
mastite clinica e posteriormente o California Mastitis Test (CMT), para a deteccio de mastite
subclinica. A interpretacdo foi feita de acordo com classificagdo de cada quarto mamério em
escores de 0 a 4: 0 (negativo); 1 (tracos), 2 (1 +, fracamente positivo), 3 (2+, positivo), 4 (3+,
fortemente positivo) (PHILPOT & NICKERSON, 1991). Amostras de leite procedentes de
quartos mamadrios acometidos por mastite clinica ou subclinica foram coletadas e submetidas
a provas microbioldgicas. Realizou-se as coletas apds a lavagem dos tetos com dgua e
desinfeccdo com dlcool 70%, acondicionando-se aproximadamente 5 mL de leite em vidros
de tampa rosqueada previamente esterilizados, individualmente identificados quanto ao
nimero do animal e ao quarto coletado. Em seguida, as amostras foram transportadas em
caixas de material isotérmico contendo gelo reutilizdvel ao Laboratério de Microbiologia de

Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranhio (UEMA), Campus Sio Luis - MA.

Analises Laboratoriais

Contagem de Células Somaticas (CCS), Contagem Bacteriana Total (CBT) e

Determinacao de Staphylococcus sp. e bolores e leveduras

Para a contagem de células somadticas foi utilizado um contador de Células Sométicas
Eletronico DeLaval Cell Counter® (DCC), conforme recomendacdo do fabricante. A
Contagem Bacteriana Total (CBT) foi realizada pelo plaqueamento em profundidade, onde se
utilizou a diluicdo seriada até 10~. Adicionou-se 1 mL de cada diluicio em placas de Petri e
inverteu-se o meio Agar Padrdo para Contagem (PCA) e colocadas em estufa a 35°C/48h. A
contagem foi realizada em um contador de coldnias e o resultado expresso em UFC/mL de
leite (SILVA et al., 2007). Os bolores e leveduras foram determinados adicionando-se, em

cada placa de Agar Sabourad, 1 mL de cada diluigdo (107, 107, 10™), pelo plaqueamento em



profundidade, e inverteu-se o meio de cultura. Em seguida, colocadas em BOD a 28°C por 5
dias, realizando a contagem através de contagem direta em placas. Os resultados foram
expressos em UFC/mL da amostra (SILVA et al.,, 2007). Para a determinacdo de
Staphylococcus sp., inoculou-se 0,1 mL das dilui¢des 10", 10” e 10” nas placas de Agar
Baird-Parker (BP) e incubadas a 35 - 37°C/48h. Apés a incubacdo, realizou-se a contagem das

coldnias tipicas, e os resultados foram expressos em UFC/mL.

Isolamento e identificacao das bactérias

A semeadura das amostras foi realizada com a utilizagio em placas de Petri contendo Agar-
sangue (5% de sangue desfibrinado de ovino) e em meio de Agar MacConkey, as placas
foram incubadas a 37°C, e a leitura realizada 24, 48, 72 horas. Procedeu-se a identificacdo dos
micro-organismos isolados conforme suas caracteristicas coloniais e morfotintoriais,
producdo de hemolise e repique para meio de caldo cérebro-coracdo (BHI) e Soja Tripticase
(TSA) para realizacdo das provas Taxondmicas por meio de provas bioquimicas segundo a
chave identificacio proposta por Quinn et al. (1994) e Carter et al. (1990). Apods a
identificacdo parcial no Agar MacConkey, col6nias tipicas de E. coli foram incubadas em
tubos contendo Agar Triplice Acticar Ferro (TSI) e a espécie confirmada nas seguintes provas
bioquimicas: teste de citrato, teste de indol, teste VM-VP (vermelho de metila e Voges-
Proskauer) (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992). Para a identificacdo dos isolados
de Staphylococcus spp. foram realizadas provas bioquimicas como produgdo de catalase,
coagulase livre e DNase segundo Silva et al. (2007). As provas de producdo de acetoina,
fermentacao da maltose e trealose (anerobiose) e do manitol (aerobiose e anaerobiose) foram
realizadas de acordo com Mac Faddin (1980). Os isolados foram classificados em
Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e

Staphylococcus coagulase negativo (SCN) de acordo com Baird-Parker (1990).
Analise Estatistica
A andlise estatistica utilizada foi do tipo descritiva, através do calculo da freqiiéncia

absoluta e relativa e parametros de média e proporc¢ao, utilizando tabelas que representam a

relacdo entre os micro-organismos isolados e o numero de isolamentos (TANAKA, 2000).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 304 bifalas examinadas neste estudo, 1.204 quartos mamadrios foram avaliados
(seis animais apresentavam tetos atrofiados). Apenas 1 (0,09%) quarto maméario apresentou
leve alteracdo no teste da caneca telada, indicando mastite clinica e 31 (2,57%) quartos
mamadrios apresentaram positividade ao CMT (Tabela 1). Resultado semelhante foi obtido
por Kapronezai et al. (2005), ao avaliarem o leite de fémeas bubalinas pertencentes a
rebanhos do Estado de Sdo Paulo, onde obtiveram 1 (0,04%) amostra positiva e 261 (99,6%)
amostras negativas no teste da caneca telada, enquanto no CMT, 231 (88,2%) amostras

apresentaram reacao negativa e 31(11,8%) reacao positiva.

Tabela 1. Resultado dos testes caneca telada, CMT e isolamento bacteriano em amostras de

leite de bufalas da Baixada Maranhense.

CANECA TELADA CMT ISOLAMENTO
BACTERIANO
N % N %o n %
POSITIVO 1 0,09 31 2,57 30 96,77
NEGATIVO 1.203 99,91 1.173 97,42 1 3,22
TOTAL 1.204 100 1.204 100 31 100

N: nimero de quartos mamadrios avaliados; n: nimero de amostras de leite analisadas; %: Percentual

Segundo Silva & Silva (1994) as bufalas sao mais resistentes as infec¢cdes mamarias do que
os bovinos, e apresentam diferencas quantitativas e qualitativas na celularidade do leite. e
Mesquita et al. (2001) e Carvalho et al. (2007) afirmam que a alta porcentagem de quartos
mamarios negativos no teste de CMT e a baixa contagem de células somdticas nas amostras
de leite bubalino podem estar relacionadas com caracteristicas anatomicas dos quartos
mamadrios das bufalas, que funcionam como barreira mais eficiente contra as infecc¢des,
imunidade da glandula mamadria e maior concentragdo de lactoferrina no leite, substancia
antibacteriana que compete com as bactérias pelo ferro, tornando-o indisponivel e impedindo
seu crescimento bacteriano.

Segundo Amaral & Escrivdo (2005), estudos bioquimicos anteriores ja verificaram que a
camada de queratina do ducto papilar presente no canal do teto das buifalas é mais espessa se
comparada a outras espécies e apresentam substancias lipidicas com atividade bactericida e
bacteriostatica, além de proteinas cationicas prevenindo a multiplicacio e movimentacao
fisica das bactérias através do ducto papilar. A epiderme do teto destes animais apresenta

maior quantidade do pigmento melanina, conferindo melhor protecdo contra irritacdes e



injurias ambientais € a musculatura € mais espessa e organizada, mais rica em vasos
sanguineos e fibras nervosas, conferindo maior resisténcia a infeccdes (CARVALHO et al.,
2007).

Das 31 amostras de leite analisadas, observou-se que 30 (96,77%) apresentaram
crescimento bacteriano, enquanto apenas 1 (3,22%) mostrou-se negativa (Tabela 1). Esta
cultura negativa pode estar relacionada, provavelmente, a mastite asséptica ou tratar-se de
micro-organismos que exigem condi¢des especiais de meios de cultura para o seu isolamento,
tempo de incubacdo adequado e, também, das caracteristicas metabdlicas, além da baixa
concentracdo e localizacdo intracelular de determinados patégenos e da presenca de
substincias inibitérias no leite (LANGONI, 1995; SILVA et al., 2010). Em um estudo
realizado por Oliveira et al. (2009) em rebanhos de bovinos leiteiros nos Tabuleiros Costeiros
de Sergipe, foi observada uma frequéncia de 60,8% de amostras positivas submetidas ao
microbiolégico.

Ainda nao ha um padrao de qualidade para o leite bubalino. Todavia, a média de CCS neste
leite, varia entre 63 e 126,5 mil cél./mL, segundo estudos realizados (CERON-MUNOZ et al.,
2002; JORGE et al., 2005). Tendo como base a Instru¢ao Normativa N°62 de 2011 do MAPA
que trata de padrdes microbioldgicos para leite bovino, das 31 amostras analisadas neste
trabalho, 9 (29,03%) estavam dentro do padrdo para contagem de células somadticas (até
400.000 cél./mL) com valores que variaram de 16.000 a 380.000 cél./mL, enquanto 22
(70,97%) apresentaram valores fora do padrdo, variando entre 420.000 e 4.141.000 cél./mL.
Essa informacao € de suma importancia para a bubalinocultura leiteira no Brasil ja que o leite
bubalino € destinado na sua totalidade para a producgdo de leite e derivados (ANDRIGUETO,
2004) e especialmente para a Regido da Baixada Maranhense, servindo como um bom
incentivo para programas de controle de qualidade do leite e investimentos na criacdo de
bubalinos no estado.

Amaral (2005) ao analisar o leite de bufalas na Regido do Alto do Sdo Francisco-MG
encontrou média de 24.000 cél./mL, enquanto neste estudo obteve-se média para a CCS de
976.129 cél./mL. Altas CCS reduzem o rendimento dos queijos e derivados pela reducio dos
teores de proteina, gordura e solidos totais, alem de provocar a rancidez e alterar o aroma e a
textura e representa significativas perdas em producdo, devido a formagdo de tecido cicatricial
na regido alveolar, em substituicdo ao epitélio secretor da glandula mamaria (BLOWEY &
EDMONDSON, 1999; GODKIN, 2000; JORGE et al., 2005).

Em virtude de sua facil execucdo e interpretacdo, o CMT tem sido foco de muitos estudos,

nos quais o principal objetivo € determinar o escore que melhor reflita a quantidade de células



somaticas existentes no leite (WINTER & BAUMGARTNER, 1999; JORGE et al., 2005).
Foi possivel observar que a relacdo entre o escore 1 e o valor médio obtido foi de 141,11 (x
1000 células/mL), para os escores 2, 3, 4, os valores foram 777,57; 1650,50 e 2875,50 (x
1000 células/mL) respectivamente. Para as diferentes reagcdes do CMT, Silva et al. (2001)
obtiveram as médias celulares de 45, 108, 112 (x1000 células/mL) para os escores 1, 2 e 3,
respectivamente. O escore de células somadticas facilita a interpretacdo dos resultados,

representando a distribuicdo das observagdes como mostra a figura 1.
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Figura 1. Distribui¢do de porcentagem de células somdticas em leite de bufalas
da Baixada Maranhense, nos diferentes escores em que: escore 1
(tracos)=16.000 a 380.000 cél./mL; escore 2 (fracamente positivo)=420.000 a
1.025.000 cél./mL; escore 3 (positivo)=1.322.000 a 1.961.000 cél./mL; escore 4
(fortemente positivo)=2.292.000 a 4.141.000 c€l. /mL.

A presenca de bactérias aerdbias mesofilas foi detectada em 29 (93,5%) amostras. A
contagem variou de 2,0 x 10 a 12 x 10* UFC/mL. Observa-se na Tabela 2, que apenas 7
(25,58%) amostras apresentaram resultados iguais ou superiores a 10* UFC/mL para bactérias
mesoéfilas, 24 amostras encontravam-se dentro do padrdo estabelecido para leite bovino de 1 x
10* UFC/mL. O leite de bufalas da Baixada Maranhense apresentou uma boa qualidade com
relacdo a contagem bacteriana total, o que favorece a produgdo de derivados do leite. Vianni
& LAZARO (2003) avaliando a qualidade microbiolégica do leite in natura proveniente de
rebanhos bubalinos do estado do Rio de Janeiro, encontraram valor médio de 7,6 x 10*
UFC/mL para bactérias mesofilas aerébias provenientes de quartos mamadrios individuais.

O leite com alta contagem microbiolégica altera a coagulacio da massa e
conseqiientemente a textura de derivados do leite. Essa alteracdo se reflete diretamente no
rendimento da producdo, que apresentard onerosa diminui¢do (TEIXEIRA et al., 2005). A
durabilidade e as caracteristicas organolépticas (como o sabor) do queijo também ficam
prejudicados, fazendo com que o consumidor ndo seja fiel ao produto. Cunha Neto (2003)

relata que contagens bacterianas elevadas, acima de 1,0 x 10’ UFC/mL, podem causar sérios



prejuizos durante o processamento do leite, sobretudo no rendimento de obten¢dao do queijo

tipo mozzarella.

Tabela 2. Nimero de amostras positivas de leite de bufala, por faixa de contagem de UFC/mL de Bactérias

aer6bias mesoéfilas, bolores e leveduras e Staphyloccoccus sp., 2013.

Faixas de contagens (UFC/mL)
>10 >10° >10° >10°
Determinacoes
N % N %o N % N %o
ectiiem ao e | 2 645 9 31,03 11 35,48 7 25,58
mesofilas
5 16,12 10 32,25 _ _ 1 3,22
Bolores e leveduras
7 22,50 7 22,58 10 32,25 5 19,23
Staphylococcus sp.

UFC = Unidade Formadora de Col6nias/ N=nimero de amostras positivas.

Houve crescimento de bolores e leveduras em 16 do total de 31 amostras analisadas. Em

apenas 1 (3,22%) das amostras o valor superou 10* UFC/mL como mostra a tabela 2. Os
valores obtidos variaram de 1,0 x 10 a 1,9 x 10* UFC/mL. Por n#o existir um limite maximo
tolerado na Legislacdo Brasileira, ndo se pode dizer que estas amostras nido estdo aptas a
serem consumidas, apenas que as condi¢Oes de sua obten¢do e armazenamento nao estiveram
adequadas, representando condi¢des higiénico-sanitdrias precarias (DEL PRATO, 2001;
GERMANO & GERMANO, 2008).
Alguns animais aparentemente sadios apresentam fungos localizados nas tetas que sdo
responsaveis pela causa posterior de mastites subclinicas e disseminag¢do do agente a outros
animais no rebanho, atuando como reservatério em potencial, gerando a possibilidade de
infeccdo humana. A grande influéncia no aparecimento destes fungos colonizando a glandula
mamadria deve-se também ao ambiente onde se encontram as bufalas, geralmente ambientes
umidos e alagadicos que propiciam o aparecimento destes (OLIVEIRA et al., 2007). Estes
micro-organismos nos alimentos podem causar alteracdes de sabores e odores durante sua
multiplicacdo, ou mesmo altera¢des de cor em funcdo da producio de pigmentos (BUZI et
al., 2009).

Na contagem de Staphylococcus sp. variou entre 2,0 x 10 e 2,7 x 10* UFC/mL, a RDC n°

12 de 02/01/2001 diz que, para este micro-organismo, o limite de contagem é até 10’



UFC/mL do produto. Contudo, para causar intoxica¢do alimentar este precisa estar acima de
10° UFC/mL (FRANCO & LANDGRAF, 2008). Mesquita et al., (2001), ao analisarem
amostras de leite oriundas da cidade de Pelotas-RS, encontraram contagens maiores que a do
presente estudo, onde foi identificado entre 10° ¢ 10° UFC/mL, enquanto amostras analisadas
por Figueiredo et al., (2010) ultrapassou o valor de 10* UFC/mL.

As amostras apresentaram contaminac¢do por diversos patégenos da mastite. Quanto a
frequéncia e os agentes etiologicos isolados das amostras positivas ao CMT e caneca telada
(Figura 2), verifica-se que dentre os micro-organismos encontrados, prevaleceu os
Staphylococcus sp. (93,54%), seguido de Corynebacterium sp. (41,93%), Enterobactérias
(38,70%), Streptococcus sp. (32,25%) e E. coli (32,25%). Estes achados indicam que a
mastite tem etiologia variada e multipla, corroborando com os resultados encontrados por
Kapronezai et al. (2004) em pesquisa realizada no estado de Sao Paulo, em que a freqiiéncia
de isolamento de Corynebacterium sp. (11,8%) e Staphylococcus sp. (7,25%) foi maior do
que a dos outros agentes encontrados em leite bubalino. Enquanto Langoni et al. (2001),
verificaram que o agente isolado com maior freqiiéncia, foi o Corynebacterium bovis (31,3%)
seguido pelo Staphylococcus epidermidis (30,1%) e Streptococcus agalactiae (26,5%), se
assemelhando aos resultados obtidos por Martins et al. (2010), que em estudo de rebanho
bovino da microrregido de Cuiabd-MT, obtiveram os seguintes resultados: Corynebacterium
spp- (27,60%), Staphylococcus aureus (21,51%), Streptococcus sp. (0,36%), E. coli (0,36%),

dentre outros micro-organismos, isolados de manifestagdes subclinicas.
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Figura 2. Frequéncia dos agentes etioldgicos isolados das amostras de leite de biifalas,
provenientes de propriedades leiteiras da Baixada Maranhense, 2013.

Ressalta-se que os micro-organismos isolados neste trabalho também foram encontrados em
amostras que apresentaram baixa Contagem de Células Somaticas, com valores abaixo do
limite estabelecido (Tabela 3). Segundo Galiero & Morena (2000), os baixos valores de CCS
para leite de bufala quando comparados ao leite bovino nido indicam necessariamente a
auséncia de infeccdo intramamadria, sendo a contagem considerada normal entre 50.000 e
100.000 cél./mL. Carvalho et al. (2007) e Pardo (2007) relataram que o exame

microbioldgico € a referéncia mais segura na identificacdo de quartos acometidos por mastite



subclinica envolvendo micro-organismos. Medeiros et al. (2011) observaram uma maior
frequéncia de Staphylococcus coagulase negativo (21,8%) seguido do Corynebacterium spp.
(16,7%), bactérias Gram negativas (8,8%), Staphylococcus coagulase positiva (5,9%) e
Staphylococcus aureus (1,3%) nas amostras de leite bubalino do estado de Pernambuco, com
valores de CCS acima de 400.000 cél./mL e afirmam que ao verificar valores entre 280.000
até 401.000 cél./mL pode-se suspeitar que a amostra seja positiva e solicitar exame
microbioldgico para confirmar o agente infeccioso envolvido na infec¢do intramamadria e

implantar medidas de profilaxia e controle.

Tabela 3. Frequéncia de micro-organismos isolados em leite de bufalas da Baixada Maranhense segundo o resultado na

contagem de células somaticas, 2013.

CCS Exame microbiolégico
(x 1000 Sem Staphylococcus SCP SCN Corynebac-  Streptococcus E. coli Entero-
células/mL Crescimento  aureus terium sp. sp. bactérias
N % N % N % N % N % N % N Y% N %
>400 0 0,00 7 5384 9 60,00 15 68,18 9 69,23 7 70,00 8 10,00 8 0660
<400 1 322 6 46,15 6 40,00 7 31,81 4 30,76 3 30,00 2 20,00 4 3333
Total 1 322 13 45,16 15 4838 22 67,74 13 4193 10 32,25 10 3225 12 3870

N=n° de amostras positivas; SCP- Staphylococcus coagulase positivo ; SCN- Staphylococcus coagulase negativo

Em 29 amostras foi isolado Staphylococcus sp., sendo o micro-organismo encontrado com
maior frequéncia neste trabalho, confirmando achados anteriores. Staphylococcus coagulase
positivo (SCP) foi encontrado em 15 amostras (48,38%), enquanto Staphylococcus coagulase
negativo (SCN) foi isolado em 22 (67,74%) amostras e Staphylococcus aureus em 13
amostras, correspondendo a 45,16% do total. Em estudo realizado por Oliveira et al. (2004),
Staphylococcus spp. foi isolado em 76 amostras de leite bubalino, correspondendo a 55% do
total de amostras cultivadas. Destes, 18 (13%) foram positivos na prova de coagulase. Estes
resultados também se assemelham a pesquisa realizada em leite de outras espécies.
Analisando o leite bovino de propriedades leiteiras de Sao Luis-MA, Penha et al. (2008)
isolou 35 (14,46%) cepas do grupo Staphylococcus coagulase positivo, 65 (26,86%)
Staphylococcus coagulase negativo e 35 (14,46%) S. aureus. Em pesquisa realizada por Silva
et al. (2010), a bactéria isolada com maior frequéncia nas amostras de leite de ovelhas com

mastite clinica e subclinica foi o Staphylococcus coagulase negativo. Batavani et al. (2003)



estudaram 209 amostras de leite e também relataram o Staphylococcus coagulase negativo
como a bactéria mais prevalente com taxa de 41%.

O predominio do Staphylococcus sp. como agente causal de mastite indica a ocorréncia de
falhas de higiene durante a ordenha e alerta para o risco de animais portadores de mastites
atuarem como fonte de infec¢do para o rebanho. As bactérias do género Staphylococcus spp.,
continnam sendo os agentes mais frequentemente isolados em rebanhos leiteiros,
representando grande importancia epidemioldgica e clinica nas mastites associadas a falhas no
manejo de ordenha, na prevencdo e diagndstico da mastite contagiosa dos rebanhos, em que a
transmissdo dos agentes causadores é predominantemente causada durante a ordenha, uma
vez que o reservatorio do género Staphylococcus é a glandula mamaria (LONGO et al., 1994,
COSTA, 1995; CHAPAVAL & PIEKARSKI, 2000).

O S. aureus é um agente patogénico bastante comum e também responsdvel por surtos de
intoxicagdo alimentar. Suas peculiaridades quanto ao seu habitat tornam-no largamente
distribuido na natureza e facilmente transmissivel aos alimentos por manipuladores, na
maioria, portadores assintomdticos e pelos animais, principalmente vacas leiteiras com
mastite (STAMFORD et al., 2006). Amostras de enterotoxinas produzidas por S. aureus t€ém
sido isoladas de leite em po, cru e pasteurizado, iogurte caseiro, achocolatados e sorvetes,
bem como de outros subprodutos lacteos. A fonte de contaminag¢ido pode ser tanto do leite
proveniente de vacas com mastite, como dos manipuladores envolvidos. A producido de
enterotoxinas por esses micro-organismos ocorre entre 10 e 46°C e sua elevada resisténcia
térmica favorece sua sobrevivéncia no leite submetido a tratamentos térmicos, como a
pasteurizacao (SA et al., 2004; STAMFORD et al., 2006).

Alguns investigadores consideram os Staphylococcus coagulase negativo (SCN) como
patégenos secunddrios no udbere, mas a importancia destes nas infec¢des intramamarias sao
ainda um tema de debate ji que, por outro lado, outros trabalhos atribuem-lhe grande
importancia na etiologia da mastite subclinica ou clinica e no aumento de células somaticas
das vacas afetadas. Mota et al. (2012) afirmam que os SCN tornaram-se os isolados mais
comuns nos casos de mastite bovina em muitos paises e, portanto, poderiam ser considerados
como patégenos emergentes. Muitas das infeccOes intramamadrias causadas por SCN curam
espontaneamente e a prevaléncia decresce a medida que avanga a lactagdo. Apesar de
geralmente as infecgdes por SCN costumarem ser leves ou do tipo subclinico, demonstrou-se
também que podem causar processos mais graves e persistentes provocando um aumento na
contagem de células somdticas e uma diminui¢do na qualidade e producdo do leite devido ao

dano causado no tecido mamario (SAWANT et al., 2008).



A producdo de enterotoxinas ndo estd restrita a espécie S. aureus, estudos evidenciaram
espécie coagulase negativo capazes de produzir toxinas em condi¢cdes laboratoriais. Segundo
revisdo realizada por Fagundes & Oliveira (2004) as enterotoxinas produzidas por S. aureus
pertencem a uma grande familia de toxinas pirogénicas produzidas tanto por bactérias do
género Staphylococcus sp. como Streptococcus sp., estas toxinas podem causar choque téxico
e estdo comumente associadas a diversas formas de alergias e doencas autoimunes. As toxinas
sdo responsdveis por gastroenterite importantes, ocasionando nduseas, vOmitos, contragdes
abdominais, diarréia, sudorese e cefaléia. A intoxicacdo geralmente ndo ¢é letal mais pode
evoluir para quadros mais severos, dependendo da susceptibilidade do individuo ao ingerir o
leite contendo estas toxinas, constituindo um sério problema de satde publica (BALABAN &
RASOOLY, 2000).

Em geral, Corynebacterium sp. € considerado um patdégeno secunddrio que infecta
principalmente vacas durante a lactacdo, sem apresentar sinais clinicos € com aumentos
moderados na CCS, variando de 200.000 a 400.000 células/mL (ELVINGER & NATZKE,
1992; RADOSTITS et al., 1994), sendo considerado um reflexo da auséncia de higiene,
particularmente na desinfec¢do dos tetos. Oliveira et al. (2005) afirmam que esta bactéria é
colonizadora oportunista da glandula mamadria bubalina, ndo descartando-se entretanto o
poder patogé€nico da mesma, pois 0 mesmo agente em humanos ocasiona quadros de
bacteriemias, o que ndo impossibilita a ocorréncia de mastites de cardter severo na espécie em
questao.

A presenca de Escherichia coli foi observada em 10 (32,25%) amostras de leite e sua
presenca tem significado importante, por ser um indicador de contaminac¢do fecal e eventual
presenca de outros enteropatdgenos, além disso, existem linhagens patogénicas para homens e
animais. As enterobactérias, como E. coli, sdo micro-organismos mesofilos que estdo
presentes devido a falta de higiene. Apesar de outras enterobactérias encontradas neste
trabalho ndo terem sido classificadas, € preocupante o indice relatado (38,70%), como mostra
a tabela 3, uma vez que sdo considerados agentes ambientais € podem causar mastites agudas.
Estes resultados sdo condizentes com as condi¢cdes observadas nas propriedades visitadas,
uma vez que as mesmas geralmente nao adotavam medidas higiénicas corretas no periodo pré
e pos ordenha. Portanto, indice observado destes micro-organismos justifica-se pelas precérias
condicdes de higiene das instalacdes e ordenha nas propriedades estudadas.
Microbiologicamente, a qualidade do leite de biifala estd intimamente relacionada aos hébitos

do animal e ao manejo de ordenha. Um fator de relevincia é o comportamento do animal de



imergir em dgua a procura de conforto térmico. Tal habito dificulta a higienizacdo do Ubere da
bifala (TEIXEIRA et al., 2005).

Analisando as condicdes higi€nico-sanitdrias das propriedades visitadas pode-se observar
que a limpeza das instalacdes era realizada em todas as propriedades; no entanto, em apenas
trés propriedades era realizada a limpeza e desinfec¢do das instalacdes da sala de ordenha
com a utilizacdo de dgua, sabao e sanitizante, estas possuiam sala de ordenha arejada com boa
ventilagdo, com corredores adequados para circulagdo dos animais onde o piso € em alvenaria
facilitando assim a desinfeccao.

Tanto a limpeza quanto a desinfeccdo sdo procedimentos essenciais que garantem maior
controle do ambiente em relacdo as fontes de contaminacio, sendo que a nao realizacdo de
qualquer um deles poderd refletir na qualidade do leite. Segundo Nascimento (2006), o local
de ordenha deve ser mantido limpo e seco, devendo a limpeza ser realizada no final de cada
ordenha, de modo que a ventilagdo natural seque o local. Na limpeza é fundamental a
remocao das fezes para reduzir a proliferacio de moscas e parasitas. Em apenas uma
propriedade era realizado o controle de moscas e em duas observou-se acimulo de dejetos no
local de ordenha. Os utensilios e equipamentos de ordenha devem ser limpos e
adequadamente desinfetados apds cada ordenha (SPARNAMBERG et al., 2009), o que ndo
foi observado nas propriedades visitadas, esta condi¢do justifica as maiores contagens de
bactérias aerdbias mesofilas encontradas neste trabalho, uma vez que a contagem bacteriana
total do leite pode aumentar significativamente quando em contato com equipamentos nos
quais a limpeza e a sanitizacdo sdo deficientes, pois 0s micro-organismos proliferam nos
residuos de leite, presentes em recipientes, em borrachas, em jungdes e em qualquer outro
local onde ocorra acimulo destes residuos.

Quanto a limpeza do tbere e dos tetos, constatou-se que nenhuma das propriedades utiliza
solucdes detergentes adequadas, além disso, fazem uso de dgua de acude e pogo artesiano
para lavagem, ou seja, 4gua ndo tratada e ndo tém nenhum tipo de controle da sua qualidade
microbiolégica. E fundamental que a dgua usada para estes fins seja potdvel, com baixa
contaminac¢do por coliformes e outros géneros bacterianos (GUERREIRO et al., 2005). Em
apenas uma propriedade € realizado o pré e o pos-dipping. A secagem do ubere e dos tetos
dos animais € realizada, em sua maioria, com pano de algodao, e em alguns casos com papel
toalha. Sempre antes do inicio da ordenha, os tetos devem ser lavados com 4gua corrente em
abundancia, seguindo-se da secagem com papel descartdvel (BRASIL, 2000).

Segundo Nascimento (2006), a desinfeccdo dos tetos é fundamental, antes e depois da

ordenha. Antes da ordenha é importante para potencializar o efeito redutor da carga



microbiana; apdés a ordenha, o procedimento também € extremamente importante, pois o
esfincter do teto permanece aberto algum tempo, representando um importante foco para
micro-organismos contaminantes entrarem, capazes de iniciar um processo inflamatério local,
podendo gerar o aparecimento de mastite. A realizacdo do processo de pés-dipping minimiza
esse risco, pois o desinfetante em contato com o teto impede o aparecimento de
contaminagdes locais. Outro ponto fundamental é a correta higiene do ordenhador, pois as
maos atuam como veiculo transmissor de micro-organismos que podem contaminar o ubere, o
leite e todo o material utilizado.

Em apenas uma propriedade € realizado o teste da caneca telada e CMT, Brito et al. (1997)
consideram o uso regular destes testes como importante ferramenta para melhoria do estado
sanitdrio do rebanho, se usado para orientar a adocdo de medidas para o controle da mastite,
ou associado a praticas adequadas de manejo e higiene, e podem ter um papel util no controle
efetivo em programas leiteiros, como teste de triagem para deteccio de vacas com mastite
subclinica (DINGWELL et al., 2003). A identificacio da mastite subclinica nos estagios
iniciais permite um controle mais efetivo, e reduz o impacto econdmico devido as perdas por
descarte do leite contaminado ou com a utilizacio de medicamentos (RIBEIRO JUNIOR et
al., 2008).

Somente em duas das dez propriedades avaliadas, o armazenamento do leite apos a ordenha
€ realizado em tanques de refrigeracdo. A refrigeracdo do leite, logo apds a ordenha, visa
diminuir a multiplicacdo microbiana; sua eficiéncia, porém é maximizada, caso associado a
outros fatores, especialmente de ordem higiénica (FONSECA & SANTOS, 2000).

Vale ressaltar que a producio leiteira requer do produtor mdo de obra qualificada e uma
melhor escolha de animais para seu rebanho, pois atualmente apenas produzir ndo é mais
suficiente, para fechar a dura concorréncia mercadoldgica, onde consumidores exercem papel
principal no mercado (TAVOLARO et al., 2006). Devido a este fator, investir em qualidade
tornou-se um papel fundamental para os produtores e inddstrias e também para a satde
humana. Nas propriedades visitadas o leite coletado era comercializado localmente e utilizado
para o préprio consumo de forma in natura ou na producdo de queijo, dai a grande

necessidade de se obter uma matéria-prima de qualidade.

CONCLUSOES
e A mastite estd presente em bufalas das propriedades estudadas, necessitando
contudo, de estudos futuros, visando evitar as perdas econdmicas causadas por essa

enfermidade;



e O estudo demonstrou que os Staphylococcus spp. foram 0s micro-organismos mais
frequentemente isolados de mastite bubalina na regido estudada. Dessa forma,
medidas de higiene e preven¢do, com manejo correto de pré e pos - dipping tornam-
se necessdrias, uma vez que, estes micro-organismos sao os maiores causadores de
mastite em diversos rebanhos leiteiros e as propriedades apresentaram condicdes de

higiene insatisfatorias na ordenha.
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PESQUISA DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM AMOSTRAS DE LEITE E SUSCEPTIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS DE CEPAS DE Staphylococcus spp. ISOLADOS DE CASOS DE MASTITE CLINICA
E SUBCLINICA EM BUFALAS DA BAIXADA MARANHENSE

Santos, N. A. F1; Costa, F. N.2; Silva, F. D. S3.
RESUMO

Este trabalho teve por objetivo pesquisar residuos de antibidticos em amostras de leite e conhecer a
susceptibilidade antimicrobiana “in vitro” de cepas de Staphylococcus spp. isolados em amostras de leite
de bufalas com mastite clinica e subclinica, em 10 propriedades leiteiras da Baixada Maranhense. A
pesquisa de residuo de antibiéticos foi realizada em 40 amostras “pool” de leite, utilizando-se os Kits
comerciais Eclipse 50, Delvotest SP-NT e Twinsensor-BT 20), sendo realizadas de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Para o teste de susceptibilidade antimicrobiana, foram utilizadas 112 cepas
de Staphylococcus, sendo 72 cepas de Staphylococcus coagulase negativo, 23 cepas de Staphylococcus
coagulase positivo (SCP) e 17 Staphylococcus aureus utilizando a técnica de difusdo em discos. Das 40
amostras submetidas a pesquisa de residuos de antimicrobianos, seis apresentaram positividade nos trés
testes utilizados, indicando risco para a satude publica. Os antimicrobianos com maior eficicia contra os
Staphylococcus coagulase positivo foram cloranfenicol e norfloxacina com 100% de sensibilidade, e aos
Staphylococcus coagulase negativo foram Norfloxacina (91,6%), gentamicina e norfloxacina com 86,1%. Ja
em relacdo a Staphylococcus aureus, 100% dos isolados mostraram-se sensiveis a novobiocina e 94,1% a

norfloxacina. TERMOS DE INDEXACAO: resisténcia bacteriana, leite “in natura”, satide publica

SEARCH FOR WASTE OF ANTIMICROBIAL IN SAMPLES OF MILK AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF THE
STRAINS Staphylococcus spp. ISOLATED CASES OF CLINICAL MASTITIS
AND SUBCLINICAL BUFFALOES IN THE BAIXADA MARANHENSE

ABSTRACT

This work aimed to investigate antibiotic residues in milk samples and know the susceptibility "in vitro" of
Staphylococcus spp. isolated in samples of buffalo milk with clinical and subclinical mastitis in 10 dairy
herds in low lands. The search was performed antibiotics residue in 40 samples "pool" of milk, using
commerecial kits Eclipse 50, Delvotest SP-NT and Twinsensor BT 20) being performed according to the
manufacturer's recommendations. For antimicrobial susceptibility testing, we used 112 strains of
Staphylococcus aureus, 72 coagulase-negative Staphylococcal strains, 23 strains of coagulase positive (SCP)
and 17 Staphylococcus aureus using the disc diffusion technique. Of the 40 samples examined for the
presence of antimicrobial residues, six were positive in the three tests used, indicating the risk to public
health. Antimicrobials with greater efficacy against Staphylococcus coagulase positive were
chloramphenicol and norfloxacin with 100% sensitivity, and norfloxacin were coagulase negative
Staphylococcus (91.6%), gentamicin and norfloxacin with 86.1%. In relation to Staphylococcus aureus,
100% of the isolates were sensitive to novobiocin and 94.1% to norfloxacin. INDEX TERMS: bacterial

resistance, milk "in natura", public health
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1.INTRODUCAO

O leite é considerado como um alimento nobre por possuir uma maior concentragdo de calcio, nutriente
essencial para a formagdo e manutencdo dos ossos, boa quantidade de fésforo e manganés, que sdo
indispensaveis ao aproveitamento das gorduras e no funcionamento do cérebro, além de ser rico em
proteinas e vitaminas, propiciando a formagio e manutengdo dos tecidos (Brito e Brito, 2004). Além do
valor nutritivo, o leite estd entre os produtos mais importantes na agropecudria brasileira por sua
participagdo na geracdo de renda e empregos, principalmente no meio rural. O leite de btfala apresenta
altos niveis de nutrientes em sua composicdo. A maior vantagem do leite desta espécie, em relacdo ao leite
de vaca, é a qualidade nutricional, em fun¢do dos maiores teores de proteina, gordura e minerais, e por ser
mais concentrado, apresenta aproveitamento industrial superior (Amaral et al., 2005; Teixeira et al.,
2005).

Atualmente existe uma preocupacao crescente dos consumidores quanto a melhoria da qualidade e
sobretudo da seguranca alimentar. A presen¢a de contaminantes quimicos em alimentos pode causar
reacoes de hipersensibilidade e de toxicidade. O leite pode conter residuos de substincias administradas
aos animais ou usadas no ambiente da fazenda, tais como, antimicrobianos, antiparasitarios, desinfetantes
e detergentes, além de herbicidas. Inserido neste contexto, a presenca de residuos de antibidticos tem
importancia significativa na qualidade sanitaria do leite. A presenca de antibidticos acima do limite
maximo de tolerancia aprovado pela Legislagdo para leite cru, torna-o prejudicial a saude (Hotta, 2003) e
pode ser devido a adi¢do fraudulenta, inibindo o crescimento bacteriano indesejavel ou da aplicacdo de
diferentes substincias antimicrobianas no rebanho leiteiro, para prevenc¢io ou tratamento de doencas,
como infeccdes da glandula mamaria e doengas do trato reprodutivo (Fonseca e Santos, 2000).

No rebanho leiteiro, o emprego mais comum de antimicrobianos é no tratamento de mastites. Um fato
agravante da presenca dessas substancias no leite é que a maior parte delas é resistente a pasteurizacao,
das quais algumas nao sdo inativadas, mesmo quando submetidas a temperaturas acima de 1000 C (Hotta,
2003). O leite contaminado por substancias quimicas é considerado adulterado e improéprio para o
consumo, pois representa um risco a saide humana, em func¢io de algumas reacdes toxicas, alérgicas, e/ou
supressdo do sistema imune que estes compostos podem provocar (Lopes et al,, 2002). A presenca de
residuos de antimicrobianos no leite preocupa as autoridades sanitdrias e a populacdo, devido a
ocorréncia de reacdes alérgicas a penicilina, potencial carcinogénico de alguns antimicrobianos
nitrofuranos e sulfametazina), selecdo de estirpes bacterianas resistentes e inibicdo de fermento lactico

na industria (Machado, 1998).

Os sintomas mais comuns de uma intoxica¢do alimentar por residuo de antimicrobianos sio: nauseas,
vomitos, diarreias, constipacio, indigestdo, dores de cabeca, erup¢io cutianea ou urticaria, prurido, falta de
ar (inclusive ataques de asma), sendo o edema de glote potencialmente fatal. Nos casos mais graves, pode

ocorrer o choque anafilatico, um colapso dos sistemas respiratdrio e circulatério de curso grave (Folly e
Machado, 2001).

A Instrugdo Normativa n° 62 de 29 de dezembro de 2011, publicada no Diario Oficial da Unido, aprovou
os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos Leites tipos “A”, “B”, “C”, leite pasteurizado, leite
cru refrigerado, leite cru refrigerado na propriedade rural e seu transporte a granel, estabelecendo
parametros novos para avaliacido da qualidade do leite (BRASIL, 2011). Dentro desses novos parametros,
deu-se énfase a detec¢do de residuos de inibidores no leite, com destaque para os antibiéticos, devido aos
riscos a saide humana, e a propria industria de laticinios do pais.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) implantou no Brasil, em 2003, o programa de
andlise de residuos de medicamentos veterindrios em alimentos de origem animal (PAMvet), que visa,
controlar residuos de medicamentos veterinarios nos alimentos. O leite foi o primeiro alimento a ser
pesquisado por ser muito consumido pela populacdo brasileira. Definiram-se também os seguintes
principios ativos a serem pesquisados: tetraciclinas, beta-lactamicos, sulfas, abamectina, doramectina e
ivermectina. Varios métodos analiticos foram desenvolvidos para deteccdo de antimicrobianos no leite,
entre os quais os de inibicdo microbiana, enzimaticos, aglutinagio em latex, receptores microbianos,
imunoensaio, eletroforese e cromatografia (IDF4, 1991 citado por Folly e Machado, 2001). Sob a forma de
conjuntos reativos, os testes enzimaticos e os testes de inibicdo microbiana tém sido os mais empregados.



A resisténcia bacteriana pode ser definida como o fenémeno bioldgico que possibilita aos micro-
organismos a capacidade de multiplicacdo ou persisténcia na presenca de niveis terapéuticos do
antimicrobiano. O uso indiscriminado de antibiéticos em animais com mastite vem contribuindo para
promocdo da geracdo de formas resistentes de micro-organismos (Pereira e Siqueira-Junior, 1995;
Moreno et al,, 1997), tornando-se fator relevante relacionado a seguranca alimentar no que diz respeito a
resisténcia bacteriana a antimicrobianos (Miguel, 2010).

As bactérias resistentes a diferentes antibacterianos sdo encontradas em leite de diversos animais de
interesse agropecuario e o género Staphylococcus predomina entre os mais comuns (Pengov, 2001;
Foschino et al, 2002; Devriese et al., 2002). Staphylococcus sp. sao patogenos relacionados a surtos de
intoxicacdo alimentar, e entre estes micro-organismos encontra-se a espécie Staphylococcus aureus (S.
aureus), sendo considerado um grande problema de saude publica. A presenga destes micro-organismos
em alimentos pode indicar deficiéncia de processamento térmico, condi¢des higiénicas inadequadas do
processo ou, ainda, refrigeracdo ineficiente pds preparo (Gandra et al., 2009). O S. aureus destaca-se como
um dos micro-organismos mais frequentemente associados as mastites em todos os continentes e o
agente que isoladamente determina as maiores perdas na pecuaria leiteira. No Brasil ele é considerado
como o principal agente causal da mastite, com taxas de isolamento varidveis entre 8,3% e 49,23% (Costa,
2008).

Os testes de sensibilidade antimicrobiana sdo tteis para a verificacdo do desenvolvimento de resisténcia
dos patégenos, auxiliando o médico veterinario no tratamento de mastite e ajuda a evitar o uso ineficiente
de medicamentos. Ressalta-se que o insucesso terapéutico da mastite por resisténcia dos agentes reduz a
taxa de cura dos animais tratados além de elevar os gastos com medicamentos e assisténcia técnica. A
presenca dos residuos de antibidticos no leite e o surgimento de micro-organismos resistentes a varios
medicamentos tem sido um dos maiores desafios para os 6rgaos responsaveis pela saide publica e para a
industria de alimentos. Neste contexto objetivou-se com este trabalho pesquisar residuos de
antimicrobianos em amostras de leite e susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados de mastite clinica
e subclinica de bufalas da Baixada Maranhense.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local de estudo e caracteristicas das propriedades

Para o presente estudo foram avaliadas dez propriedades aleatoriamente amostradas, pertencentes aos
municipios de Vitéria do Mearim, Viana, Arari, Cajari e Matinha da Regido da Baixada, estado do
Maranhao. Os rebanhos eram compostos por bufalas primiparas e multiparas. Em todas as propriedades a
ordenha era realizada manualmente, uma vez ao dia, sendo utilizado o sistema de “balde ao pé”. A
populagdo bubalina era constituida por animais da raga Murrah e mesticos de Murrah, criadas em sistema
semi-intensivo ou extensivo. A producdo diaria de leite era de até 50 litros de leite (pequenas
propriedades) e producgido de 100 a 200 litros (médias propriedades), sendo o leite destinado para o
consumo humano ou fornecido para lacticinios.

2.2 Pesquisa de residuos de antibiotico nas amostras de leite bubalino

Foram analisadas 40 amostras “pool” de leite bubalino, coletadas diretamente de onde era armazenada a
produgio de leite diaria das dez propriedades leiteiras dos municipios de Vitoria do Mearim, Cajari, Arari,
Viana e Matinha, da Regido da Baixada, estado do Maranhdo. Sendo que de cada propriedade coletou-se
quatro amostras. A coleta foi realizada na hora da ordenha. Para a deteccdo de residuos esta pesquisa
utilizou-se kits comerciais: Eclipse 50, Delvotest SP-NT e Twinsensor-BT 20, que sao kits qualitativos para
a deteccdo de substancias inibidoras no leite, métodos simples e rapidos que permitem comprovar se o
leite contém antibidticos em uma concentragio acima dos limites maximos de residuos (LMR).

2.2.1. Principio das Técnicas (kits) utilizados
2.2.1.1 Eclipse 50
Utilizado para a pesquisa dos antimicrobianos do grupo [-lactimicos, Sulfonamidas, Tetraciclinas,

Macrolidas e Aminoglicosideos. E um teste que se encontra em formato de placa de microtiter cujos
recipientes contém um meio de cultivo especifico com esporos de Geobacillus stearothermophilus. O



principio desse teste é a inibicdo do crescimento microbiano, por meio da inoculagido de 100pl de amostra
de leite nos tubos, seguido de incubagao a 65°C em estufa durante 2h e 45 minutos para observagao da
alteracdo da coloracdo do meio de cultura. Os esporos germinam e se multiplicam acidificando o meio e
provocando a modificagdo do indicador, de uma cor azul a amarelo esverdeado (resultado negativo). Se a
amostra de leite contiver uma concentracio de antibidtico superior ao de deteccio do teste, o crescimento
do micro-organismo é inibido de modo que nao haverd produgdo de &cido, nem por conseqiiéncia
modificagdo da cor do meio (resultado positivo).

2.2.1.2 Delvotest SP-NT

Teste utilizado para a pesquisa dos antimicrobianos do grupo B-lactamicos, Sulfonamidas, Tetraciclinas,
Macrolidas e Aminoglicosideos. O Delvotest SP-NT contém Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis,
em meio semisoélido com indicador, juntamente com todos os nutrientes necessarios para o crescimento
bacteriano. O teste obedeceu a seguinte sequencia: 1- abertura das ampolas (Delvotest® SP-NT) com
retirada da tampa de aluminio, 2- foram adicionados volumes de 0,1 mL das amostras de leite a serem
analisadas nas ampolas, 3- estas ampolas permaneceram incubadas em banho-maria a 642C + 0,52C por 3
(trés) horas, segundo a recomendacdo técnica, sempre acompanhadas de controle negativo. Apds este
periodo foram realizadas as leituras e considerados positivos os testes que apresentaram cor purpura e
negativo aqueles que apresentaram uma mudan¢a da cor purpura para amarela, conforme ocorre no
controle negativo. Apds o periodo de incubacdo, 4cido suficiente é produzido pelo crescimento e
multiplicacdo das bactérias que utilizam a glicose. A alteracdo da cor do indicador de pH (purpura de
bromocresol), indica uma amostra livre de antimicrobianos. Se, no entanto, o crescimento e multiplicagdo
da bactéria forem retardados ou inibidos, ndo ocorre a acidificagio do meio e este permanece purpura. A
coloracdo intermedidria entre amarelo e purpura também é considerada positiva para residuo de
antimicrobiano.

2.2.1.3 Twinsensor - BT 20

E um kit baseado em receptores no formato de tira reativa ou “disptick” para a detec¢io rapida e
simultanea de residuos de antibi6ticos dos grupos betalactdmicos e tetraciclinas em amostras de leite.
Possui uma linha “controle”, impressa inicialmente em verde, aparece sempre e esta entre as outras linhas
do teste, a linha especifica de betalactamicos se localiza abaixo da linha controle, enquanto a linha reativa
localiza-se acima das mesmas. Adicionou-se 200 pl de leite ao microtubo do teste e em seguida foi feita a
mistura até obter uma amostra homogénea, os microtubos forma incubados por 3 minutos a 40+2°C; logo
apos esse periodo de incubagio as tiras reativas foi submergidas no microtubo e incubadas durante 3
minutos por 40£2 °C, para em seguida serem realizadas as leituras, conforme recomendac¢ido do
fabricante.

2.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Foram testadas um total de 112 cepas, sendo 72 de Staphylococcus coagulase negativo (SCN), 23 de
Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e 17 de Staphylococcus aureus, previamente isoladas de amostras
de leite de bufalas com mastite clinica e subclinica, procedentes de 10 propriedades leiteiras localizadas
na Baixada Maranhense. As cepas dos micro-organismos foram isoladas, identificadas e classificadas de
acordo com Carter et al. (1990). As colonias de Staphylococcus foram submetidas as provas bioquimicas
de producdo de coagulase livre, DNase, acetoina, fermentacdo da maltose e trealose (aerobiose) e manitol
(aerobiose e anaerobiose), segundo metodologia de Mac Faddin (1980) e Silva et al. (2007). Em seguida,
foi realizada a caracterizacdo dos estafilococos em Staphylococcus coagulase negativo (SCN),
Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e Staphylococcus aureus de acordo com Baird- Parker (1990).

Apods o isolamento e identificacdo, as cepas bacterianas foram submetidas ao teste de sensibilidade in
vitro, a antimicrobianos, pelo método de difusdo em discos em Agar Miiller Hilton, segundo a metodologia
de Bauer et al. (1966), sendo testados os seguintes antimicrobianos: cloranfenicol (30 mcg), gentamicina
(10 mcg), penicilina (10 mcg), tetraciclina (30 mcg), vancomicina (30 mcg), amoxacilina (10 mcg),
norfloxacina (10 mcg), novobiocina (5 mcg), bacitracina (10 mcg), oxacilina (1 mcg), lincomicina (2 mcg),
ampicilina (10 mcg), eritromicina (15 mcg), enrofloxacina (5 mcg) e estreptomicina (10 mcg).



2.5 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados, utilizando - se andlise descritiva de calculo de frequéncias
absoluta e relativa para os diferentes parametros estudados (Sampaio, 1998).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra a ocorréncia de residuos de antibiético em amostras de leite provenientes de rebanhos
bubalinos do Estado do Maranhdo. Os dados revelam que, das 40 amostras analisadas, 06 (seis)
apresentaram residuos de antimicrobianos. Esta frequéncia pode ser atribuida ao uso pouco frequente de
antimicrobianos no tratamento de mastite na espécie, de acordo com informacdes obtidas quando da
visita nas propriedades. Este achado pode ser atribuido a diversos fatores, como por exemplo, o produtor,
desconhecendo ou ignorando os riscos para a saude ou agindo de ma fé, ndo quer se desfazer do leite
proveniente de vaca tratada, mistura o leite com o leite proveniente de vacas sadias. Este fato, é
decorrente da falsa expectativa do produtor, que a dilui¢do resultara em concentracdes nio detectaveis
(Fonseca, 2005). A minimizac¢3do do uso de antibioticos, facilita a obten¢do de produtos de origem animal
livres de residuos de antibidticos e bactérias resistentes que possam transferir essa resisténcia a bactérias
do ser humano (Jackson e Cockcroft, 2007).

De acordo com o Regulamento de Inspe¢do Industrial e Sanitario de Produtos de Origem Animal (Brasil,
2000), o leite s6 deve ser utilizado para o consumo humano apdés 72 horas da udltima aplicacdo do
antibiotico, ndo ressaltando a via de administracdo. No entanto, alguns autores (Seymour et al., 1988;
Suliman et al.,1990) relataram que os residuos de antibidtico, de alguns principios ativos, persistem apos
este periodo recomendado. Além disso, outros fatores, como a dose, a via de administragao, a solubilidade
e outros, podem também influenciar (Costa, 1996). A presenca de residuo de antibiéticos nas amostras
analisadas deve-se provavelmente a niao obediéncia do intervalo de seguranca, principalmente no
tratamento de mastites e a falta de fiscalizacdo adequada, e apesar de baixa representa o principal ponto
critico de controle de contamina¢do quimica do leite e constitui um risco potencial a satide do consumidor
(Folly e Machado, 2001).

As amostras contaminadas com residuos sdo provenientes de trés das propriedades pesquisadas,
ressaltando que essas trés propriedades sdo as que fornecem leite para laticinios, devendo portanto, a
matéria prima ser monitorada na recepcdo nas plataformas dos estabelecimentos. De acordo com os
resultados mostrados na figura 1, 6 (15,0%) das amostras de leite analisadas pelo kit Eclipse 50®
apresentaram niveis de residuos antimicrobianos detectaveis. O Devoltest SP também detectou presenca
de residuo de antibiético em 6 (15,0%) das amostras, enquanto o Twinsensor BT detectou apenas 1
(2,5%) amostra positiva para betalactamico. Esses resultados se assemelham aos obtidos por Nero et al.
(2007) que verificaram 6,0 % de amostras de leite bubalino contaminadas por residuos de
antimicrobianos. Camargo e Costa (2010) também encontraram apenas uma amostra positiva no teste
Twinsensor BT para {3-lactimicos ao analisar o leite bovino de propriedades leiteiras no estado do
Maranhao.

Sabe-se que ndo existe uma legislacio especifica, que possa restringir o uso de antibioticos em animais. O
risco do consumo de antibidticos (metronidazol, trimetropim, estreptomicina e tetraciclina), por
gestantes, se deve ao potencial teratogénico destes que podem causar otoxidade e alteragdo no
desenvolvimento ésseo fetal. Para o publico infantil, o leite e seus derivados, representam uma importante
porc¢io da ingestdo diaria de alimentos. Estes individuos, juntamente com os idosos, sdo mais vulneraveis
e mais sensiveis a uma menor concentragio de residuos ingerida. A crian¢a pode ndo apresentar sintomas
imediatos, mas podem ocorrer consequéncias futuras. Hipersensibilidade e possivel choque anafilatico
podem ocorrer em individuos mais sensiveis, além de alteragdes nos processos fermentativos (producio
de queijos e iogurtes); modificacdo dos resultados de analises Laboratoriais e desequilibrio da flora
intestinal e efeito teratogénico (Nascimento et al., 2001; Fonseca et al., 2009).

No Brasil, a utilizacdo de testes para a detec¢do de residuos de antimicrobianos no leite é uma das
exigéncias das normas oficiais para a producdo, beneficiamento e industrializacdo do leite e uma das
preocupacdes tecnolégicas das grandes empresas do setor (Brasil, 2002). Logo, os resultados obtidos
neste estudo indicam a necessidade de monitoracdo e maior controle dos 6rgaos de vigilancia sanitaria, no
nivel de producdo e consumo de leite no estado do Maranhao.



Quanto ao perfil de sensibilidade antimicrobiana dos Staphylococcus, apresentados na tabela 2, verifica-
se que a norfloxacina, a gentamicina e o cloranfenicol foram os principios que demonstraram os maiores
percentuais de eficicia (sensibilidade), corroborando com Devriese et al. (2002) que relataram a efetiva
acdo destes antibioticos frente aos agentes causadores de mastite bubalina. Os micro-organismos
resistentes ndo se inibem pela concentracdes habitualmente alcangadas no sangue ou tecidos do
correspondente antimicrobiano, ou apresentam mecanismos de resisténcia especificos para o agente
estudado (Miguel, 2010).

Quanto ao perfil de resisténcia antimicrobiana dos Staphylococcus sp. (Tabela 2), a resisténcia dos
antimicrobianos utilizados nesta pesquisa variou de 3,8 a 100%; 0,0% a 66,6% e 0,0 a 100% para
Staphylococcus coagulase negativo (SCN), Staphylococcus coagulase positivo (SCP) e Staphylococcus aureus
respectivamente. Observa-se que os Staphylococcus coagulase positivo foram mais resistentes a
ampicilina, novobiocina, lincomicina e penicilina com 83,5% de resisténcia, enquanto os Staphylococcus
coagulase negativo apresentaram maior resisténcia a novobiocina (77,7%) e penicilina (75,0%) e os
Staphylococcus aureus a oxacilina (83,3%) e penicilina (76,4 %). Estes resultados caracterizam a
ocorréncia de Staphylococcus sp. em leite de bufalas com caracteristicas de multipla resisténcia a varios
antimicrobianos. O perfil de resisténcia apresentado por estas bactérias pode favorecer a persisténcia de
isolados resistentes em rebanhos bubalinos do Estado do Maranhdo, caso o manejo nas propriedades nao
seja adequado e orientado.

Trabalhos que relatam o perfil de resisténcia de Staphylococcus sp. de rebanhos bubalinos sdo escassos.
Contudo, Bonna et al. (2007) analisando o perfil de resisténcia dos isolados de Staphylococcus coagulase
negativo (SPC) de leite de bufalas de seis municipios do estado do Rio de Janeiro, observou que os micro-
organismos apresentaram menor sensibilidade a penicilina G (28,46%) e a amoxicilina (32,58%).
Avaliando os dados existentes em pesquisa realizada em bovinos, no Brasil, Costa et al. (2013) isolaram 33
cepas de SCN de glandulas mamarias de vacas com perfis de resisténcia dos apresentados no presente
trabalho, utilizando os mesmos antibidticos testados (Tabela 2). Os SCN isolados pelos autores
demonstraram 27,2%, 36,3%, 90,9%, 3%, 18,1%, 39,4%, 18,2%, 21,2% e 84,8% de resisténcia frente a
tetraciclina, oxacilina, penicilina G, cefalotina, gentamicina, vancomicina, eritromicina, sulfazotrim e
ampicilina, respectivamente, destacando-se a maior resisténcia a penicilina, resultado semelhante ao
encontrado neste trabalho.

No presente trabalho 16,6% das cepas de SCP apresentaram sensibilidade intermediaria a oxacilina,
lincomicina, eritromicina e enrofloxacina como mostra a tabela 2. Correa (2005) analisou 95 cepas de SCP
isoladas de leite mastitico bovino e observou resisténcia a ampicilina (78,94%), penicilina (77,98%) e
lincomicina (71,58%). Gandra et al. (2009), em acordo com este estudo, avaliando a
resisténcia/sensibilidade de 11 cepas de Staphylococcus coagulase positivo (SCP) isoladas em amostras de
embutidos e de queijos coloniais verificaram que 100% das cepas foram resistentes ao antibidtico
penicilina e afirmam que cepas com sensibilidade moderada apresentam o potencial para se tornarem
resistentes.

Atualmente, muitos dos isolados de Staphylococcus aureus tém desenvolvido resisténcia a mais de 20
diferentes agentes antimicrobianos, tais como a vancomicina, lincomicina, amoxicilina, dentre outros (Luz,
2008). Brito e Brito (2004) comprovaram que os Staphylococcus aureus isolados de infeccdes
intramamarias bovinas no Brasil (clinicas e subclinicas) foram sensiveis a eritromicina, gentamicina,
norfloxacina e oxacilina, 91% resistentes a tetraciclina e 65% a ampicilina e penicilina. Na India, isolou-se
um grande ndmero de bactérias do leite de vacas com mastite, principalmente S. aureus, resistentes a
penicilina e estreptomicina, fato que se deve, segundo os autores citados, a ampla e ma utilizacdo da
associacdo desses antibioticos no tratamento da doenca, naquele pais (Luz, 2008).

Segundo Costa (1996), os problemas ligados a saude publica sdo relacionados a selecio de cepas
bacterianas resistentes devido ao aumento gradativo das dosagens utilizadas. O uso indiscriminado de
medicamentos sem a realizacdo de testes preliminares de sensibilidade “in vitro” pode na maioria das
vezes resultar em tratamentos inadequados e ocasionar agravamento do processo, determinando o
desenvolvimento de resisténcia microbiana (Cullor, 1993). Como consequéncia, tanto as drogas
consideradas classicas, como aquelas recentes no comércio, vém se tornando ineficientes. No entanto,
insucesso do tratamento também pode relacionar-se a capacidade de sobrevivéncia intracelular de
algumas bactérias e também a altera¢des anatomopatoldgicas induzidas por certas infecgdes impedindo o



acesso do medicamento no foco (Barragy, 1994 e Pereira et al,, 2009). Meng et al. (1998) afirmam que a
resisténcia as drogas estd relacionada, principalmente, com o uso excessivo de antibiéticos em medicina
veterindria e as aplicagdes sub-terapéuticas de antimicrobianos para a prevencdo de doengas, para a
promocdo do crescimento e eficiéncia alimentar em animais de producao.

Os Staphylococcus sp. apresentam caracteristicas especificas de dispersao entre os rebanhos, resisténcia
aos farmacos utilizados no tratamento da doenca e grau de toxigenicidade que pode ocasionar riscos a
saude publica (Freitas et al., 2005 e Donatele et al., 2002), fazendo-se essencial a selecdo do antibidtico
especifico tanto do ponto de vista da saide do animal, quanto da produtividade da glandula mamaria,
ocorrendo geralmente uma tendéncia de aparecimento de cepas resistentes aos antibioticos usuais
(Oliveira, 2008), além da passagem de residuos dos mesmos para o leite, que se da ap6s o tratamento de
bufalas em lactagdo.

4. CONCLUSOES

e O leite de bufalas de seis propriedades da Baixada Maranhense contém residuo de
antimicrobianos;

e Dentre os testes de triagem utilizados para detectar residuos de antimicrobianos, o Devoltest SP-
NT, e Eclipse 50 mostraram-se mais eficientes que e o Twinsensor BT 20;

e As cepas de Staphlococcus coagulase positivo, Staphylococcus coagulase negativo e Staphylococcus
aureus testadas apresentaram perfil de resisténcia multipla, principalmente a penicilina,
ampicilina e oxacilina;

¢ O antimicrobiano de escolha para o tratamento da mastite foi norfloxacina.
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Tabela 1. Frequéncia de amostras de leite de bufalas contaminadas por
provenientes de propriedades leiteiras da Baixada Maranhense.

residuo de antimicrobianos

Residuos de antimicrobianos N2 de amostras
Auséncia 34
Presenca 06
Total 40

%
85,0
15,0

100,0

W1 Amostras positivas no teste Delvotest SP
B2 Amostras positivas no teste Twinsensor BT 20
3  Amostras positivas no teste Eclipse 50

M4  Amostras sem residuos de antimicrobianos

Figura 1. Frequéncia de amostras de leite de bufalas
contaminadas com residuos de antimicrobianos frente aos
testes Delvotest SP, Eclipse 50 e Twinsensor BT 20,
provenientes de propriedades leiteiras da Baixada

Maranhense.



Tabela 2. Frequéncia relativa (%) da sensibilidade intermediaria (I) e resisténcia (R) “in vitro”
dos isolados de 72 cepas de Staphylococcus coagulase negativo, 23 de Staphylococcus coagulase
positivo e 17 de Staphylococcus aureus, isoladas de leite de bufalas com mastite, frente aos
antimicrobianos, 2013.

Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
coagulase positivo aureus (%)
Antimicrobianos | coagulase negativo (%) (%)
S SI R S SI R S SI R

Amoxicilina 55,5 0,0 444 | 33,3 0,0 66,6 | 33,3 00 66,6
Norfloxacina 91,6 8,9 1,3 | 100,0 0,0 0,0 | 94,1 0,0 58
Novobiocina 16,6 5,5 77,7 | 16,6 0,0 83,5 | 1000 0,0 0,0
Bacitracina 38,8 8,3 51,3 | 33,3 0,0 66,6 | 41,1 17,6 294
Oxacilina 333 1,3 638 | 166 16,6 66,6 | 17,6 00 823
Lincomicina 26,3 8,3 63,8 | 0,0 16,6 83,5294 176 529
Tetraciclina 61,1 34,1 34,7 | 33,3 0,0 66,6 | 82,3 158 2,7
Cloranfenicol 65,2 15,2 19,4 | 100,0 0,0 0,0 | 79,5 58 23,5
Gentamicina 86,1 0,0 13,8 | 83,5 0,0 16,6 | 82,3 0,0 15,8
Ampicilina 40,2 0,0 59,7 | 16,6 0,0 83,5 | 23,5 0,0 76,4
Eritromicina 48,6 12,5 381333 166 50,0 | 294 294 41,1
Enrofloxacina 86,1 5,5 8,3 | 66,6 16,6 16,6 | 70,5 235 0,0
Vancomicina 43,0 5,5 51,3 1333 0,0 66,6 | 47,0 0,0 52,9
Estreptomicina | 76,3 1,3 20,8 | 50,0 0,0 50,0 | 64,7 0,0 294
Penicilina 25,0 0,0 75,0 | 16,6 0,0 83,3 | 235 00 76,4

S-sensivel; SI- sensibilidade intermediaria; R- resistente



CONCLUSOES

A mastite clinica e subclinica esta presente nas bufalas leiteiras da Baixada

Maranhense, com predominancia da mastite subclinica;

Os agentes microbioldgicos isolados dos casos de mastite bubalina foram:
Staphylococcus, Streptococcus, Coryneobacterium, E. coli e outras

Enterobactérias;

Foi encontrado residuo de antibiéticos nas amostras de leite, sendo
necessaria a conscientizacdo tanto dos produtores quanto do mercado

consumidor, enfatizando todos os prejuizos causados;

As cepas de Staphylococcus coagulase positivo, Staphylococcus coagulase
negativo e Staphylococcus aureus apresentaram multiresisténcia aos

antimicrobianos testados;

O principio de escolha para o tratamento das mastites em bubalinos

causada por Staphylococcus foi norfloxacina.



CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do maior valor nutritivo e rendimento industrial do leite de bufala quando
comparado com o leite de vacas e do crescimento de sua exploragdo no pais, pouco
se tem feito para regulamentacdo de normas de padrdo de identidade e qualidade
do leite bubalino, o que dificulta a realizagdao de medidas de controle e fiscalizag&o

aliada a falta de padrdes a serem seguidos.

Especial orientacdo e apoio devem ser dados aos produtores de leite para prevenir
e controlar as infecgdes intramamarias nos rebanhos, visando melhorar a qualidade
do leite consumido e atender a populacdo consumidora deste produto de forma
satisfatoria. Para tanto, é necesséria uma série de medidas de controle em todas as
etapas da cadeia de producdo, assim como é fundamental a realizacdo de andlises

microbiolégicas periddicas.

Ressalta-se a importancia dos agentes isolados nesses estudos estarem envolvidos
na transmissdo da doenca para o homem, sendo indispensaveis os cuidados
preventivos relacionados a transmissdo desses agentes patogénicos pela ingestéao

do leite e seus derivados contaminados;

H& necessidade de implantar o programa de monitoramento de residuos e a
sensibilizacdo dos produtores e Médicos Veterinarios quanto ao uso dos

antimicrobianos no tratamento das infecgdes dos animais.



APENDICES



APENDICE A
QUESTIONARIO Ne

RELATIVO A PROPRIEDADE:

1.Nome da propriedade:

2.Enderego:

3.Nome do proprietério:

4. N? total de animais:

RELATIVO A PRODUCAO DE LEITE:
5. N de animais em lactagéo:
6. Volume médio de leite: litros/ dia

7. Tipo de ordenha: () mecanica () manual

Horario da coleta: __: horas

Diadacoleta: _/ /

RELATIVO AO MANEJO DE ORDENHA

8. Realiza pré e p6s — dipping ?( ) Sim () Nao

Se sim, o que utiliza?

9. Utiliza pano na secagem das tetas? () Sim () Nao

10. Realiza limpeza e desinfeccao das instalagdées? () Sim () Nao

Se sim, o que utiliza?
11. Utiliza a caneca telada e CMT para diagnéstico de mastite antes da ordenha?
() Sim () Nao

Se sim, qual a frequéncia ?

12. Utiliza a antibioticoterapia no tratamento de mastite? () Sim () Nao

Se sim, o que utiliza?




13. Realiza a antibioticoterapia em vacas secas? ()Sim () Nao

Se sim, o que utiliza?

14. Onde é armazenado o leite ordenhado?

15. Qual é a origem da agua utilizada na sala

ordenha?

RELATIVO A SALA DE ORDENHA

16. Faz controle de moscas? () Sim () Nao
17. Excesso de umidade? () Sim () Nao
18. Acumulo de dejetos? () Sim () Nao

19. Qual o tipo de piso?

RELATIVO AO ORDENHADOR

20. Fardamento completo e limpo? () Sim () Nao
21. Unhas curtas, sem esmalte e limpas? () Sim () Nao
22. Lavas as maos antes da ordenha? () Sim () Nao

23. Sabe o significado de CCS? () Sim () Nao

Responsavel pelo preenchimento do questionério

de



APENDICE B

Diagnodstico da mastite clinica e subclinica em bufalas pertencentes a
propriedades leiteiras da Baixada Maranhense

Resultado negativo no teste da caneca
telada.

Realizagdo do teste CMT. :
Resultado negativo no CMT.

Resultado positivo no CMT.




APENDICE C

Isolamento e identificacao dos micro-organismos em amostras de leite
oriundas de bufalas com mastite.

Crescimento de Staphylococcus em

, Crescimento em Agar Sangue (com
Agar Baird- Parker

hemodlise)

Staphylococcus sp. Streptococcus sp. Coryneobacterium sp.

Escherichia coli




APENDICE D

Provas Bioquimicas realizadas para a confirmacao das cepas de
Staphylococcus coagulase positivo, Staphylococcus coagulase negativo e
Staphylococcus aureus

Coagulase
negativa

Catalase
positiva

Prova de catalase Prova de coagulase livre

Coagulase
positiva

b

Prova de Voges - Proskauer (resultado negativo a esquerda e positivo a direita)

Fermentacio do manitol em aerobiose Fermentagdo dos aglicares em anaerobiose




APENDICE E

Testes realizados para a pesquisa de antibioticos nas amostras de leite
coletivas de propriedades leiteiras da Baixada Maranhense e antibiograma
realizado com cepas de Staphylococcus

/

Resultado positivo no
teste Delvotest SP - NT

HT

Resultado negativo no
teste Delvotest SP - NT

Resultado positivo no

Linha
controle

teste Twinsensor -BT 20

Resultado negativo no
teste Twinsensor -BT 20

Resultado positivo no teste Eclipse 50 Resultado negativo no teste Eclipse 50

Antibiograma
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Apresentacao

Com o aumento do consumo e da producao do leite, surgiu a
necessidade de melhoria na qualidade do leite fornecido a
populacdao, que cada vez mais exigente, busca um produto
saudavel. Atenta a esta realidade, este Manual do ordenhador
visa a melhoria das condicoes de vida de produtores de leite, pois
possibilita a manutencao deles na cadeia produtiva do leite com

um produto de qualidade.

Desenvolvido e validado a partir de pesquisa realizada em
propriedades bubalinas pertencentes a Regidao da Baixada
Maranhense, a elaboracao deste manual representa a soma de
esforcos entre produtores, ordenhadores, alunos, e professores da
Universidade Estadual do Maranhao-UEMA, para disponibilizar
um material de apoio, acessivel e aplicavel na busca de um
produto de qualidade. Sentindo a auséncia de trabalhos sobre a
obtencao de leite de qualidade no Estado do Maranhao, decidimos
publicar o presente trabalho. Foi redigido em linguagem simples e
reforcado com imagens fotograficas para permitir facil

entendimento do seu conteudo.
Boa leitura e Bom Trabalho!

Nara Andréa Franco Santos

Médica Veterinaria- UEMA



E aquele leite produzido por bifalas sadias e bem
alimentadas, que conserva as qualidades nutritivas ao longo

de todas as etapas de sua obtencao e nao apresenta riscos

para a saude humana quando consumido.

FATORES QUE AFETAM A QUALIDADE DO LEITE:

4 N

e presenca de colostro*;

e falta de higiene na ordenha e nos equipamentos
usados;
e leite com mastite;
e demora no processo de resfriamento do leite;
e alimentagdo da bufala em produgdo.

\ J

*Colostro — E o leite grosso,

amarelado e cremoso, obtido na
primeira ordenha apds o parto. E
muito rico em substdncias de defesa
(anticorpos), as quais permitem ao
bezerro recém-nascido defender-se
do ataque de doengas.

WWW.GOOGLE.COM



O ordenhador deve ser cauteloso no manejo com as bufalas e
realizar a mesma rotina durante todas as ordenhas. Um bom

ordenhador deve adotar alguns procedimentos importantes

para ajudar obter leite de qualidade, dentre eles:

e apresentar bons habitos de higiene (roupa limpa, botas de
borracha, cabelos e unhas cortadas);

e lJavar as maos antes e durante a ordenha e sempre que sujar
as maos;

e apresentar bom nivel de conhecimento técnico.

Fonte: www.google.com.br



E a inflamacdo da glandula mamaria provocada por bactérias ou
pancadas. Leite com alta contagem de células somaticas pode
indicar que a vaca esta com mastite. Quanto a forma de

manifestacdo (grau de inflamacao) a mastite pode ser clinica ou

subclinica.

Mastite clinica: é aquela possivel de ser observada a olho nu.
Observa-se inchaco, endurecimento e aumento de temperatura do
quarto mamario afetado.

Mastite subclinica: é aquela que nao pode ser observada a olho

nu, ou seja, os sinais de inflamacao nao sao observados.

Fonte: Santos, 2013.




As células somaticas do leite sdo compostas principalmente de

leucocitos (células “brancas” presentes no sangue e responsaveis
pela defesa do organismo e que aumentam de numero na
presenca de infeccoes) e também células provenientes da
substituicao natural do epitélio mamario. O numero de células
somaticas presentes no leite quantifica a reacao inflamatéria do
ubere em resposta a traumas (pancadas e chifradas), a danos
decorrentes de uma ordenha inadequada e a mastite. No final da

lactacao ocorre um aumento natural na CCS.

Fatores que causam aumento anormal da CCS:

- Sala de ordenha suja e condicoes de estresse;

- Mastite e traumas;

- Problemas na ordenha (manual ou mecanica) devida a
conformacao dos tetos e ubere;

- Desequilibrio alimentar;

- Funcionamento inadequado da ordenhadeira mecanica.




> Bufalas com mamite chega a produzir até 25%
menos leite do que quando ela esta sadia;

> Ocorrem perdas também com desclassificacao e
descarte de leite, gastos com antibioticos e
servicos veterinarios, perdas de tetos e descartes e

mortes de animais;

» A mudanca na composicao do leite causada pela

mastite afeta sua qualidade e interfere nos
processos de fabricacao dos produtos lacteos como

o queijo e iogurte.




Procedimentos iniciais:

» Conduza os animais com tranquilidade para que se tenha
um animal calmo, o que facilita o manejo e a descida do

leite;

www.google.com

> Retina o material necessario: Balde, latao, filtro, caneca
de fundo escuro, papel-toalha, balde com agua clorada,

corda ou peia e banquinho;

Fonte: www. google.com



» Verifique se os vasilhames usados para a ordenha estao

limpos e secos;

» Use roupa limpa, ideal para a
ordenha, botas de borracha e
boné ou touca para cobrir os
cabelos, evitando que eles caiam

no leite;

> Prenda o banquinho proprio para

ordenha a altura do quadril;

» Amarre as bufalas;

» Coloque o bezerro para apojar;
Isso ajuda na liberacao de hormonios
envolvidos no processo de descida do

leite.

> Lave bem as maos com agua e
sabao, as unhas devem estar

sempre aparadas e limpas;

www.google.com

Sabe-se que as
bufalas sentem
prazer de ficar em
ambientes
alagados, muitas
vezes chegando ao
curral muito sujas.
Caso isso aconteca,
é de extrema
importancia que se
banhem essas
bufalas antes da
ordenha. Esse
procedimento
proporciona a esses
animais conforto
térmico, maior
higiene, espanta ou
elimina as moscas,
além de aumentar a
producao e a
qualidade do leite.
As bufalas na hora
da ordenha devem
estar enxutas. A
umidade excessiva
nos uberes, na hora
da ordenha, facilita
a contaminacao dos
tetos e do leite por
bactérias.




1° - Teste de mastite clinica, com a caneca de fundo escuro
(também chamada de caneca telada), para observacao de
possiveis alteracdoes no leite como coloracdo, grumos, pus e
sangue;

Retire os trés primeiros jatos de leite de cada teto em uma caneca

de fundo escuro e observe o seu aspecto.

O leite alterado nao pode ir
para o latao ou tanque. O leite
acumulado na caneca durante

a ordenha deve ser

'

descartado.

¥ Fonte: Santos, 2013

Se estiver alterado, com presenca de

grumos, pus, amarelo ou aquoso, € sinal de mastite clinica.

Fonte: www. google.com




2° - Teste de mastite subclinica

O teste conhecido como California Mastitis Test (CMT) € um teste
que estima a contagem de células somaticas (CCS) do leite, € de
facil execucao, barato e realizado nos quatro tetos. Este teste deve
ser realizado mensalmente. Caso haja ocorréncia frequente de
mamite clinica, o CMT deve ser realizado de 15 em 15 dias. No
entanto nao deve ser usado no periodo de colostro e/ou no final
da lactacao, quando naturalmente ocorre um aumento fisiolégico
de leucocitos. A sequéncia de fotos abaixo mostra como deve ser

feito este teste.

www. google.com

www. google.com www. google.com




2° - Pré-dipping: ira proporcionar melhor qualidade no leite. O
sanitizante usado nos tetos das bufalas deve demorar tempo
suficiente para matar as bactérias ali existentes (minimo de 30
segundos). Posteriormente, seque bem os tetos com papel toalha,
pois gotas de agua podem cair no leite durante a ordenha e

contamina-lo.

De preferéncia usar uma
folha de papel toalha
para cada teto, nunca
esfregando esse de baixo
para cima. Terminado
esses procedimentos,
inicie a ordenha manual
ou coloca-se o conjunto

de teteiras (no caso de

ordenha mecanica).

Fonte: WWW. google. com

3° - Retire o leite

A retirada do leite deve ser de forma constante e sem interrupcao.
Utilize balde semi-aberto ou meia-lua, em bom estado de
conservacao e limpeza e evite que sujeiras caiam no balde

durante a ordenha.

4° - pos- dipping

Desinfete as tetas com produto apropriado, adquiridos para esta
finalidade em lojas de produtos veterinarios. Pode-se utilizar
solucoes a base de iodo glicerinado 0,5 a 1%, clorexidine 0,5 al%,

hipoclorito a 4% ou acido sulfénico a 1,94 %.



IMPORTANTE:

O LOCAL DE ORDENHA DEVE SER LIMPO, SECO, AREJADO E DISTANTE DE
CHIQUEIROS, GALINHEIROS E FOSSAS, QUE FAVORECEM A PROLIFERACAO DE
MOSCAS.

DIARIAMENTE REMOVA OS ESTERCOS E LAVE A SALA DE ORDENHA COM AGUA
CORRENTE, LAVE E DESIFENTE OS BALDES E 0S LATOES AO FINAL DA ORDENHA,
MANTENDO-OS DE BOCA PARA BAIXO, EM LOCAL LIMPO E SECO.

5° - Coe o leite

Coe o leite utilizando filtro de nylon, aco inoxidavel, aluminio, ou
plastico atéxico, nunca em pano. O latao e o filtro devem estar em

bom estado de conservacao e limpeza.

Fonte: www.google.com

6° - Forneca alimentacao para as bufalas apos a ordenha
O orificio dos tetos permanece aberto e micro-organismos podem
entrar na glandula mamaria e causar mastite. O orificio se fecha

completamente depois de duas horas.



7° - Resfrie o leite

Entregue ou coloque o leite o mais rapido possivel para resfriar. O
leite deve ser refrigerado maximo, trés horas apos a ordenha. De
acordo com a legislacao (Instrucao Normativa n° 62 do Ministério
da Agricultura, e Abastecimento-MAPA, 2011), o leite deve ser

conservado em tanque de refrigeracao em temperatura de 4°C.

ZOMR

Fonte: www. google.com

As bactérias estao
presentes na dgua, no ar,
na terra, no capim, nos
pélos e nos tetos da
Leite resfriado paralisa a multiplicagao das bactérias, assim bufala, nas fezes, na urina,
a qualidade do leite é mantida! naroupa e nas maos do
ordenhador, nos insetos e
nos equipamentos de
ordenha sujos. Algumas
estragam os alimentos, é o
caso das que se
alimentam do leite. O leite
atacado pelas bactérias
fica com sua qualidade
ruim.

SVE



9° - Realize a limpeza do local de ordenha, equipamentos e

utensilios

Mantenha o local de ordenha sempre limpo e seco. Terminada a ordenha
lave cuidadosamente os latdes, baldes e coadores. Equipamentos e
utensilios mal lavados sdo causas importantes da contaminacdo do leite na

fazenda. Nao deixe restos de leite secarem no balde ou nos latoes.

Diariamente, antes de colocar o leite no tanque de resfriamento, faca a
desinfec¢do do tanque com uma solugéo clorada. Em seguida, enxdgiie
muito bem para escorrer toda a dgua e eliminar completamente o
residuo da solugdo clorada. O tanque deve estar completamente seco

antes de receber novo carregamento de leite.

Ordenha mecanica

As bufalas aceitam bem a ordenhadeira mecanica sendo
utilizados os mesmos equipamentos desenvolvidos para o gado
bovino devendo, porém, ser respeitadas as recomendacoes do
fabricante do equipamento de ordenha com relacao a limpeza,
manutencao e troca de pecas, principalmente componentes

plasticos e de borracha, sujeitos a desgaste natural.



IMPORTANTE:

Antibioticos sao medicamentos usados para tratar doencas
infecciosas causadas por bactérias. A infeccao mais comum
tratada com antibiotico em vacas € a mamite. Quando se
aplica antibiotico em uma biufala, o leite que ela produz
passa a conter residuos desse antibiotico durante um
determinado tempo. Durante esse tempo, o leite nao deve
ser aproveitado ou vendido. E muito importante seguir as
informacoes do fabricante quanto ao periodo de caréncia do

produto.

O leite com antibidtico nao deve ser aproveitado, porque
pode causar alergias em quem beber o leite; desenvolver
resisténcia em bactérias causadoras de doencas; prejudicar
o crescimento dos fermentos usados na fabricacao de
queijos e iogurtes, trazendo prejuizos as industrias e ao

produtor.



ATENCAO!
N3ao mande para o laticinio:
1. leite de bufalas com mastite;

2. leite de bufalas tratadas com medicamentos que
possam ser eliminados pelo leite;

3. leite que fica na caneca telada de fundo preto;

4. colostro.
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DIRETRIZES PARA AUTORES

Os trabalhos podem ser redigidos em portugués, inglés. Os nomes dos autores,
bem como a filiagdo institucional de cada um dos mesmos, devem ser inseridos
nos campos adequados a serem preenchidos durante a submisséo, e ndo devem
aparecer no arquivo. Ciéncia Animal Brasileira sugere que o0 nUumero maximo de
autores por artigo seja de 6 (seis). Artigos com numero superior a 6 (seis) serao
considerados excecdes e avaliados pelo Conselho Editorial e, se necessario,
solicitada a corregdo. O nao atendimento de tal proposta pode implicar em recusa
de sua publicacdo. Sugere-se um numero maximo de 20 paginas e as figuras,
gréficos e tabelas devem ser colocados no corpo do texto onde forem citados. E
importante ressaltar que pesquisas feitas com animais devem citar a aprovagéao da
pesquisa pelo Comité de Etica em Pesquisas com Animais da instituicdo onde foi
realizada a pesquisa. A falta dessa aprovagao impede a publicacdo do artigo. Os
textos devem ser organizados da seguinte forma:

Para submissbes em portugués:

Titulo em portugués: Fonte Times New Roman 14, caixa alta, centrado,
negrito; Resumo: Fonte Times New Roman 11, espaco 1, justificado, com um
maximo de 200 palavras;

Palavras-chave: idem, e no maximo 5 palavras chave;

Titulo em inglés: Fonte Times New Roman 12, caixa alta, centrado;

Abstract (e nao Summary): Fonte Times New Roman 11, espago 1, justificado;
Keywords: idem

Introducao: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagcamento 1,5;

Material e Métodos: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;



Resultados e Discussao: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento
1,5 (Preferivelmente evitar a separacao destes topicos)

Conclusoées: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;

Agradecimentos: (opcional) Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento
1,5;

Referéncias: (e ndo bibliografia) Usar fonte Times New Roman 11, espaco 1 entre
linhas e colocar espago 6 pontos acima e abaixo do paragrafo. As referéncias devem
estar em ordem alfabética pelo sobrenome do primeiro autor, seguindo a NBR 6023,
da ABNT. Nao colocar nenhum tipo de recuo no paragrafo.

Para as submissdes em lingua inglesa, a tipografia e espacamentos sdo o0s
mesmos, na seguinte sequéncia:

Titulo em inglés (Title);

Abstract;

Keywords;

Titulo em portugués (obrigatorio);
Resumo em portugués (obrigatoério);
Palavras-chave;

Introduction;

Material and Methods;

Results and Discussion;
Conclusions;

Acknowledgments (opcional)
References

Artigos do tipo Nota Cientifica, Relato de Caso e similares ndo estdo sendo
aceitos para submissdo. Artigos de Revisao de Literatura somente serado
publicados quando solicitados por convite do Conselho Editorial.

A utilizacao de referéncias a partir de resumos simples ou expandidos e trabalhos
completos em anais de eventos €, em muitas ocasides, de dificil recuperagéo.
Solicitamos que os autores reduzam ao maximo o numero desse tipo de citagéo e,
quando o fizer, obrigatoriamente, citem as paginas eletrénicas para recuperacao
desses documentos.

Com relagcdo as teses, dissertacbes, monografias e documentos semelhantes
também deve ser seguido o mesmo procedimento, pois existe o cadastro nacional
de teses da CAPES e os bancos locais das universidades que publicam esses



documentos no formato .pdf. Documentos dessa natureza com mais de cinco anos
de conclusao costumam ser de dificil resgate. Além do mais, costumam gerar artigos
em revistas cientificas e técnicas, cujo acesso, normalmente, é mais facil.Solicita-se,
também, priorizar referéncias de periddicos, e ndao de livros-texto. O editor cientifico
pode solicitar essas informagcdes no momento de sua editoragdo. Seu atendimento
agilizard a sua publicacdo. O processo de resgate facil das informacdes é o ponto
principal de uma referenciacéo bibliogréfica, técnica ou eletrénica.

Exemplos de referéncias

Trabalho em Periddicos:

PRADO, O.P.P.; ZEOULA, L.M.; MOURA, L.P.P. FRANCO, S. L.; PRADO, I. N. do;
JACOBI, G. Efeito da adicdao de prépolis e monensina sodica na digestibilidade e
caracteristicas ruminais em bubalinos alimentados com dietas a base de
forragem. Revista Brasileira de Zootecnia, v.39, n.9, p.2055-2065, 2010.

Livros:

BURLEY, R.W.; VADEHRA, D.V. The Avian Egg: Chemistry and Biology. John
Wiley and Sons, New York, NY, 372p, 1989.p 68-71.

CONDICOES PARA SUBMISSAO

Como parte do processo de submissdo, os autores sao obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos
autores.

1. A contribuicdo € original, e ndo esta sendo avaliada para publicagéo por outra
revista.

2. Os autores devem estar cientes de que sdo os responsaveis diretos por todo
o conteudo de seu artigo.

3. Os arquivos para submissao estdo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou
RTF (desde que néao ultrapasse os 2MB). No arquivo da submissao, excluir
apenas 0s nomes e identificacdo dos autores, todos os outros elementos
(titulo em portugués e em inglés, resumo, palavras chave, abstract e
keywords) devem permanecer no arquivo. O preenchimento do cadastro inclui
todos os autores envolvidos (maximo de 6 autores), selecionando o contato
principal. Atentar para o item 6 destas normas.

4. Todos os enderecos de URLs no texto (Ex.:http:/www.ibict.br) estdo ativos
e prontos para clicar.

5. O texto esta em espaco 1,5 com linhas numeradas; usa uma fonte de 12-
pontos Times New Roman; emprega italico ao invés de sublinhar (exceto em
enderecos URL); com figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo em seu final.

6. O texto segue os padroes de estilo e requisitos bibliograficos descritos
em Diretrizes para Autores, na secdo Sobre a Revista.

7. A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da opcao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista,
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file:///H:/NORMAS%20DA%20REVISTA%20CIENCI%20ANIMAL%20BRASILIERA_files/NORMAS%20DA%20REVISTA%20CIENCI%20ANIMAL%20BRASILIERA.htm

caso submetido para avaliacao por pares (ex.: artigos). Os nomes de TODOS
os autores, com sua respectiva identificagcao institucional, foi cadastrada nos
metadados da submissao, usando a opcao incluir autor. Em caso de citacao
de autores, "Autor" e ano sao usados na bibliografia, ao invés de Nome do
autor, titulo do documento, etc.

8. Nos casos de artigos que envolvam pesquisa com animais, € obrigatdria a
insercao da aprovacao pelo Comité de Etica da instituicdo de origem do
trabalho

DECLARACAO DE DIREITO AUTORAL

Autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:

a. Autores mantém os direitos autorais e concedem a revista o direito de
primeira publicagdo, com o trabalho simultaneamente licenciado sob
a Licenca CreativeCommonsAttribution que permite o compartilhamento do
trabalho com reconhecimento da autoria e publicag&o inicial nesta revista.

b. Autores tém autorizacdo para assumir contratos adicionais separadamente,
para distribuicdo n&do-exclusiva da verséo do trabalho publicada nesta revista
(ex.: publicar em repositério institucional ou como capitulo de livro), com
reconhecimento de autoria e publicacao inicial nesta revista.

c. Autores tém permisséo e sdo estimulados a publicar e distribuir seu trabalho
online (ex.: em repositdrios institucionais ou na sua pagina pessoal) a
qualquer ponto antes ou durante o processo editorial, j& que isso pode gerar
alteragdes produtivas, bem como aumentar o impacto e a citagdo do trabalho
publicado (Veja O Efeito do Acesso Livre).

POLITICA DE PRIVACIDADE

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para
0s servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras
finalidades ou a terceiros.


http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://opcit.eprints.org/oacitation-biblio.html

ANEXO B
NORMAS DA REVISTA

PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA

Os trabalhos para submissao devem ser enviados por via eletronica, através
do e-mail <jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com os arquivos de texto na
versao mais recente do Word. Havendo necessidade (por causa de figuras
“pesadas”), podem ser enviados em CD pelo correio, com uma via impressa,
ao Dr. Jirgen Débereiner, Revista PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA,
Caixa Postal 74.591, Seropédica, RJ 23890-000. Devem constituir-se de
resultados de pesquisa ainda ndo publicados e ndo considerados para publicacao
em outra revista.

Para abreviar sua tramitacao e aceitacao, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentacao da revista (www.pvb.com.br)
e o modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas
de apresentacéo, serao devolvidos aos autores para a devida adequacao.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob forma
de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de paginas do trabalho
enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou
a metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia
serdo recebidos para submissdo somente os da area de Animais Selvagens.

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

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

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

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho; porme-
nores de identificacao cientifica devem ser colocados em MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto para
facilitar sua identificacéo cientifica, como para as citagbes bibliograficas. Em muitos
casos isto significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e abreviar os
demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;

Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.;

Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso

Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou

mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para

facilitar, inclusive, a moderna indexag¢ao, recomenda-se que os trabalhos tenham

0 maximo de 8 autores;




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

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

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

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

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

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

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

J) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e a que
tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfa-
beticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos 0s
autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem cronoldgica
quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicacdo e, abreviado ou
por extenso (se tiver davida), o nome da revista ou obra, usando as instrucdes do
“Style Manual for Biological Journals” (American Institute for Biological Sciences), o
“Bibliographic Guide for Editors and Authors” (American Chemical Society, Wa-
shington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao de
fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrugoes
aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria,
corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2 cm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve
ser formatado em duas colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final
(logo apés as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive gréficos) devem ter seus
arquivos fornecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho,
devem ser introduzidos através da ferramenta “Inserir’” do Word; pois imagens
copiadas e coladas perdem as informagOes do programa onde foram geradas,
resultando, sempre, em ma qualidade;




b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de
rodapé serao numeros ardbicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase
que motivou a nota. Essa numeracdo sera continua por todo o trabalho; as notas
serdo lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada.
Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissdes
serdo feitas pelos respectivos numeros e, sempre que possivel, na ordem crescente
destes. ABSTRACT e RESUMO seréao escritos corridamente em um sé paragrafo e
nao deverdo conter citagdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional com-
pleto de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como
e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacéao de endereco
para envio do fasciculo impresso);

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

e) citagcbdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até
trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais o0 ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por
esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do acréscimo de letras
mindsculas ao ano, em ambos. Trabalhos nao consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva
referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho
que serviu de fonte, sera incluida na lista uma s6 vez. A mencao de
comunicagao pessoal e de dados nao publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais,
como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagbes de trabalhos colocados
entre parénteses, nao se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem
ponto-e-virgula apos cada ano; a separacao entre trabalhos, nesse caso, se fara
apenas por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves
1974, Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

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

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem obtidas
através de cameras digitais (com extensao “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados
como obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em papel ou outro
suporte, deverao ser anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor.
Nesse caso, cada Figura serd identificada na margem ou no verso, a trago leve de
lapis, pelo respectivo numero e o nome do autor; havendo possibilidade de duvida,
deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra “pé”. Os graficos devem ser
produzidos em 2D, com colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas.
A chave das convencdes adotadas sera incluida preferentemente, na area da
Figura; evitar-se-4 o uso de titulo ao alto da figura. Fotografias deverao ser
apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em
diapositivos (“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias
deverdo ser colocados em envelope.




Na versao online, fotos e graficos poderdao ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressédo das figuras
poderd ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com
independéncia do texto) e serao apresentadas no final do trabalho.

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



