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RESUMO 
 

LIMA, D.M. Adaptação do método da redutase para avaliação da sensibilidade 
antimicrobiana em leite de vacas com mastite. Dissertação (Mestrado em Medicina 
Veterinária). Instituto de Veterinária, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 
Seropédica, RJ, 2009. 
 
Considerando a complexidade para realização do diagnóstico microbiológico e do 
antibiograma na rotina das propriedades leiteiras propomos a adaptação da prova da redutase 
utilizando o azul de metileno como indicador de atividade bacteriana para verificar a 
sensibilidade de bactérias causadoras de mastite a agentes antimicrobianos comerciais. Para 
esta finalidade amostras de leite de vacas com mastite clínica e subclínica foram avaliadas 
quanto ao tempo de redução do azul de metileno (TRAM) 0,02% com e sem a adição de 
agentes antimicrobianos em diferentes etapas. Inicialmente, amostras de leite de vacas com 
mastite subclínica foram avaliadas quanto ao TRAM frente aos antibióticos contidos nas 
principais formulações antimastíticas disponíveis no mercado, em três concentrações 
diferentes em relação ao controle adicionado de azul de metileno (AM). Num segundo 
momento foram avaliados o efeito do tempo de ação dos antibióticos sobre as bactérias do 
leite em relação ao TRAM e o efeito da temperatura. Não houve diferença significativa 
quanto ao TRAM em relação aos volumes de antibióticos e do AM, bem como da temperatura 
de incubação. Contudo o TRAM foi diferente entre os diferentes antibióticos. 
Estatisticamente determinou-se a partir da média do TRAM das amostras tratadas em relação 
aos controles a sensibilidade aos antibióticos adicionados. A eficácia clínica da prova da 
redutase foi testada em 26 vacas com mastite clínica tratadas aleatoriamente com formulações 
antimastíticas disponíveis no comércio local. Paralelamente amostras do leite de cada vaca 
tratada foram encaminhadas para cultura, identificação e teste de sensibilidade in vitro. Sete 
dias após a última aplicação intramamária, os animais foram avaliados pelo teste da caneca de 
fundo escuro e CMT efetuando-se a avaliação da sensibilidade pelo TRAM 
comparativamente ao antibiograma. Os testes foram concordantes com os resultados do teste 
clínico e sem diferença significativa. O teste da redutase mediante adição de antibióticos 
mostrou ser útil na escolha do antimicrobiano a ser utilizado no tratamento do quarto mamário 
afetado por mastite clínica ou subclínica. 
 
Palavras-chave: mastite, antibiograma, redutase, azul de metileno 
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ABASTRACT 
 

LIMA, D. M. Reductase method adaptation to evaluate antimicrobial sensibility in mastitic 
milk. Dissertation (Masters in Veterinary Medicine). Institute of Veterinary, Universidade 
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2009. 
 
In this study we propose to adapt the reductase test using methylene blue as an indicator of 
bacterial activity to verify the sensitivity of mastitis-causing bacteria to trade antimicrobial 
agents due to the difficulty in microbiological diagnosis and antibiogram in the routine of 
dairy farms. For this, samples of milk from cows with subclinical and clinical mastitis were 
evaluated on the reduction time of methylene blue (RTMB) 0.02% with and without the 
addition of antimicrobial agents in different stages. First, milk samples from cows with 
subclinical mastitis were evaluated for RTMB front of five antibiotics available on the market 
in three different concentrations compared to control with the addition of methylene blue 
(MB). A second step were evaluated the effect of time of action of antibiotics on bacteria in 
milk in relation to the RTMB and the effect of temperature. There was no significant 
difference in the RTMB over volumes of antibiotics and the MB and the incubation 
temperature. However, the RTMB was different among the different antibiotics. The 
sensitivity to antibiotics added was determined statistically from the average of the RTMB 
treated samples compared to controls. The clinical efficacy of the reductase test was evaluated 
in 26 cows with clinical mastitis treated randomly with commercially available antibiotics. At 
the same time, samples of milk from each cow treated were sent for culture, identification and 
in vitro sensitivity testing. Seven days after the last intramammary treatment, animals were 
assessed by the wired cup test and CMT comparing the sensitivity of the TRAM relation to 
antibiogram. The tests were consistent with the results of the clinical test and no significant 
difference. The reductase test by addition of antibiotics proved to be useful in the choice of 
antimicrobial use in the treatment of mammary quarter affected by clinical or subclinical 
mastitis. 
 
Key words: mastitis, antibiogram, reductase, blue methylene 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A mastite, considerada mundialmente a doença de maior impacto nos rebanhos 

leiteiros, devido à alta prevalência e prejuízos econômicos que acarreta, caracteriza-se não 
somente pela perda da capacidade secretora da glândula mamária, mas também por alterações 
físicas, químicas e bacteriológicas do leite. Além disso, o risco de veiculação de 
microrganismos patogênicos e/ou suas toxinas através do leite reforçam a importância das 
mastites e suas implicações em Saúde Pública. O tratamento por outro lado também tem 
sérias implicações em Saúde Pública, devido sobretudo, à presença de resíduos de antibióticos 
no leite representada pela freqüente inoculação intramamária de antibióticos. 

O diagnóstico de mastite clínica é simples em função das alterações que acarreta na 
mama e no leite. Entretanto para mastites subclínicas, sobretudo crônicas, os métodos de 
diagnóstico incluem exames microbiológicos, métodos químicos indiretos e a contagem de 
células somáticas do leite dos quartos mamários individuais, dos animais ou do rebanho. 

O controle da mastite e a cura dos animais infectados constituem um dos maiores 
problemas da pecuária leiteira e a principal causa para o tratamento de vacas em lactação. O 
isolamento microbiano e o antibiograma de amostras de leite coletadas assepticamente é o 
método padrão para determinação da saúde do úbere e diagnóstico da mastite bovina, de 
modo que medidas de controle possam ser implementadas com maior eficiência. Existe, no 
entanto, uma grande discussão em torno do emprego do diagnóstico laboratorial de mastites 
na rotina de granjas leiteiras, principalmente no que se refere ao alto custo do exame e 
urgência na escolha da terapia. 

Uma vez detectada a mastite, alguns fatores como espectro de ação, adequação ao 
manejo, tempo para comercializar o leite, resultados de sensibilidade, natureza da infecção e 
custo-benefício favorável devem ser levados em consideração para a escolha do tratamento a 
ser adotado. É comum, entretanto, que a escolha do antimicrobiano se faça empiricamente, 
por indisponibilidade temporária ou definitiva de dados laboratoriais. Estas indicações 
favorecem o surgimento de resistência bacteriana e a eficácia é afetada por fatores diversos. 

Muitos estudos foram desenvolvidos visando avaliar a sensibilidade in vitro de 
agentes isolados do leite de vacas com mastite. Os resultados são divergentes segundo a 
região, os agentes etiológicos envolvidos e os antimicrobianos testados. 

Na literatura revisada há poucos estudos comparando a sensibilidade in vitro e eficácia 
em testes clínicos. No entanto é comum os autores mencionarem que em muitas situações um 
antibiótico apresenta-se sensível no teste in vitro, porém não tem boa eficácia in vivo. 

Verifica-se atualmente que apesar da disponibilidade de vários antimicrobianos para 
tratamento da mastite, o problema de resistência acentuou-se pelo uso indiscriminado e 
inadequado de antibióticos. A preocupação crescente com a presença de resíduos no leite gera 
uma busca por métodos alternativos para a abordagem clássica dos antibióticos. 

O leite por sua riqueza de nutrientes é um meio de cultura ideal para a maioria dos 
microrganismos e sua multiplicação é rápida, se a temperatura for adequada.  

O teste de redutase constitui um método indireto bastante simples e rápido para 
estimar a qualidade higiênica e bacteriológica do leite cru, em função do crescimento de 
microrganismos no leite provocar o consumo do oxigênio presente no meio. Esse fenômeno 
leva à produção de substâncias redutoras, diminuindo o potencial óxido-redutor que pode ser 
avaliado através da adição de uma substância indicadora como azul de metileno (AM). Em 
um meio contento bactérias, o AM age como aceptor de elétrons, reduzindo-se e tornando-se 
incolor. Em geral, o tempo de redução é inversamente proporcional ao número de bactérias 
presentes na amostra no início da incubação e pode variar em função da taxa metabólica dos 
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diversos microrganismos que produzem substâncias redutoras no leite bem como com a 
presença de antibióticos na amostra. 

Considerando a complexidade relacionada à realização do diagnóstico microbiológico 
e antibiograma na rotina das propriedades leiteiras propomos a adaptação da prova da 
redutase para avaliação da sensibilidade de bactérias causadoras de mastite a agentes 
antimicrobianos comerciais visando identificar de forma simples e rápida um antimicrobiano 
efetivo para o tratamento da mastite e assim, contribuir para a redução do tempo de 
diagnóstico, aumento da taxa de cura e melhoria da qualidade do leite. 



2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 2.1 Situação Atual e Perspectiva da Pecuária Leiteira no Brasil 
 

Mundialmente a pecuária leiteira vem apresentando grandes avanços em produção e 
qualidade. Segundo dados da Food and Agriculture Organization (FAO, 2006), o Brasil é o 
sexto colocado no ranking internacional de produção de leite com uma produção que 
representa aproximadamente 5% da produção mundial. Nas Américas, o país é o segundo 
maior produtor e responsável por 67% do volume de leite produzido pelos países do Mercosul 
(NOAL, 2006). 

Dados preliminares do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2006) 
indicam que três importantes fatores marcaram o setor leiteiro na última década: o aumento da 
produção, a redução do número de produtores e o decréscimo dos preços recebidos pelos 
produtores. Outro fator observado é a diminuição da sazonalidade da produção, que indica um 
aprimoramento técnico do produtor. 

Os estabelecimentos agropecuários no Brasil contabilizam mais de cinco milhões de 
propriedades, um aumento de 7,4% em relação ao Censo do IBGE de 1996, devido 
principalmente às divisões de terra por herança e assentamentos de reforma agrária que têm 
ocorrido em todo o país. Os dados mostram, também, que em todo o Brasil, houve redução do 
número de propriedades que se dedicam ao leite, exceto no Distrito Federal, que aumentou 
13%. A atividade leiteira, em 1996, estava presente em 37,2% do total de estabelecimentos 
agropecuários. Em dez anos os estabelecimentos que exercem a pecuária leiteira foram 
reduzidos para 25,8% do total.  

Segundo a Associação Brasileira de Produtores de Leite CNA/DECOM e EMBRAPA, 
cerca de 800 mil produtores de leite vendem menos de 50 litros por dia e possui até dez vacas 
na linha de produção, o que os caracteriza como pequenos produtores de agricultura familiar. 

A produção total de leite nos últimos 12 anos cresceu 49,42% (CARVALHO; 
CARNEIRO, 2009). Nesse período o volume médio por propriedade passou de 28 litros/dia 
para 52 litros/dia, um crescimento de 85,2%. Entre 1997 e 2000 mais de 61 mil produtores 
deixaram de entregar leite aos laticínios, a maioria pequenos produtores familiares que, 
provavelmente, passaram para o mercado informal ou deixaram de produzir leite. Houve 
também modificação na distribuição espacial do rebanho bovino, que se deslocou para a 
Região Norte. Os produtores especializados que investem em tecnologia, economias de escala 
e diferenciação do produto, se concentram em bacias leiteiras tradicionais, com destaque para 
os Estados de Minas Gerais, Goiás, São Paulo, Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul 
(CARVALHO; OLIVEIRA, 2006). 

Como o número de propriedades exercendo pecuária de leite diminuiu, o crescimento 
da produção reflete uma especialização da atividade leiteira no país, e ocorreu graças à adoção 
de técnicas mais avançadas de melhoramento genético, melhor qualidade da alimentação e 
manejo mais adequado que resultou em maior produtividade por unidade de produção e por 
animal (CARVALHO; OLIVEIRA, 2006).  

O uso do conhecimento científico permitiu superar obstáculos no processo produtivo, 
que até então mantinha uma dependência excessiva dos fatores naturais. Novos processos 
técnicos promoveram o aumento da produtividade e redução dos custos, abrindo caminho 
para a lucratividade. Existe ainda um grande número de pequenos produtores que opera com 
baixa produtividade aliada a altos custos, resultantes em parte, da prática extrativista com 
pouca ou nenhuma tecnologia em oposição a outros produtores altamente especializados 
(JANK et al., 1999). 

Visto que a produção por propriedade no Brasil é muito baixa se comparada à média 
de países como Estados Unidos, Nova Zelândia e Austrália, cujas médias estão acima de 2 mil 



4 
 

litros/fazenda/dia, há ainda um longo caminho a percorrer para que a atividade leiteira no 
Brasil se torne eficiente e sustentável.  

 
 2.2 Legislação 

 
Após verificar a insuficiente qualidade do leite produzido no país, o Ministério da 

Agricultura iniciou há cerca de 10 anos uma discussão envolvendo os setores científicos e 
econômicos da pecuária leiteira, buscando alternativas para melhorar a qualidade do leite no 
país. O debate resultou na Instrução Normativa nº 51/2002, que estabelece os requisitos 
mínimos que devem ser observados para produção, identidade e qualidade de leites tipos A, 
B, C, pasteurizado e cru refrigerado, além de regulamentar a coleta de leite cru refrigerado e 
seu transporte a granel (BRASIL, 2002a).  

Outro incentivo à modernização da produção leiteira foi a Resolução nº 3088 
(BRASIL, 2003), que aprovou o financiamento de equipamentos de resfriamento para 
produtores de leite e a coleta a granel. O objetivo dessas medidas foi a adequação das normas 
publicadas no RIISPOA (BRASIL, 1952) às atuais realidades de produção e consumo. As 
principais mudanças foram a implementação de novos padrões de qualidade e a diferenciação 
do pagamento ao produtor.  

Como a intenção é oferecer ao consumidor produtos lácteos de qualidade comparável 
aos países de pecuária leiteira desenvolvida, é importante a análise do leite individual para 
monitorar sua qualidade e identificar problemas, auxiliando os programas de melhoramento 
genético, manejo nutricional e controle e prevenção de mastite (REIS et al., 2007). 

A Rede Brasileira de Laboratórios de Controle da Qualidade do Leite (RBQL) criada 
através da Instrução Normativa 37 (BRASIL, 2002b) conta com oito laboratórios distribuídos 
nas Regiões Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste e tem por finalidade fazer as análises do 
leite cru para contagem de células somáticas (CCS), contagem total de bactérias (CBT) e 
detecção de resíduos de antibióticos. 

Através da nova legislação (Instrução Normativa 51 de 18/09/2002) foi previsto um 
calendário diferenciado em termos regionais para a progressiva adaptação de produtores e 
laticínios às novas exigências de qualidade do leite cru refrigerado, que se estende de 2005 a 
2011 para a região Centro-Sul (Sul, Sudeste e Centro-Oeste) e de 2005 a 2012 para as regiões 
Norte e Nordeste.  

A CCS e CBT que definem, respectivamente, a sanidade do rebanho no que se refere, 
principalmente, à mastite e higiene do processo de obtenção da matéria-prima, bem como o 
resfriamento do leite na propriedade são os principais indicadores dos objetivos a serem 
alcançados pela normativa. 

A legislação define que o leite deve ter as seguintes características sensoriais de 
aspecto, cor, sabor e odor: líquido branco, opalescente e homogêneo, com odor e sabor 
característicos, isento de odores e sabores estranhos. Os contaminantes orgânicos e 
inorgânicos e resíduos biológicos não devem estar presentes em quantidades superiores aos 
limites estabelecidos pela legislação específica e nenhum tipo de aditivo ou coadjuvante é 
admitido, da mesma forma que resíduos de antibióticos e de outros agentes inibidores do 
crescimento microbiano devem estar ausentes. 

O leite obtido deve ser coado em recipiente apropriado e submetido ao resfriamento a 
uma temperatura não superior a 4°C em até três horas após o término da ordenha quando 
armazenado em tanque de refrigeração por expansão direta. Em se tratando de tanque de 
refrigeração por imersão, este deve ser dimensionado de modo que permita refrigerar o leite 
até temperatura igual ou inferior a 7ºC no tempo máximo de três horas após a ordenha 
(BRASIL, 2002a). 
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Das 230 indústrias que analisam o leite no laboratório da Escola Superior de 
Agricultura Luis de Queiroz - Clínica do Leite (ESALQ/USP), apenas 11 (5%) têm programas 
de pagamento por qualidade. O leite produzido por essas empresas tem uma CBT média de 90 
mil UFC/ml, contra 500 mil das que não possuem programas de pagamento por qualidade. 
Difícil haver um argumento melhor para mostrar que, diante de políticas de 
estímulo/penalização, a tendência é haver melhoria da qualidade (NEIVA, 2008).  

 
2.3 Qualidade do Leite 
 
A secreção láctea é importante na nutrição humana e animal e conforme a variação das 

necessidades de alimentação e das preferências do consumidor, o enfoque da produção tem 
sido modificado com o tempo. Nesse sentido, inicialmente houve um interesse no volume de 
leite produzido. Em anos recentes, a composição (gordura, proteína, sólidos totais) e a 
qualidade higiênica do leite (CCS e CBT) passaram a ser determinantes para sua aceitação 
pela indústria e pagamento ao produtor.  

Os laticínios utilizam-se do mecanismo da bonificação por produção e qualidade do 
produto, todavia o que mais pesa é o volume da produção em detrimento da qualidade do 
produto (BEM; FABRINI, 2005). 

De acordo com Relatório Setorial (FINEP, 2008), o processo de modernização do 
setor leiteiro ainda não mostrou resultados em termos de melhoria da matéria-prima recebida 
nos laticínios. No entanto, a “granelização” teve como uma de suas conseqüências a 
eliminação de inúmeros produtores do mercado formal. Os dados justificam ações que 
impeçam a inviabilidade produtiva e apontam para a emergência de iniciativas em apoio ao 
pequeno produtor. 
 
 2.4 Características e Composição do Leite 

 
2.4.1 Definição 

 
Entende-se por leite, sem outra especificação, o produto oriundo da ordenha completa, 

ininterrupta, em condições de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O 
leite de outras espécies deve denominar-se segundo a espécie da qual proceda (BRASIL, 
2002a). 

O leite destinado ao consumo deve ter as seguintes características e propriedades: 
agradável (com preservação das suas propriedades de sabor, cor, odor e viscosidade); limpo 
(livre de sujeiras, microrganismos e resíduos); íntegro (composição correta e conservação 
adequada); seguro (não cause problemas à saúde do consumidor) (BRASIL, 1996). 

O preenchimento desses critérios depende de um programa baseado principalmente na 
prevenção de doenças; adoção de medidas de higiene antes, durante e após a ordenha; 
conservação e transporte em condições adequadas. Para a obtenção da matéria-prima estão 
previstas na nova legislação medidas específicas de controle e profilaxia da mastite. 

 
2.4.2 Composição 
 
Rico em proteínas, energia e minerais, para a espécie humana o leite é um dos 

alimentos mais completos. É indicado para todas as idades e somente em casos limitados há 
restrições de seu uso (NOAL, 2006). 

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

Outros componentes incluem metabólitos de excreção, como a uréia, produto do 
catabolismo dos aminoácidos. Também, alguns metabólitos presentes no sangue por 
desordens metabólicas, podem estar presentes ou aumentados no leite. Assim, em estado de 
cetose, podem aparecer corpos cetônicos no leite, principalmente o beta-hidroxibutirato 
(WITTWER, 2000). 

 2.5 Microrganismos do Leite 

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

As bactérias do leite podem ser classificadas de acordo com a temperatura de seu 
melhor crescimento em psicrófilas, mesófilas e termófilas. Além destas outras categorias de 
bactérias são importantes, as termodúricas e psicrotróficas. Outros microrganismos 
importantes são os coliformes (HAYES; BOOR, 2001). O tratamento térmico do leite, assim 
como a refrigeração do leite cru e do leite processado tornam o alimento mais seguro para o 
consumo e aumentam a durabilidade dos produtos lácteos. 

 
2.5.1 Mesófilos 

 
Microrganismos aeróbios mesófilos correspondem ao grupo de maior importância em 

alimentos por incluir a maioria dos contaminantes que crescem melhor em temperatura 
ambiente (OLIVEIRA; PARMELEE, 1976). Têm a temperatura ótima de multiplicação entre 
25 ºC e 40 ºC, mínima entre 5 ºC e 25 ºC, e máxima entre 40 ºC a 50 ºC (FRANCO; 
LANDGRAF, 1996).  

Bactérias mesófilas multiplicam-se rapidamente quando o leite não é armazenado sob 
refrigeração. Nessas condições lactobacilos, estreptococos, lactococos e coliformes se 
multiplicam rapidamente, principalmente nos meses mais quentes, fermentando a lactose e 
produzindo ácido láctico e outros ácidos orgânicos que causam a acidez do leite (BRITO et 
al., 2007).  

 
2.5 2 Termófilos ou termodúricos 
 
As bactérias termófilas são aquelas cuja temperatura ótima de crescimento situa-se 

entre 55-65 oC com o máximo, para algumas espécies, podendo atingir 75-90 oC e o mínimo 
em torno de 35 oC (ICMSF,1980). São encontradas normalmente em pequeno número no leite 
cru, mas em determinadas situações, podem atingir grandes populações. Seus principais 
representantes são os gêneros Bacillus spp. e Clostridium spp., encontrados em silagens, no 
solo e no esterco. Alta contagem de bactérias termófilas é freqüentemente associada com 
deficiências crônicas ou persistentes de limpeza dos equipamentos de ordenha ou das tetas 
(BRITO et al., 2007). 
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2.5 3 Psicrófilos / psicrotróficos 
 
Os psicrófilos constituem o grupo de bactérias que encontram em temperaturas que 

podem variar de 0º a 20ºC sua temperatura ótima de crescimento.  Na área de microbiologia 
de alimentos, os organismos capazes de se desenvolver na faixa de temperatura considerada 
adequada para os psicrófilos, mesmo que essa temperatura não seja ótima para o seu 
crescimento, são denominados psicrotróficos e são assim denominados por crescerem entre 
temperaturas de 0º a 40ºC (COLLINS, 1981; SANTANA, 2001). 

Os principais gêneros de bactérias psicrotróficas que contaminam o leite são não-
patogênicos, como Pseudomonas spp, Serratia spp, Lactobacillus spp, Flavobacterium spp, 
Corynebacterium spp, Micrococcus spp e Clostridium spp. Entretanto, microrganismos como 
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Bacillus cereus são capazes, em condições 
especiais, de provocar doenças em seres humanos, quando da ingestão de leite cru 
(FONSECA; PEREIRA, 1999). 

Altas contagens de psicrotróficos estão associadas a deficiências de higiene da 
ordenha e utensílios, refrigeração marginal (entre 5 e 15°C), ou tempo de estocagem do leite 
refrigerado é demasiadamente longo. Quando as condições de higiene da produção de leite 
são boas, a contagem de bactérias psicrotróficas é baixa, mas, se as condições são ruins, estas 
podem corresponder a 75% ou mais do total da população bacteriana (ROGICK, 1982). 

Quanto maior o tempo de estocagem sob baixas temperaturas (7 a 10°C) de um leite 
com altas contagens iniciais de microrganismos, maiores serão as possibilidades de alterações 
pela ação de microrganismos psicrotróficos, com predomínio do gênero Pseudomonas spp. 
(MUIR, 1996). Este gênero, além de ser o mais prevalente, apresenta espécies capazes de 
produzir enzimas resistentes às temperaturas de processamento (GRIFFITHS, 1990). 

A contaminação da água pode estar relacionada à presença de Pseudomonas spp. no 
leite, bem como o seu desenvolvimento em condições de refrigeração (COUSIN; 
BRAMLEY, 1991). Além disso, foi detectada a presença de Pseudomonas spp. em superfície 
de tetos e no leite de vacas com mastite (DESMASURES; GUEGUEN,1997). 

 
2.5 4 Coliformes 
 
Os principais coliformes compreendem os gêneros Escherichia spp., Enterobacter 

spp., Citrobacter e Klebsiella spp. A principal fonte desses microrganismos é o trato intestinal 
dos animais. Embora sejam considerados como indicadores de contaminação fecal, há alguns 
que estão amplamente distribuídos no ambiente, e algumas cepas dos gêneros Enterobacter e 
Klebsiella podem não ter origem entérica (HAJDENWURCEL, 1998). A presença destes 
microrganismos no leite cru é frequentemente atribuída às práticas precárias de higiene 
durante a ordenha e nas etapas subseqüentes (MORENO et al., 1990). 

 
2.5 5 Microrganismos patogênicos 
 
A qualidade do leite assume destacada importância também sob o ponto de vista de 

Saúde Pública. No Brasil, são freqüentes os relatos de doenças associadas ao consumo de leite 
ou derivados. Contribui para isto, entre outras causas, o fato de mais de 44% do leite 
consumido no país ser comercializado sem qualquer tratamento térmico ou controle 
laboratorial e proveniente do mercado informal (ANUÁRIO MILKBIZZ, 1999). 

Existe um grande número de agentes de doenças infecciosas que podem ser 
transmitidos ao homem pelo leite. Os patógenos mais importantes atualmente são Salmonella 
sp., Escherichia coli patogênica, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia 
enterocolitica e Staphylococcus aureus. A maioria dos microrganismos patogênicos é 
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destruída pela pasteurização. Entretanto, existe a possibilidade de sobrevivência de alguns 
microrganismos, chamados termodúricos. É possível também a contaminação após a 
pasteurização e outra possibilidade é o tratamento térmico inadequado. Algumas bactérias, 
como S. aureus, produzem enterotoxinas que não são inativadas pelo calor e alguns vírus 
como o da febre aftosa não são destruídos pela pasteurização, e podem sobreviver à 
temperatura de 72 °C por 15-17 segundos (SILVA; GROOTENBOER, 2008). 
 
 2.6 Mastite 
 

2.6.1 Importância 
 
A mastite é considerada mundialmente a doença de maior impacto nos rebanhos 

leiteiros, devido à elevada prevalência e aos prejuízos econômicos que acarreta (GERMANO; 
GERMANO, 1995).  A mastite pode proporcionar grandes prejuízos, não somente pela queda 
da produção devido à perda da capacidade secretora da glândula mamária, mas também pelas 
alterações na composição e características físico-químicas do leite (HARDING, 1995; 
TRONCO, 2003). Além disso, o risco de veiculação de microrganismos patogênicos e/ou suas 
toxinas através do leite reforçam a importância das mastites e suas implicações em Saúde 
Pública (FORSYTHE, 2002). 

De acordo com o Conselho Nacional de Mastite dos EUA, rebanhos leiteiros que não 
adotam medidas de controle para mastite apresentam cerca de 50% das vacas infectadas, em 
média, em dois quartos (NMC, 1996). As estimativas brasileiras apontam valores de até 80% 
para a prevalência da doença em rebanhos dos estados de Minas Gerais e São Paulo 
(BRABES et al., 1999). Os prejuízos estimados no Brasil são de 2,8 bilhões de litros de 
leite/ano (FONSECA; SANTOS, 2000). 

Philpot (1984) calculou que 70% das perdas econômicas, devido à mastite podem ser 
atribuídas à queda de produção, 8% ao descarte de leite contaminado, 8% à gastos com 
assistência veterinária e os 14% restantes a gastos com medicamentos e mão-de-obra, à 
diminuição do valor comercial e à reposição do plantel. Entretanto, muitos produtores ainda 
não se preocupam com este problema (SILVA, 1996; COSTA et al., 2000a). De Graves e 
Fetrow (1993) destacaram que um aspecto frustrante é que 75% das perdas são percebidas 
pelo produtor. 

Em conseqüência da inflamação dos tecidos do úbere ocorrem alterações na 
composição do leite tanto em termos de qualidade quanto na quantidade dos componentes 
(BRAMLEY, 1992). Nos processos inflamatórios da glândula mamária aumentam as 
concentrações de sódio e cloretos, e as quantidades de cálcio, fósforo, magnésio e potássio 
diminuem. Estas alterações causam diminuição da tolerância ao calor, alteram as propriedades 
organolépticas e acarreta diminuição da qualidade dos produtos derivados do leite 
(DOMINGUES et al., 1999). 

Os efeitos da mastite sobre a proteína do leite são de natureza qualitativa, uma vez que 
os valores absolutos de proteína bruta não sofrem alterações significativas. Assim, o leite 
proveniente de vacas com mastite apresenta menor teor de caseína, a proteína nobre do leite, 
acompanhada do aumento dos níveis de proteínas sérias, como albuminas e imunoglobulinas 
(SCHULTZ, 1997). As conseqüências mais importantes destas alterações manifestam-se 
sobre o rendimento industrial e o valor nutritivo dos produtos lácteos.  

Durante a evolução da mastite há um influxo maior de células somáticas para a 
glândula mamária (BIBALKE, 1994; NICKERSON, 1994). Estas células estão normalmente 
presentes no leite em número reduzido. O aumento na CCS tem diversas conseqüências 
negativas sobre o leite fluído e seus derivados, com destaque para as perdas no rendimento 
industrial e diminuição do “tempo de prateleira” (shelf-life), devido principalmente à ação de 
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enzimas proteolíticas, as quais, em grande parte, permanecem ativas mesmo após a 
pasteurização do leite. As enzimas proteolíticas geram um sabor amargo, enquanto que as 
enzimas lipolíticas predispõem à ocorrência de sabor rançoso, em função da quebra dos 
ácidos graxos de cadeia curta (MURPHY, 1989; RENEAU; PACKARD, 1991). 

Além disso, há ainda o risco de veiculação de microrganismos patogênicos e/ou suas 
toxinas através do leite (FORSYTHE, 2002).   

O tratamento das mastites, por outro lado, também apresenta sérias implicações em 
saúde pública, devido, sobretudo, à presença de resíduos de antibióticos no leite representada, 
pela freqüente inoculação intramamária de antibióticos (ALLISON, 1995).  
 
 2.6.2 Definição e formas  

  
O termo mastite refere-se à inflamação da glândula mamária geralmente de caráter 

infeccioso. Caracteriza-se por alterações físicas, químicas e geralmente bacteriológicas do 
leite, e por alterações patológicas do tecido glandular (RADOSTITS et al., 2002).  

A mastite segundo a apresentação dos sintomas é classificada em clínica ou subclínica, 
e quanto às formas em superaguda, aguda, subaguda e crônica (PHILPOT; NICKERSON, 
2002).  

Existe outra grande divisão conceitual da mastite que está relacionada com o tipo de 
agente, geralmente classificados em dois grupos: os causadores de mastite contagiosa, que se 
disseminam de um quarto infectado para outro quarto ou vaca, e os promotores de mastite 
ambiental, geralmente presentes no meio ambiente e que a partir dessa fonte alcançam a teta 
(PHILPOT; NICKERSON, 1991; BRITO; BRITO, 1998a; FONSECA; SANTOS, 2000). 

 
A) Mastite clínica 
 
Manifesta-se por sinais evidentes como edema, aumento de temperatura, 

endurecimento e dor na glândula mamária, além da alteração das características do leite e 
pode ou não estar acompanhada de reações sistêmicas, como perda de apetite, apatia e às 
vezes, morte (ROSENBERGER, 1993). O leite pode estar aquoso, contendo grumos além de 
fibrina, soro, sangue e pus (FONSECA; SANTOS, 2000).  

A mastite clínica pode ser classificada em decorrência da gravidade em superaguda, 
aguda, subaguda e crônica (PHILPOT; NICKERSON, 2002).  As formas superaguda e aguda 
manifestam-se por sinais locais de inflamação de aparecimento repentino, mudanças no 
aspecto do leite e diminuição da produção leiteira, além de sinais sistêmicos como aumento 
da temperatura retal, prostração, desidratação e septicemia podendo ocorrer choque e morte 
(DOOD, 1983; MARQUES, 2003). 

Na forma subaguda os sinais incluem poucas alterações no leite. O quarto afetado 
pode ficar levemente inflamado e sensível ao toque. Os casos de longa duração que podem se 
estabelecer em decorrência das formas clínicas ou pode iniciar-se com uma infecção 
subclínica caracterizam a mastite crônica (PHILPOT; NICKERSON, 2002). 

 
B) Mastite subclínica 
 
Na forma subclínica não se observam alterações macroscópicas e não há sinais visíveis 

de inflamação do úbere (CULLOR et al., 1994), sendo necessária a utilização de testes 
auxiliares para seu diagnóstico (MARGATHO et al., 1998; FONSECA; SANTOS, 2000). 

As perdas na produção de leite atribuídas às mastites subclínicas alcançam de 10 a 
26% do total da produção, de acordo com grau de intensidade do processo inflamatório, da 
prevalência da doença, da patogenicidade do agente infeccioso e do estágio de lactação. Além 
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da diminuição na produção, observa-se perda da qualidade do leite e da função do parênquima 
glandular, tornando o úbere uma reserva de patógenos (RATNAKUMAR et al., 1996). 

No Brasil, segundo Brant e Figueiredo (1994), a mastite subclínica caracteriza-se pela 
alta incidência (44,8% a 97%), e redução da produção de leite entre 25,4% e 43%. Fonseca e 
Santos (2000) descreveram como alterações na composição do leite decorrentes da mastite o 
aumento da contagem de células somáticas (CCS), dos teores de cloreto, sódio e proteínas 
séricas e, diminuição dos teores de caseína, lactose e gordura. 

 
C) Mastite contagiosa 
 
É causada por patógenos cujo habitat é a superfície da pele e tetos onde podem 

permanecer desde semanas a anos, sendo transferidos de um animal para outro principalmente 
através dos equipamentos de ordenha, das mãos dos ordenhadores e dos panos usados na 
limpeza dos tetos (PHILPOT; NICKERSON, 2002). 

A mastite contagiosa caracteriza-se por baixa incidência de casos clínicos, alta 
incidência de casos subclínicos, geralmente de longa duração ou crônica, apresentando alta 
CCS (FONSECA; SANTOS, 2000). Ribeiro et al. (2004) observaram na mastite contagiosa a 
prevalência de 97,1% de casos subclínicos frente a 2,9% de casos clínicos. 

Tem sido estudada a participação de moscas como agentes transmissores da mastite 
contagiosa, e alguns estudos demonstram que estas podem ter papel importante como vetor 
em fazendas com alta presença desses insetos (HACHEM, 2005). 

 
D) Mastite ambiental 
 
Caracteriza-se pela alta incidência de casos clínicos, geralmente de curta duração e 

manifestação aguda (FONSECA; SANTOS, 2000). Causa consideráveis prejuízos 
econômicos ao sistema de produção, pela intensidade do quadro clínico que pode resultar em 
morte (MARQUES, 2003). 

Diversos agentes que habitam preferencialmente o ambiente das vacas leiteiras 
(FONSECA; SANTOS, 2000) e as mãos dos ordenhadores (BRITO; BRITO, 1998a) são 
importantes na epidemiologia da mastite ambiental. Os tetos são expostos à infecção 
principalmente, no intervalo entre as ordenhas (PHILPOT; NICKERSON, 2002). O 
confinamento predispõe a ocorrência de mastite ambiental quando há aumento de umidade e 
acúmulo de matéria orgânica (HACHEM, 2005).  

Visto que os patógenos estão disseminados por todo o ambiente da vaca, deduz-se que 
é praticamente impossível erradicar esse tipo de mastite do rebanho (SMITH; HOGAN, 1998) 
e todas as categorias de animais estão sob risco (PHILPOT; NICKERSON, 2002). 

 
2.6.3 Etiologia 

 
A etiologia da mastite é complexa e a doença pode ser relacionada a diferentes causas: 

alérgica, fisiológica, infecciosa, metabólica, psicológica e traumática. Vários são os agentes 
etiológicos da mastite bovina. São citadas na literatura mais de 130 espécies de 
microrganismos envolvidos com sua etiologia (RIBEIRO et al., 2003), incluindo bactérias, 
fungos, algas e vírus (WATTS, 1998).  

As mastites de origem bacteriana são as mais freqüentes (GONÇALVES, 2006), com 
predominância de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus 
dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli (HARMON, 1994).  
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As principais bactérias causadoras de mastites possuem comportamentos distintos 
quanto ao habitat, forma de colonização do úbere, potencial de infecção e reações do 
hospedeiro (FERNANDES, 2006). 

 
A) Agentes contagiosos 

 
Staphylococcus aureus destaca-se como microrganismo causador de mastite 

contagiosa de maior importância, de maior ocorrência nos rebanhos mundiais, e de tratamento 
mais difícil devido à elevada resistência aos antibióticos (GODDEN et al., 2002; 
FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004).   

Também no Brasil o S. aureus é apontado como o principal agente causador de 
mastite (LANGENEGGER et al., 1970, NADER FILHO et al., 1983, LANGONI et al., 1991, 
LARANJA; MACHADO, 1994, BRABES et al., 1999; RABELLO, 2003; FAGUNDES; 
OLIVEIRA, 2004; SÁ et al., 2004; FREITAS et al., 2005).   

S. aureus é capaz de causar infecções de longa duração, com tendência a se tornarem 
crônicas, com baixa taxa de cura e grande perda na produção de leite (SABOUR et al., 2004). 
Esta bactéria pode formar focos encapsulados nas porções altas do úbere, desenvolvendo uma 
forma subclínica, que dificulta a cura bacteriológica durante a lactação, pois os antibióticos 
usados nesta fase atuam por pouco tempo devido ao período de retirada no leite, não 
permanecendo em níveis terapêuticos por tempos suficientes para determinar a eliminação 
completa da bactéria (LISBOA; PIANTA, 1994; FIGUEIREDO, 1995). 

Em artigo de revisão, Langeneger et al. (1981), relataram que as perdas por mastite 
subclínica causada por S. aureus são três vezes maiores que os prejuízos decorrentes da 
mastite clínica. 

É fundamental destacar a importância do Streptococcus agalactiae pela alta CCS e 
também porque pode determinar uma alta contagem total de bactérias no leite (LARANJA; 
MACHADO, 1994). No entanto quando o diagnóstico é feito rapidamente são raros os casos 
de perda do quarto afetado (LARANJA, 1996). S agalactiae não sobrevive fora do úbere e de 
lesões nos tetos por mais de três semanas e são isolados das mãos de ordenhadores até dez 
dias após a ordenha (FERNANDES, 2006). 

 
B) Agentes ambientais 
 
Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp. e Pseudomonas sp são as bactérias 

gram-negativas mais relatadas como causadoras de mastites ambientais. As mastites causadas 
por esses agentes, com destaque para E. coli apresentam normalmente sintomatologia 
superaguda, com evolução rápida e na maioria das vezes com prognóstico sombrio, para 
saúde da glândula mamária e do animal, requerendo intervenção imediata e associação de 
antibioticoterapia sistêmica e intramamária. São isolados freqüentemente no pós-parto, 
indicando falhas na higienização do úbere, uma vez que são basicamente intestinais e 
ambientais (FONSECA, 1996). 

Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae são isolados frequentemente de 
lesões da pele do úbere, podendo também ser menos incidentes na pele sadia. Podem 
sobreviver fora da glândula mamária, em ordenhadeiras mal higienizadas e pêlos das vacas. 
São encontrados com freqüência na fase seca e seu isolamento indica falha no processo de 
ordenha, seja ela manual ou mecânica (GONÇALVES, 2006). 
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C) Agentes oportunistas (Estafilococos Coagulase Negativos) 
 
Estafilococos Coagulase Negativos (ECN) são patógenos comuns em casos 

subclínicos. S. epidermidis, S. chromogenes e S. simulans são encontrados com alta 
freqüência no leite. ECN foram as bactérias mais isoladas em amostras de leite de vacas com 
e sem mastite ao longo de 120 dias após o parto (LAFRANCHI, et al., 2001). Outros autores 
(NADER FILHO, 1985; MYLLYS, 1995; BODDIE et al., 1987; TRINIDAD et al., 1990; 
BRANT; FIGUEIREDO, 1994; HALLBERG et al., 1995) também destacaram a importância 
do ECN como agente etiológico de mastite.  

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

glândula mamária e no leite. Entretanto mastites subclínicas, sobretudo crônicas não são 
diagnosticadas pelos métodos rotineiros de exame clínico: inspeção, palpação e alterações do 
leite (RADOSTITS et al., 2002).  Os métodos de diagnóstico da mastite subclínica incluem 
exames microbiológicos, métodos químicos indiretos e a Contagem de Células Somáticas 
(CCS) do leite dos quartos mamários individuais, dos animais ou do rebanho (QUINN et al., 
1994; PEREIRA, 2005). 

 
A) Diagnóstico da mastite clínica 

 
O teste da caneca telada que consiste na eliminação dos primeiros jatos de leite em 

uma caneca ou coador com fundo escuro é um dos métodos mais indicados e utilizados para 
diagnóstico da mastite clínica. Permite a detecção do leite clinicamente anormal pela presença 
de alterações como grumos, coágulos, pus, sangue e aparência aquosa (MARGATHO et al., 
1998).  

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

 
B) Diagnóstico da mastite subclínica 
 
A CCS no leite é um método convencional e amplamente usado para o diagnóstico da 

mastite subclínica em regiões de pecuária leiteira desenvolvida. É também o parâmetro mais 
empregado para avaliação da qualidade do leite, e faz parte do conjunto de atributos 
essenciais para aceitação do leite pela indústria (BRASIL, 2002a).  

A CCS no leite de animais individuais ou do tanque é uma ferramenta valiosa como 
indicador de saúde da glândula mamária de vacas individualmente, sendo usada para estimar a 
proporção de quartos mamários e de animais infectados no rebanho (COOK et al., 2002), na 
estimativa das perdas de produção e como indicativo da qualidade do leite produzido na 
propriedade (MÜLLER, 2002). 

Células somáticas são todas as células presentes no leite, que incluem os leucócitos 
mobilizados da corrente sangüínea para o tecido mamário diante de alterações na 
permeabilidade capilar e as células de descamação do epitélio glandular secretor (HARMON, 
1994). A CCS é influenciada por fatores como época do ano, raça, estágio de lactação, 
produção, número de lactações, estresse, nutrição, condições climáticas e doenças 
intercorrentes, mas especialmente pela presença de infecções intramamárias, tornando-se um 
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indicador bastante confiável de saúde da glândula mamária (OSTRENSKY, 1999; VIANA, 
2000). 

Em animais livres de infecção há pequeno número de células somáticas no leite, com 
contagens de 50 a 200 mil células/ml (KITCHEN, 1981; PAAPE et al., 2000). A ocorrência 

de infecção provoca a liberação de substâncias químicas que induz a migração de células 
brancas do sangue para o interior da glândula, com a finalidade de combater os agentes 
patogênicos. Na presença de inflamação são comuns CCS acima de 500 mil células/ml de 
leite (PHILPOT; NICKERSON, 1991) passando a predominar neutrófilos, seguidos por 
macrófagos, linfócitos e o número de células epiteliais permanece inalterado (PAAPE et al., 
2000). Com o aumento na CCS, a composição do leite, a atividade enzimática, o tempo de 
coagulação, a produtividade e a qualidade dos derivados lácteos são influenciados 
negativamente (KITCHEN, 1981). 

Vários testes são empregados para avaliar o teor de células somáticas do leite: 
contagem microscópica direta em lâminas, Califórnia Mastitis Test (CMT), Wisconsin 
Mastitis Test (WMT) e “Whiteside”, além da contagem eletrônica de células (RUPP et al., 
2000). Dentre estes se destacam o CMT pela ampla utilização e praticidade e a contagem 
eletrônica pela precisão da técnica. 

A contagem microscópica direta em lâminas permite distinguir os tipos celulares 
presentes nas amostras de leite, possibilitando a visualização do microrganismo. Embora seja 
um método padrão tem pouca praticidade, principalmente se for analisado um grande número 
de amostras (PEREIRA, 2005). 

Alterações da composição físico química do leite, como pH, condutividade elétrica e 
teor de cloretos, podem auxiliar no diagnóstico da mastite, porém tem aplicação limitada 
comparando-se com métodos baseados na contagem de células (MARQUES, 2003).  

O CMT que consiste na coleta de leite dos quartos individualmente, adicionando-se 
um detergente aniônico neutro, que atua rompendo a membrana das células e liberando o 
material nucléico (DNA), que apresenta alta viscosidade é um dos testes mais usados 
mundialmente para o diagnóstico da mastite subclínica (FONSECA; SANTOS, 2000), tendo a 
vantagem de poder ser empregado no momento da ordenha (SANTOS; FONSECA, 2007).  

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

O uso do CMT como instrumento de diagnóstico da mastite subclínica tem sido 
questionado, por ser subjetivo (MARTIN et al., 1994, CASURA et al., 1995) com 
possibilidade de produzir resultados falso-positivos ou falso-negativos (MARTIN et al., 1994; 
RIBEIRO et al., 2003). Contudo, diferentes estudos atestam a sensibilidade do CMT em 
identificar quartos mamários com mastite subclínica quando a interpretação é rigorosa e 
correlação positiva com a CCS (BRITO et al., 1997, CADEMARTORI, 2001; DELLA 
LIBERA et al., 2001, BARBOSA et al., 2002; REYES et al., 2005, MENDES JORGE et al., 
2005).  

Mesmo nas regiões onde os métodos automatizados são disponíveis, o CMT continua 
a ser um instrumento importante para avaliação de quartos mamários individuais, pelas 
vantagens de fornecer resultados imediatos, ser prático e ter baixo custo (CASURA et al., 
1995, ENEVOLDSEN et al., 1995). Outras vantagens do uso do CMT são a possibilidade 
identificação de animais sob risco, selecionar amostras para exame laboratorial e servir de 
base para a organização de linhas de ordenha em rebanhos comprometidos (PHILPOT; 
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NICKERSON 1991). A correlação entre a CCS média no tanque e a ocorrência de mastite é 
alta, e varia de 0,50 a 0,96 (EMANUELSON; FUNKE, 1991).  

A tendência internacional em termos de qualidade do leite e diagnóstico de quarto 
mamário negativo é o aumento da exigência na redução da CCS (HEESCHEN; 
REICHMUTH 1995).  

No Brasil, para os produtores das regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste foram 
estabelecidos limites máximos de CCS de 7,5 X 105, a partir de julho de 2008 e até julho de 
2011 quando a CCS máxima não deverá ultrapassar 400 mil células./ml (BRASIL, 2002a).  

Nos rebanhos brasileiros a CCS é amplamente variável segundo a região e as 
condições de estudo (MACHADO et al., 2000).  

Dados da RBLQ demonstram alta porcentagem de amostras com cinco ou mais dias 
de coleta, bem como uma elevada porcentagem de amostras enviadas ao laboratório em 
temperatura ambiente ou acima da temperatura recomendada (BRITO et al., 2003; RIBAS et 
al., 2003). Meyer et al. (2002) verificaram diminuição dos valores iniciais de CCS em 
amostras de leite sob diferentes temperaturas e analisadas com até 15 dias após a coleta. 

 
C) Exame microbiológico 
 

A cultura bacteriana geralmente é feita em vacas selecionadas a partir da contagem de 
células somáticas ou de casos clínicos. A cultura de leite individual identifica as espécies 
bacterianas envolvidas (FONSECA; SANTOS, 2000). 

Os métodos utilizados para a determinação da qualidade microbiológica podem ser 
qualitativos ou quantitativos. Entre os qualitativos, destacam-se os testes da redutase, 
fermentação e acidez. Apesar da praticidade de realização, estes testes são subjetivos e 
indiretos, sendo utilizados apenas para um diagnóstico geral e presuntivo da qualidade do leite 
(FONSECA; SANTOS, 2000).  

Dentre os testes quantitativos, destaca-se a contagem bacteriana total (CBT) ou 
contagem global de bactérias (CGB), em que são estimadas as unidades formadoras de 
colônias de bactérias por mililitro de leite, sendo a Contagem Padrão em Placa (CPP), o 
método de referência (BRASIL, 1999).  

Para avaliação da qualidade microbiológica do leite, a prova da redutase e a CPP 
constituem as técnicas tradicionalmente empregadas em laticínios. A primeira tem sido 
utilizada principalmente para leite de latões, e a CPP para leite entregue a granel.  

A CPP pode subestimar a quantidade de bactérias presentes, pois apenas bactérias 
viáveis e que se multiplicam nas condições de cultivo formam colônias (BRITO et al., 1999; 
BERRY; HILLERTON, 2000).  Também, a característica de agregação pode subestimar a 
contagem, sendo que uma colônia pode ter sido originada de várias bactérias (BERRY; 
HILLERTON, 2000). Suhren e Reichmuth (2000) citam que apesar de ser utilizado 
internacionalmente como método de referência a CPP não expressa a real qualidade 
bacteriológica do leite,  

O exame microbiológico é o método padrão para determinação da saúde do úbere e 
diagnóstico da mastite bovina. O isolamento bacteriano e respectivo antibiograma além de 
úteis para confirmar o diagnóstico clínico podem indicar medidas específicas de controle de 
acordo com o padrão de infecção encontrado (BRITO et al., 1999). O isolamento bacteriano é 
decisivo, porém caro e demorado, sendo pouco aplicável a rebanhos com grande número de 
animais. Várias simplificações como a utilização de meios de cultura especiais e a criação de 
esquemas de identificação presuntiva vêm sendo estudadas (FIGUEIREDO, 1995). 

O isolamento bacteriológico apresenta limitações devido à exigência de exames 
laboratoriais, tempo requerido para a cultura e custos. Adicionalmente, os testes 
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bacteriológicos não são confiáveis (MCDOUGALL et al., 2001; PYÖRALLÄ, 2003). De 
fato, a ocorrência da mamite pode não ser acompanhada pelo isolamento do agente etiológico 
por várias razões: (1) o microrganismo pode não ser eliminado intermitentemente ou ser 
eliminado em baixas concentrações; (2) patógenos que não são detectados pelos exames 
bacteriológicos usuais; (3) algumas enzimas e proteínas lácteas (lisozima e lactoferrina) 
podem dificultar a detecção do patógeno e (4) a infecção ser suportada por endotoxinas 
bacterianas e compostos bioativos liberados pelas células inflamatórias que podem prejudicar 
a sobrevivência bacteriana (MCDOUGALL et al., 2001; RUEGG; REINEMANN, 2002; 
PYÖRALLÄ, 2003), sendo reportado que o isolamento bacteriano pode não ser identificado 
em mais de 50% das amostras (MARKOVEC; RUEGG, 2002). 

Existe uma grande discussão em torno do emprego do diagnóstico laboratorial de 
mastites na rotina de granjas leiteiras, principalmente no que se refere ao alto custo do exame 
e a urgência na escolha da consulta terapêutica. O produtor não pode esperar até sete dias após 
o envio da amostra ao laboratório para obtenção de resultados de isolamento e sensibilidade e 
assim, tomar uma decisão. Neste período perdem-se o leite de pelo menos seis ordenhas, e, 
dependendo da evolução do quadro clínico, poderá ocorrer comprometimento irreversível da 
glândula mamária (FERNANDES, 2006).  

 
2.6.5 Tratamento 
 
O tratamento adequado é uma das formas mais práticas e eficientes de controle da 

mastite, por eliminar um elo importante da cadeia epidemiológica desta enfermidade 
(LANGONI et al., 1999). Domingues (1993) demonstrou que o diagnóstico precoce e o 
tratamento adequado na mastite podem restabelecer a produção de leite do quarto mamário na 
mesma lactação, com aumento significativo da produção das tetas tratadas. 

Uma vez detectada a mastite, alguns fatores como espectro de ação, fácil adaptação ao 
manejo, tempo decorrido entre última aplicação e a possibilidade de comercializar o leite, 
resultados de testes de sensibilidade, natureza da infecção e custo-benefício favorável devem 
ser levados em consideração para a escolha do antibiótico a ser adotado. Um produto que 
possua sucesso clínico anterior na região ou no próprio rebanho seria, de forma prática, o 
melhor argumento para a escolha rápida do tratamento, mesmo antes se conhecer os 
resultados laboratoriais, ganhando-se tempo precioso na luta contra a mastite e retorno mais 
rápido à produção (FERNANDES, 2006). 

Vários fatores podem interferir na cura bacteriológica quando se utiliza a terapia com 
antibióticos, seja devido ao estágio da ocorrência da infecção ou à presença de bactérias em 
abscessos, além da incapacidade de defesa das células (DINIZ et al., 1998). E ainda, o tipo de 
manejo é importante para o sucesso da terapia. Um adequado manejo de ordenha pode 
diminuir o número de animais acometidos, reduzir a taxa de novas infecções, melhorar a CCS 
do rebanho e a qualidade do leite produzido com benefícios diretos aos produtores, indústrias 
e consumidores (RUPP et al., 2000).  

A avaliação do perfil de sensibilidade a fármacos antimicrobianos torna-se essencial 
para a adequada seleção da antibioticoterapia a instituir (GENTILINI et al., 2002). No 
entanto, e no caso específico de mastite, este procedimento nem sempre é passível de ser 
adotado, sobretudo pela morosidade associada ao processo. É frequente a decisão de 
tratamento imediatamente após a detecção de infecção clínica, bem como a administração de 
antibióticos de forma preventiva, no período de secagem dos animais (NUNES et al., 2007). 
Raramente o veterinário tem informação sobre a identificação do agente patogênico e 
respectivo padrão de sensibilidade para guiá-lo na decisão terapêutica (OWENS et al., 1997). 

A disponibilidade dos fármacos de novas gerações, com um maior espectro de ação, 
surge como uma alternativa fácil, associada a uma maior probabilidade de sucesso 
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terapêutico. No entanto, a seleção de estirpes com resistência a antibióticos é um processo 
rápido, pelo qual a utilização desses fármacos não deverá ser considerada para uma primeira 
escolha terapêutica (NUNES et al., 2007). 

 
2.6.6 Controle e profilaxia 
 
Várias medidas são propostas para controlar a mastite e em conseqüência diminuir os 

impactos econômicos na atividade leiteira (MULLER, 1999).  
A antibioticoterapia visa auxiliar as defesas do hospedeiro na eliminação dos 

patógenos, porém, para algumas infecções intramamárias, o sucesso terapêutico pode ser 
medido melhor pela redução dos sintomas clínicos da mastite do que pela eliminação total do 
patógeno (ERSKINE et al., 1993; COSTA, 2002).  

Os programas de controle devem aumentar o retorno econômico, ser altamente 
efetivos e aplicáveis a vários rebanhos, além de serem práticos e baratos. Devem ter como 
metas principais: reduzir novas infecções, encurtar a duração das infecções existentes, 
promover a redução dos casos clínicos (PHILPOT, 1984), controlar ou erradicar as mastites 
contagiosas e manter baixos os níveis da mastite ambiental (MULLER, 1999). Neste 
contexto, espera-se obter uma CCS abaixo de 200.000 células/ml de leite, menos de 2% de 
episódios clínicos ao mês e 85% das vacas livres de mastite subclínica (MULLER, 1999).  

Diagnóstico e tratamento precoce dos casos clínicos; tratamento de mastite subclínica 
na interrupção da lactação; descarte de casos crônicos; manejo e higiene de ordenha corretos e 
monitoramento dos casos clínicos e subclínicos são essenciais (MASSEI et al., 2008).  

A fim de evitar a contaminação de vacas com úberes sadios através de utensílios ou do 
próprio ordenhador é recomendado que as vacas sejam ordenhadas em uma seqüência 
estabelecida a partir do histórico clínico do rebanho: iniciar com as vacas de primeira 
lactação, seguidas pelas mais velhas que nunca tiveram mamite, vacas que já tiveram mamite, 
mas foram curadas e por último as vacas com mamite (SILVA et al., 2002). 

Durante e logo após a ordenha são os momentos mais críticos para a manutenção da 
saúde da glândula mamária visto que o risco de novas infecções está diretamente associado 
com a intensidade de contaminação da extremidade do teto (SANTOS, 2002). Neste contexto, 
é importante a higiene do ordenhador, e os cuidados com o equipamento de ordenha que pode 
facilitar a transmissão de patógenos entre vacas e entre quartos do úbere (DINGWELL et al., 
2004). A imersão dos tetos em solução desinfetante antes e após a ordenha (pré e pós-dipping) 
reduz significativamente o número de novas infecções. O uso de toalhas de papel e a presença 
de selante na solução desinfetante no pós-dipping são medidas recomendadas para controle da 
mastite (VASCONCELLOS, 1990).  

 
2.7 Mecanismo de Ação dos Antimicrobianos 
 
Devido ao seu amplo espectro de ação sobre diferentes microrganismos, a 

enrofloxacina passou a ser amplamente utilizada na Medicina Veterinária, principalmente nos 
processos inflamatórios da glândula mamária de bovinos (MONFARDINI et al., 1999; 
HOEBEN et al., 2000). A ação inibitória da enrofloxacina caracteriza-se por inibir a enzima 
girase que é necessária aos processos de replicação, transcrição e ou recombinação do ácido 
desoxirribonucléico, como também pode interferir nos mecanismos de reparação da síntese do 
ácido nucléico (TAVARES, 1990). 

A amoxicilina ou penicilina BRL 2333 (Beecham) é uma penicilina semi-sintética 
obtida pela hidroxilação da cadeia fenólica lateral da ampicilina, que possui como todas as 
penicilinas, uma estrutura essencial que sofre o ataque de microrganismos resistentes, os quais 
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possuem as enzimas β-lactamases que têm a capacidade de clivar o anel β-lactâmico, 
primordial para a atividade antibacteriana (LEVISON; JAWETZ, 1998). 

A tetraciclina é bacteriostática e atua inibindo a síntese protéica bacteriana ligando-se 
à subunidade 30S ribossômica, impedindo que o RNAt se fixe ao ribossomo (SPINOSA, et 
al., 1999). 

O cefoperazone é um antibiótico da família das cefalosporinas de terceira geração. 
Possui atividade bactericida, atuando frente a uma ampla variedade de bactérias gram-
positivas e gram-negativas, e aeróbias causadoras de mastites. Sendo uma cefalosporina de 
terceira geração, o cefoperazone possui atividade antimicrobiana in vitro e maior capacidade 
de resistir às enzimas β-lactamases produzidas pela maioria dos patógenos gram-negativos, do 
que as cefalosporinas de primeira e segunda geração (CARRACEDO, 2009). 

A gentamicina e a neomicina são aminoglicosídeos e agem interferindo na síntese 
protéica bacteriana promovendo a formação de proteínas defeituosas o que leva a morte da 
célula bacteriana, portanto são antibióticos bactericidas (SPINOSA, et al., 1999). 

A bacitracina é um antibiótico polipeptídico composto de uma mistura de diversos 
polipeptídios estreitamente relacionados. Ela interfere na biossíntese da parede celular 
bacteriana através da inibição da pirofosfatase envolvida no transporte de precursores 
peptidoglicanos através de membranas (EMEA, 2001; CHAMBERS, 2001). O sal de zinco 
garante que a substância ativa permaneça estável durante o armazenamento. A bacitracina tem 
ação bactericida contra cocos Gram-positivos e bacilos, em particular contra determinadas 
estirpes de clostrídios (JAWATZ, 1995). 

A cloxacilina é um antibiótico do grupo dos β-lactâmicos muito utilizado no 
tratamento de mamites bovinas devido ao espectro antimicrobiano, tanto para as bactérias 
Gram positivas como para as negativas (AURELI et al., 1996; BECKER et al., 2004). 
 

2.8 Sensibilidade a Antimicrobianos 
 

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

É comum, entretanto, que a escolha do antimicrobiano se faça empiricamente, por 
indisponibilidade temporária ou definitiva de dados laboratoriais. Nestas circunstâncias, a 
seleção de uma determinada droga deve se basear na experiência prévia sobre os agentes 
causadores da infecção e sua susceptibilidade a antimicrobianos. Estas indicações são 
limitadas pelo surgimento de resistência bacteriana, que varia com a região geográfica, o 
tempo e a extensão de uso de cada antimicrobiano (KUNIN, 1993; MARTINEZ et al., 1996). 

Embora não haja correspondência perfeita entre o resultado do teste in vitro a 
antimicrobianos e a eficácia terapêutica in vivo, o antibiograma é um dos principais 
norteadores do uso desses fármacos na prática médica (MARTINEZ et al., 1996). No entanto 
é comum os autores mencionarem que em muitas situações um antibiótico apresenta-se 
sensível no teste in vitro, porém não tem boa eficácia in vivo (CRUZ et al., 1965; FREITAS et 
al., 2005).  

No antibiograma os medicamentos não sofrem interferência de fatores fisiológicos 
como presença de leite, reação tecidual e mecanismos de defesa do organismo que impede a 
penetração e concentração adequada da droga em todos os sítios de infecção, além do veículo 
utilizado no tratamento, que pode reduzir ou aumentar a eficiência dos antimicrobianos in 
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vivo (PHILPOT, 2002). Somam-se a esses fatores outros como a via de aplicação, a assepsia, 
a dose, o intervalo e a duração do tratamento (COSTA et al., 2001). 

Muitos estudos foram desenvolvidos visando avaliar a sensibilidade in vitro de agentes 
isolados do leite de vacas com mastite clínica e subclínica. Os resultados são divergentes 
segundo o agente envolvido e os antimicrobianos testados.  

Avaliando-se os resultados de diferentes autores pode-se concluir que há uma grande 
variação nos percentuais de sensibilidade in vitro destacando-se a gentamicina como o 
antibiótico de maior eficácia para tratamento das mastites de origem bacteriana (FERREIRO, 
1980; NADER FILHO et al., 1986; LANGONI et al.,1991; LIMA JÚNIOR et al., 1993; 
VARGAS et al., 1996; ANDRADE, 2001; LANGONI et al., 2000; COSTA et al., 2000a; 
BRITO et al., 2001; WATANABE et al., 2001; BYARUGABA, 2004; NADER FILHO et al., 
2007), embora algumas vezes com sensibilidade em torno de 50% (COSTA et al., 
1986;DOMINGUES et al., 1994). 

Os maiores índices de resistência foram constatados com o uso da penicilina (NADER 
FILHO et al., 1986; LANGONI et al., 1991; DOMINGUES et al., 1994; VARGAS et al., 
1996; COUTINHO et al., 2006; NADER FILHO et al., 2007). 

Devido ao seu amplo espectro de ação sobre diferentes microrganismos, a 
enrofloxacina passou a ser amplamente utilizada em Medicina Veterinária, principalmente nos 
casos de mastite. A ação in vitro da enrofloxacina foi verificada frente a alguns 
microrganismos isolados de leite bovino mastítico. Os resultados mostraram uma boa ação 
contra Staphylococcus sp., Corynebacterium bovis e bactérias Gram-negativas (MARINHO et 
al., 2002).  

Steinberger (1986) verificou que todas as amostras de coliformes e de Pseudomonas 
aeruginosa testadas foram sensíveis à enrofloxacina. Gedek (1987) confirmou essas 
observações e demonstrou, ainda, a eficiência da droga sobre o Staphylococcus aureus. 
Resultados semelhantes foram obtidos por Brito et al. (2001) que observaram 100% de 
eficácia para cepas isoladas de mastite bovina na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais.  

Na Itália Caracappa et al. (1991) testaram a sensibilidade da enrofloxacina frente a 
amostras resistentes de Staphylococcus sp isoladas de leite de vacas mastíticas e observaram 
eficiência inibitória de 90% do crescimento bacteriano. Hoffer (1990), na Alemanha, 
observou uma resposta positiva no tratamento de mastites clínicas em vacas, em que 66% dos 
animais submetidos à administração da enrofloxacina intramuscular na dose de 3mg/kg em 
intervalos de 12 horas apresentaram-se curadas ao final do tratamento. 

No Brasil, em estudo posterior Langoni et al. (2000) avaliaram a eficácia do 
tratamento da mastite bovina com enrofloxacina e amoxicilina isoladas e em associação. 
Obteve-se independentemente do microrganismo envolvido índices superiores a 75% de cura 
nos tratamentos com amoxicilina, enrofloxacina e a associação de ambas. O efeito terapêutico 
em vacas com mastite subclínica foi comprovado por Dinc et al. (1991), com a infusão de 
diária enrofloxacina, durante três dias, obtendo cura bacteriológica em 83,3% dos tetos.  

Hoeben et al. (2000), estudando o efeito da enrofloxacina sobre os sinais clínicos da 
mastite causada por E. coli em vacas recém-paridas, concluíram que o tratamento acelerou o 
clearance da bactéria dos quartos afetados.  Avaliando o efeito de drogas antimicrobianas em 
casos de mastite clínica causada experimentalmente por E. coli, Monfardini et al. (1999) 
observaram que o tratamento com a enrofloxacina afetava a taxa de eliminação da bactéria às 
14, 18, 24, 48 e 72 horas após a infecção, não havendo, entretanto, cura bacteriológica. 

A sensibilidade antimicrobiana de 59 cepas de estafilococos coagulase positivo, 
isolados do leite de vacas com mastite foi avaliada através da técnica de difusão com discos 
para 13 antibióticos, verificando-se que os mais eficazes foram a vancomicina (100%) e 
norfloxacina (96%) e os menos eficazes foram penicilina (20%) e amoxicilina (25%). 
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Algumas cepas apresentaram resistência múltipla para seis a nove antibióticos 
simultaneamente (FREITAS et al., 2005).  

Segundo estudos de Lange et al. (1999), na região Sul do Brasil, 48,5% dos S. aureus 
isolados de casos de mastite bovina foram suscetíveis a todos os antimicrobianos testados, 
sendo observado que 43,9% dos isolados foram resistentes à penicilina G e ampicilina, de 
forma particular ou em associação.  

Em estudo mais recente (FERREIRA et al., 2006) entre as 77 estirpes de S. aureus 
submetidas aos testes de sensibilidade in vitro frente a 12 antimicrobianos, 75,3% revelaram-
se sensíveis a todos os princípios ativos testados.  

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

Para o cefoperazone Andrade (2001) detectou um percentual de sensibilidade de 89%, 
superior aos 65,4% encontrados anteriormente por Vargas et al. (1996). 

Os resultados obtidos por Freitas et al. (2005) revelaram altos índices de resistência 
para amoxicilina (75%) e também um alto nível de resistência a gentamicina em um 
município onde este antibiótico era mais freqüentemente utilizado para tratar os animais com 
mastite. Outros antibióticos como bacitracina e tetraciclina apresentaram índices de 
resistência de 37% e 26%, respectivamente. Os mais eficazes foram a vancomicina (100%), a 
norfloxacina (96%), a enrofloxacina (88%) e o cloranfenicol (83%). 

 A amoxicilina pertence ao mesmo grupo de antibióticos beta-lactâmicos e geralmente 
os estafilococos mostram elevada resistência (acima de 70%) à penicilina G, bem como, 
ampicilina, amoxicilina e carbenicilina (TAVARES, 2000).  

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

Poubel et al. (2008) notificaram um aumento significativo da resistência dos 
Streptococcus agalactiae isolados de amostras de leite de vacas com mastite subclínica às 
tetraciclinas (92%), confirmando relatos de Guerin-Faublée et al. (2002, 2003) que apontaram 
para o aumento significativo da resistência às tetraciclinas em seus estudos.  

 
2.9 Resíduos de Antibióticos no Leite 
 
A presença no leite de resíduos de produtos farmacológicos utilizados como medida 

terapêutica ou profilática tem grande importância pelos efeitos que estes produzem sobre a 
saúde do consumidor, a inibição de cultivos utilizados na indústria de produtos lácteos 
fermentados e seletividade de populações microbianas resistentes (SISCHO, 1996).  

Diversas investigações (SISCHO, 1996; GANDINO; CHIAPPETTA, 1998; SENYR 
et al., 1990), tem demonstrado que as provas microbiológicas comumente utilizadas para a 
detecção de resíduos de antimicrobianos apresentam diferenças nos limites de detecção; e que 
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os microrganismos utilizados como indicadores, geralmente diferem nos níveis de 
concentração inibitória mínima (REYES et al., 2002).  

Brancher e Fagundes (1998) adaptaram o método da redutase para detectar 
antibióticos no leite, sendo menos sensível que o Antimicrobial Diffusion Method (ADM). 

A presença de resíduos de antibióticos no leite resulta da aplicação de diferentes 
substâncias no efetivo leiteiro, para a prevenção ou tratamento de doenças, com destaque para 
infecções da glândula mamária e as doenças do trato reprodutivo (SANTOS, 2003).  

Além dos altos custos o tratamento apresenta sérias implicações tecnológicas e em 
saúde pública devido, sobretudo, à presença de resíduos de antibióticos no leite. Quantidade 
de antibiótico acima do limite máximo de tolerância aprovado pela legislação para leite cru, 
torna a matéria-prima inadequada para o uso na indústria (SANTOS, 2003) e para o consumo 
humano (BRANDÃO, 2000). Esses resíduos interferem no processamento industrial, uma vez 
que as bactérias láticas são sensíveis aos antibióticos dificultando a fermentação e 
inviabilizando a produção de queijos e iogurtes (NASCIMENTO, 2008). Os riscos à saúde do 
consumidor são representados entre outros, por reações alérgicas, freqüentemente associadas 
aos antibióticos beta-lactâmicos (penicilina), que podem desencadear choque anafilático em 
indivíduos sensíveis (NUNES; D’ANGELINO, 2007). 

No Brasil, o leite é o alimento mais avaliado em pesquisas relativas à contaminação de 
antibióticos em alimentos. Alguns estudos têm demonstrado que a maior fonte destes resíduos 
é representada, pela freqüente inoculação de antibióticos utilizados no combate à mastite 
(ALLISON, 1999).  

Albuquerque et al. (1996), observaram em Fortaleza no Ceará, que 69,7%% das 
amostras analisadas continham antibióticos, entre elas 28% positivas para penicilina. 
Nascimento et al. (2001), analisaram 96 amostras de leite pasteurizado de seis marcas 
encontradas no mercado de Piracicaba, São Paulo, sendo 50% positivas para antibióticos. 
Barros et al. (2001), analisaram 26 amostras de leite tipo C pasteurizado obtidas no comércio 
de Salvador, sendo que 38,5% apresentavam resíduos. Denobile (2002) analisou 231 amostras 
de leite de um laticínio de Minas Gerais, das quais 32 se mostraram positivas para 
oxitetraciclina. 

Rosario (2002) constatou em amostras de leite tipo A, B, C e UHT do comércio de 
Pirassununga - São Paulo, resíduos de tetraciclinas e beta-lactâmicos entre 6,25% a 8,69% e 
2,08 a 2,17%, respectivamente. Medeiros et al. (2004) analisando 30 amostras de leite in 
natura na cidade de Patos, na Paraíba, encontraram em 43% das amostras resultados positivos 
para beta-lactâmicos, tetraciclinas e sulfonamidas. Couto e Tórtora (2005) analisaram 50 
amostras de leite no Rio de Janeiro e 28% apresentaram resíduo de penicilina ou 
estreptomicina. Tetzner et al. (2005), ao avaliar 21 fazendas de produção de leite observaram 
a presença de resíduos de beta-lactâmicos na ordem de 33,3%. Nero et al (2007), analisaram 
210 amostras de leite cru oriundas de 4 regiões brasileiras e observaram resíduos de 
antibióticos em 11,4% das amostras.  

Outros estudos enfatizam que no caso do tratamento da mastite clínica o uso 
terapêutico de antibióticos, pode acarretar em tempo de carência maior do que o preconizado 
na bula dos medicamentos. Raia Junior (2001) constatou em animais com mastite clínica 
tratados por via sistêmica, após do período de carência de 96 horas que 52,4 % de amostras de 
leite apresentaram resultados positivos para penicilina e estreptomicina e 60% para 
sulfadiazina e trimetoprim. Raia Junior (2001), também observou que o tratamento 
intramamário de mastite acarretou, após período de carência, 18,7% de amostras positivas 
para cefacetril, 18,1% para gentamicina e 11% para tetraciclina.  

Os antibióticos utilizados no tratamento das mamites podem aparecer no leite até 144 
horas após sua aplicação, em função de fatores como concentração, estágio de lactação 
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volume de leite produzido, intensidade de infecção, dose administrada, excipiente e via de 
aplicação (FAGUNDES, 1980). 

Devido ao alto custo para a realização da cultura, isolamento e identificação dos 
agentes infecciosos e testes de sensibilidade antimicrobiana, muitas propriedades usam 
antibióticos que não apresentam eficácia, aumentando o número de bactérias resistentes, além 
de muitas vezes aumentar a dosagem dos produtos na tentativa de melhorar sua eficiência 
contribuindo assim para a presença de resíduos no leite (FREITAS et al., 2005).  

A preocupação crescente com a presença de resíduos de antibióticos no leite gera uma 
busca por métodos alternativos para a abordagem clássica dos antibióticos (COSTA et al., 
1996).  

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

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

Há evidências de que o tratamento de animais com antibióticos torne seus produtos e 
derivados, fonte para resistência aos antibióticos na espécie humana. A resistência é a 
capacidade inerente ou adquirida da bactéria não responder aos efeitos inibitórios das drogas 
antimicrobianas, por diversos mecanismos, entre eles, uma rápida biotransformação do 
antibiótico - diminuindo o efeito nocivo, ou modificando o sítio de ação do antibiótico de 
modo a não afetar a função bacteriana (OLIVEIRA, 2006).  

A resistência pode estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma população ou 
de diferentes populações. O alto nível de resistência múltipla apresenta um risco potencial 
para a saúde pública e pode dificultar o tratamento de doenças de animais e humanos, 
agravando quadros clínicos (SENA, 2000). 

Oliveira et al. (2002) demonstraram grande percentual de resistência para amostras de 
Staphylococcus spp isoladas de leite de vacas com mastite clínica e subclínica procedentes da 
Região Agreste do Estado de Pernambuco, concluindo que os isolados apresentaram-se 
resistentes à penicilina e tetraciclina e apontaram o uso incorreto e indiscriminado de produtos 
com essas bases farmacológicas como os responsáveis por esta situação. 

Alguns autores consideram que o uso de antibióticos em concentrações 
subterapêuticas em animais induz o aparecimento de cepas selecionadas de bactérias, 
eventualmente resistentes. A multiplicação de populações resistentes, junto com o potencial 
de resistência cruzada, leva ao desenvolvimento de colônias extremamente resistentes a um 
amplo espectro de antibióticos. Se tais bactérias forem transferidas aos homens através do 
consumo de alimentos, podem, em última análise, colonizar novos hospedeiros ou passar sua 
resistência aos antibióticos para outras bactérias (MANIE, 1997, DENOBILE, 2002).  

Moreno et al. (1990) trabalhando com resíduos de antibióticos e bactérias resistentes à 
drogas isoladas de carne bovina e de frango, verificaram que a penicilina não foi detectada em 
nenhuma das amostras de frango. A tetraciclina estava presente em 23%, estreptomicina, 
cloranfenicol e gentamicina estavam presentes em baixos níveis de concentração, mas numa 
grande quantidade das amostras (93%, 67% e 97%, respectivamente). Em galinhas, 63% das 
amostras estavam contaminadas com resíduos de estreptomicina, cloranfenicol e gentamicina. 

A ausência de crescimento bacteriano em amostras de leite com elevada CCS ocorre 
em casos em que a infecção já foi eliminada ou a bactéria ainda não está sendo eliminada 
(eliminação intermitente) e em casos em que o agente não é identificado pelos exames 
laboratoriais de rotina, como o Mycoplasma spp. (PHILPOT; NICKERSON, 2002).  
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É importante lembrar que no antibiograma os medicamentos não sofrem interferência 
de fatores fisiológicos como a presença de tecido residual e de descamação presente no 
processo inflamatório que impede a penetração e concentração adequada da droga em todos 
os sítios de infecção da glândula mamária, fato que esclarece porque algumas bactérias são 
destruídas in vitro e não in vivo (PHILPOT, 2002). 

 
2.11 Teste de Redução do Azul de Metileno 
 
O leite por sua riqueza de nutrientes é um meio de cultura ideal para a maioria dos 

microrganismos e a multiplicação dos microrganismos é rápida, se a temperatura for adequada 
para o crescimento (COUSINS; BRAMLEY, 1987). 

O crescimento de microrganismos no leite provoca o consumo do oxigênio presente no 
meio. Esse fenômeno leva à produção de substâncias redutoras, diminuindo o potencial óxido-
redutor (O-R). Através de uma substância indicadora, é possível avaliar ou medir a 
diminuição do potencial de O-R. O azul de metileno (AM) é um corante catiônico solúvel em 
água ou álcool de fórmula molecular C16H18CLN3S e massa molar 319.85 g/mol, usado como 
um corante bacteriológico e como indicador de O-R. O AM em sua forma oxidada é azul 
(AM+) e é facilmente reduzido a sua forma hidrogenada (azul de leucometileno, LM+) que é 
incolor. Quando introduzido em uma cultura bacteriana ou em qualquer meio contento 
bactérias, o AM age como aceptor de elétrons, se reduzindo e tornando-se incolor (LEVINE, 
1983). A velocidade dessa transformação é diretamente proporcional a concentração 
bacteriana do meio, o que possibilita a determinação da concentração bacteriana pela 
determinação do tempo de descoramento (PLASZEZESKI et al., 2005).  

O teste de redutase utilizando o azul de metileno ou a resazurina constitui um método 
indireto bastante simples e rápido para estimar a qualidade higiênica e bacteriológica do leite 
cru, em função da taxa metabólica dos diversos microrganismos que produzem substâncias 
redutoras no leite (VIEIRA et al., 2005).  

Em geral, o tempo de redução é inversamente proporcional ao número de bactérias 
presentes na amostra de leite no início da incubação. Quanto mais bactérias estiverem 
presentes na amostra, mais rapidamente se dará a redução da substância indicadora (BRITO et 
al., 2007).  

O resultado do teste de redutase é dado em horas e não pelo número de bactérias 
embora haja uma correlação entre o TRAM e o número de bactérias da amostra (NADER 
FILHO et al., 1983; SOUZA et al., 1999).  

Essa prova é utilizada nos laboratórios de controle de qualidade de estabelecimentos 
beneficiadores para classificação do produto para consumo “in natura” e para fins industriais 
(WANDECK et al., 1977). O teste se aplica bastante bem a leite de qualidade mediana e 
pobre, sendo pouco sensível para produto de boa qualidade com reduzido número de 
microrganismos (BRITO et al., 2007).  

As condições para estimar o número de bactérias pela redutase são padronizadas, 
porém nem todas as espécies de bactérias possuem a mesma atividade redutora. Por exemplo, 
a bactérias termodúricas e psicrotróficas são menos redutoras do que outros contaminantes 
comuns do leite. Se os microrganismos predominantes são psicrotróficos, o que pode 
acontecer no caso do leite resfriado, o teste poderá dar falsos resultados (SOUZA et al., 
1999). O teste é mascarado na presença de antibióticos (RODRIGUES et al., 1993; 
BRANCHER; FAGUNDES, 1998).  

Embora com estas limitações este teste pode ser aplicado para a maioria dos casos e, 
dado sua simplicidade e baixo custo justifica sua recomendação como parâmetro geral para 
avaliar a qualidade do leite (VALLE, 1985).  
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A correlação entre a contagem total de microrganismos aeróbios obtida por 
plaqueamento em PCA (Plate Count Agar) e pelo sistema Petrifilm®, e a relação dessas duas 
metodologias com as respostas do teste de redutase foi investigada por Carvalho et al. (2002). 
Pelos resultados as metodologias, para a contagem total de microrganismos aeróbios, 
contagem de coliformes totais e o teste de redutase mostraram ser equivalentes.  

Pela Instrução Normativa nº 51/2002, os parâmetros estabelecidos para o tempo de 
redução do AM para o leite cru tipos A, B e C são 5 horas; 3 horas e 30 minutos e 90 minutos 
respectivamente (BRASIL, 2002a).  

Para avaliação da qualidade pelo TRAM preconiza-se o seguinte procedimento: 1) 
Pipetar 10 mL da amostra de leite em um tubo de ensaio; ´2) Adicionar 1 mL de solução de 
azul de metileno (0,02%) e homogeneizar; 3) Encaminhar imediatamente ao banho-maria a 
37°C (tempo zero); 4) Efetuar a leitura no momento da viragem ou descoloração (mudança de 
cor da amostra, de azul para branco leitoso) e anotar o tempo final. Para estimativa do número 
de bactérias presentes na amostra utilizar os critérios apresentados nas tabelas a seguir (Tabela 
01 e 02).  

Segundo os tempos de redução as seguintes características são atribuídas ao leite: 
excelente (não reduz em 8 horas), bom (reduz entre 5 horas e meia e 8 horas), regular (reduz 
entre 3 horas e meia e 5 horas), ruim (reduz entre 1 e 3 horas) e péssimo (reduz em menos de 
1 hora).  
 
Tabela 01: Interpretação dos resultados para o teste de Redutase. Tempo de 
descoloração em função da carga microbiana segundo a Instrução Normativa nº 51 de 
18 de setembro 2002 / Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento. 

 
Leite Tempo de Descoloração N° de bactérias (estimado) 

Leite tipo A Mínimo 5h Maximo 104 UFC/mL 
Leite tipo B Mínimo 3h 30’ Maximo 5x105 UFC/mL 
Leite tipo C Mínimo 90’ Não há previsão 

 

Tabela 02: Relação entre o número de bactérias presentes no leite e o tempo de redução 
do azul de metileno. 

Tempo de redução Número aproximado de bactérias por ml 
Inferior a 20 minutos Acima de 20.000.000 

20 à 120 minutos 4.000.000 – 20.000.000 
2 à 5 ½ horas 500.000 – 4.000.000 
5 ½ à 8 horas 100.000 – 500.000 

Acima de 8 horas Inferior à 100.000 
Fonte: UFSC (2009) 
 
Brancher e Fagundes (1998) avaliaram o método da redutase utilizando o azul de 

metileno, como indicador, para detectar presuntivamente a presença de resíduos de 
antibióticos no leite. Para testar o método foram utilizadas amostras de leite de vacas com 
mastite tratadas por via intramamária com gentamicina, oxitetraciclina e penicilina. Na 
metodologia utilizada, a amostra foi aquecida a 85-95ºC por 10 minutos e resfriada até 37ºC, 
seguindo-se a adição de 2% fermento lático (Streptococcos thermophilus) e 1 ml de azul de 
metileno (0,02%). O tempo necessário para completa descoloração do azul de metileno 
constituiu-se em parâmetro para avaliar a atividade do Streptococcos thermophilus. Verificou-
se que as amostras com antibióticos demandaram intervalos de tempo significativamente 
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maiores do que os controles para descoloração do azul de metileno. Os autores concluíram 
que o método é sensível para os antibióticos testados e pode ser utilizado na pesquisa 
presuntiva dos mesmos.  

Rodrigues et al. (1993) avaliaram diferentes testes para verificar a capacidade de 
redução dos corantes azul de metileno e resazurina pelo Streptococcus thermophilus, frente a 
várias diluições de ampicilina, cefalosporina, oxitetraciclina, estreptomicina, quemicetina, 
espectinomicina e gentamicina. As amostras de leite esterilizadas contendo diferentes 
diluições dos antibióticos foram analisadas quanto ao potencial de redução dos corantes com e 
sem aquecimento (85-90 ºC/10 min.). Os resultados demonstraram a grande capacidade de 
detecção de pequenas quantidades dos antibióticos, tanto pelo método de resazurina, como 
pelo do azul de metileno. Os autores sugeriram que este teste pode ser utilizado pelos serviços 
de inspeção e pelas próprias indústrias, para avaliação da qualidade e presença de antibióticos 
no leite.  

Considerando que os antibióticos adicionados nas amostras de leite devem limitar ou 
impedir o crescimento das bactérias sensíveis, resultando assim, em maior tempo de redução 
do corante, foi proposto neste trabalho a adaptação do método de redutase como um método 
prático, rápido e de fácil realização para orientar a escolha do antibiótico no tratamento de 
mastites clínicas de origem bacterianas à campo, na indisponibilidade de resultados 
microbiológicos definitivos. 

 



3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 3.1 Local e Período 
 

Amostras de leite foram obtidas em três fazendas no Município de Resende, Região 
Sul Fluminense e rebanho da Pesagro - Rio, Estação Experimental de Seropédica na Baixada 
Fluminense, entre dezembro de 2008 e junho de 2009.  

Os exames foram realizados na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, no 
Laboratório de Pesquisas Clínicas do Instituto de Veterinária / Departamento de Medicina e 
Cirurgia Veterinária e no Laboratório de Bacteriologia do Instituto de Veterinária / 
Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinária. 
 
 3.2 Amostras 

 
Foram coletadas amostras de leite in natura de vacas mestiças com diferentes graus de 

sangue holandês-zebú, de diferentes idades, diversas fases de lactação e gestação, e 
características diversas quanto ao manejo sanitário e nutricional, submetidas a duas ordenhas 
diárias em propriedades com ordenha mecânica. 

 
3.3 Testes para Identificação de Mastite Clínica e Subclínica 
 
Durante a ordenha da manhã todas as vacas foram avaliadas quanto à ocorrência de 

mastite clínica através do exame físico da glândula mamária e teste da caneca telada para 
observação de alterações das características do leite. A seguir foram avaliadas quanto à 
mastite subclínica através do California Mastitis Test (CMT) imediatamente após a 
preparação higiênica do úbere para a ordenha, descarte e exame dos primeiros jatos de leite 
(PHILPOT; NICKERSON, 1991). Para estas finalidades foram mantidos os procedimentos e 
a rotina de ordenha em cada propriedade. 

De cada quarto mamário foi coletada uma amostra de 2,0 ml de leite em uma bandeja 
própria para o exame à qual foi adicionado, na mesma proporção, um detergente aniônico 
(alquil-lauril sulfato de sódio) (ALMEIDA et al., 2005). Após homogeneização por alguns 
segundos, o resultado foi obtido através do grau de viscosidade formado pela reação do 
detergente com as células somáticas do leite e avaliado em cinco escores: negativo (-), 
suspeito (traços), fracamente positivo (+), positivo (++) e fortemente positivo (+++) 
(SCHALM; NOORLANDER 1957), anotando-se os resultados individuais em formulários 
específicos. 

Em seguida ao CMT foram coletadas, em frascos esterilizados, amostras de 200 ml de 
leite de quartos mamários com reação positiva ao CMT (+, ++ e +++) e de vacas com mastite 
clínica após lavagem dos tetos com água, secagem com papel toalha, eliminação dos 
primeiros jatos e desinfecção da pele da teta e do óstio com algodão embebido em álcool a 
70%. Após a coleta, as amostras foram imediatamente acondicionadas em caixas térmicas 
contendo gelo e mantidas em temperatura igual ou inferior a 4 °C durante o transporte até o 
laboratório de Pesquisas Clínicas do Instituto de Veterinária / UFRRJ onde foram avaliadas e 
encaminhadas para os testes específicos. 

 
3.4 Isolamento e Identificação de Microrganismos  
 
No Laboratório de Bacteriologia as amostras foram incubadas a 37oC por 18 horas 

para pré-enriquecimento. Posteriormente 0,1 ml de cada amostra foram semeados em placas 
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de Petri descartáveis contendo Ágar-sangue bovino 5%, seguidas de incubação à 37 oC e 
observação das culturas após 24 e 48 horas. 

Após incubação, se procedeu à avaliação das características morfológicas das colônias 
e inóculos individuais foram semeados em meios seletivos e diferenciais, para observação dos 
aspectos fenotípicos característicos dos gêneros (KONEMAN et al., 2008).  

Os microrganismos isolados foram inicialmente estudados morfologicamente pelo 
método de Gram e repicados em caldo cérebro coração (BHI), incubadas a 37ºC por 48 horas 
quando então foram realizadas as provas taxonômicas para identificação dos gêneros e 
espécies segundo Krieg e Holt (1984). 

A identificação presuntiva dos microrganismos Gram-positivos foi realizada pelas 
características morfotintoriais e presença de hemólise. Quanto aos agentes Gram-negativos, a 
identificação procedeu-se pela observação das características das colônias e semeadura em 
meio Ágar Tríplice Açúcar-Ferro® (TSI), para verificar a capacidade de os isolados 
produzirem ácido na inclinação, e ácido e gás, no fundo do tubo. Verificou-se, ainda, a reação 
de sacarose e indol segundo Ferreira et al. (2007). 

Para as amostras suspeitas de enterobactérias, as seguintes provas de identificação 
foram realizadas: comportamento em Ágar (TSI), motilidade em tubo, produção do indol, 
produção de ácidos a partir da glicose, fermentação de açúcares, redução do nitrato, produção 
de gelatinase, produção de urease, degradação do citrato e do malonato, e outros diferenciais 
de acordo com o microrganismo envolvido. O gênero Streptococcus spp foi avaliado através 
do isolamento em Ágar enriquecimento com azida sódica (0,2g/L) e violeta cristal 
(0,0002g/L), potencial de oxidação, hidrólise de esculina e hipurato. Para o gênero 
Corynebacterium spp, foi efetuado o crescimento em ágar de enriquecimento com telurito 
potássico (0,1g/L) acompanhado das provas bioquímicas pertinentes. Após a identificação 
presuntiva das colônias de Staphylococcus spp, estas foram submetidas ao método de Gram, 
teste da catalase, hidróxido de potássio a 30%, prova da coagulase livre, testes Voges-
Proskauer, urease e redução de nitratos (KONEMAN et al., 2008). 

 
3.5 Teste de Sensibilidade In Vitro  

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

metodologia recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards 
(NCCLS, 2000). 

 
3.6 Adaptação do Teste da Redutase 
 
As amostras foram avaliadas quanto ao tempo de redução do azul de metileno 

(TRAM) 0,02% com e sem a adição de agentes antimicrobianos em diferentes etapas. 
 
3.6.1 Efeito da concentração do antibiótico 
 
Inicialmente foi realizado um teste para determinação do efeito da concentração dos 

princípios ativos sobre as bactérias presentes nas amostras e respectivos tempos de redução.  
Cem (100) amostras de leite de vacas com mastite subclínica (escores +, ++ e +++) 

foram avaliadas quanto ao TRAM frente aos antibióticos contidos em formulação 
antimastíticas disponíveis no mercado, em três concentrações diferentes em relação ao 
controle adicionado da solução de azul de metileno (AM).  

Os antibióticos testados foram: (A) Cloxacilina (20mg/ml), (B) Gentamicina 
(25mg/ml), (C) Espiramicina (20mg/ml) + Neomicina (20mg/ml), (D) Cefoperazone 
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(25mg/ml) e (E) Tetraciclina (25mg/ml) + Bacitracina (3,5mg/ml) + Neomicina 
(45,625mg/ml). 

Para esta finalidade cada amostra foi dividida em 20 alíquotas de 2 ml distribuídas em 
tubos estéreis identificadas com o número da amostra e divididas em cinco grupos de três, 
acrescidas dos antimastíticos (A, B, C, D, E) em três concentrações, utilizando-se os volumes 
de 100 µL, 160 µL e 200 µL de cada formulação.  

Imediatamente após a adição do antibiótico foram adicionados 200µL de azul de 
metileno 0,02% em todos os tubos. Para cada grupo de antibiótico foi mantido um tubo 
controle adicionado de azul de metileno 0,02% sem adição do antibiótico. 

Após homogeneização os tubos foram acondicionados em estufa a 37 oC e mantidos 
nessas condições por 48 horas, com leituras efetuadas em intervalos de uma hora para 
visualização da descoloração e registro dos tempos de redução das amostras.  

O número da amostra, o antibiótico e o volume adicionado, bem como o controle 
(AM) para cada antibiótico foram identificados nos tubos e a ordem de apresentação nas 
estantes anotada em caderno de registro. 

Ao final desse período foi calculado o tempo médio de redução do AM de cada 
concentração de antibiótico em relação aos controles.  

 
3.6.2 Efeito do tempo de ação do antibiótico  
 
Num segundo momento foi avaliado o efeito do tempo de ação dos antibióticos sobre 

as bactérias do leite em relação ao TRAM.   
Para esta finalidade foram avaliadas cinco amostras de leite de vacas com mastite 

clínica e subclínica, divididas em 15 alíquotas de 2,0 ml, adicionadas de quatro antimastíticos 
(A, B, C, D) em uma única concentração utilizando-se um volume fixo de 100µl de cada 
formulação e 200µL da solução de azul de metileno (0,02%) que foram adicionadas em quatro 
momentos distintos: 0h (imediatamente), 1h, 3h e 4h após a adição do antimastítico. Foram 
utilizadas três repetições para cada tempo dos respectivos antibióticos e um controle com o 
azul de metileno (AM) para cada antibiótico em cada tempo. Após a inoculação as amostras 
foram homogeneizadas e mantidas em estufa a 37ºC por 12 horas, com leituras efetuadas em 
intervalos de uma hora.   

Os antimicrobianos testados foram aqueles de uso freqüente em propriedades leiteiras 
e de fácil aquisição, num total de sete princípios ativos isolados ou associações de antibióticos 
segundo a formulação disponível no mercado: A) Enrofloxacina (30mg/ml) + Amoxicilina 
(6,25mg/ml); B) Gentamicina (25mg/ml); C) Cefoperazone (25mg/ml); D) Tetraciclina 
(25mg/ml) + Bacitracina (3,5mg/ml) + Neomicina (45,625mg/ml). 

 
3.6.3 Efeito da temperatura de incubação 
 
Dezesseis amostras de leite provenientes de vacas com mastite clínica foram testadas 

quanto à redução do AM em duas temperaturas distintas, 23ºC e 37ºC, mantidos nessas 
condições por 48 horas, com leituras efetuadas em intervalos de uma hora para visualização 
da descoloração e registro dos tempos de redução das amostras.  

 
3.6.4 Tempo de redução do azul de metileno mediante adição de antibióticos no 

leite em relação ao antibiograma 
 
Após determinação do volume e tempo de adição do azul de metileno, 27 amostras de 

leite de vacas com mastite subclínica (escore +++ ao CMT) e 37 com mastite clínica foram 
testadas quanto ao TRAM (200µL da solução 0,02% em 2 ml de leite) em relação a quatro 
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antibióticos de uso intramamário comercial com diferentes composições (100µL de cada 
formulação): A) Enrofloxacina (30mg/ml) + Amoxicilina (6,25mg/ml); B) Gentamicina 
(25mg/ml); C) Cefoperazone (25mg/ml); D) Tetraciclina (25mg/ml) + Bacitracina (3,5mg/ml) 
+ Neomicina (45,625mg/ml). 

 Para cada amostra quatro tubos com 2,0 ml de leite contendo 200µL do azul de 
metileno 0,02% foram mantidos como controle (AM). Após adição dos antimastíticos e do 
azul de metileno, as amostras foram homogeneizadas e acondicionadas em estufa a 37ºC. As 
leituras foram efetuadas em intervalos de uma hora durante 48 horas. O tempo necessário para 
descoloração do leite foi anotado e posteriormente comparado com o tempo de descoloração 
dos controles.  

Paralelamente uma alíquota de 4ml de cada amostra foi acondicionada assepticamente 
em tubo estéril e encaminhada sob refrigeração para o Laboratório de Bacteriologia do 
Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinária do Instituto de Veterinária da 
UFRRJ para cultura, identificação e teste de sensibilidade in vitro.  

 
3.6.5 Teste clínico 
 
A eficácia clínica da prova da redutase para avaliação da sensibilidade a 

antimicrobianos foi testada em 26 vacas com mastite clínica em dois rebanhos do Município 
de Resende – RJ. 

 Após a identificação da ocorrência de mastite e coleta das amostras para avaliação do 
TRAM frente aos antimastíticos e concomitante isolamento e antibiograma, os animais foram 
tratados aleatoriamente segundo a disponibilidade dos medicamentos no comércio local. 
Dessa forma foram utilizados os produtos comerciais Cefavet1, Gentocin® mastite2 e Mastijet 
Forte®3, contendo os princípios ativos cefoperazone, gentamicina e associação de tetraciclina, 
bacitracina e neomicina respectivamente. Produtos a base de enrofloxacina + amoxicilina 
(Enrocilin L4) não foram testados por não estarem disponíveis em quantidade suficiente no 
mercado da região por ocasião do teste. 

Para tratamento de mastites clínicas recomenda-se entre uma e três aplicações 
medicamentosas, via intramamária com melhores resultados quando o número de aplicações é 
maior (BURAGOHAIN; DUTTA, 1990; TYLER et al., 1992; FRITON et al., 1998) ou 
quando se faz uma terapia associada por via parenteral nos casos agudos ou superagudos 
(OWENS et al., 1993, 1994). Com base nesses aspectos, os animais deste experimento foram 
tratados por um período de três dias consecutivos. 

Os animais e respectivos tratamentos a serem instituídos foram registrados em uma 
planilha apresentada aos produtores e disponibilizada em local visível na sala de ordenha. A 
primeira aplicação intramamária foi efetuada pela equipe (Dia 1), na presença dos 
proprietários e as drogas necessárias para o tratamento foram disponibilizadas aos mesmos. 
Os proprietários foram orientados a manter a rotina de ordenha com aplicação dos respectivos 
produtos por três dias consecutivos após esgotamento dos quartos afetados, descartando o 
leite das vacas tratadas por sete dias a partir do início do tratamento. 
                                                 
1  Cefavet (Vetbrands): 250 mg de Cefoperazone sódico (equivalente a 233,149 mg de cefoperazone base). 4,0 
mg de Prednisolona acetato, veículo oleoso q.s.p. 10 ml  
2 Gentocin® mastite 250 mg (Schering Plough): 250 mg Gentamicina base (sulfato), veículo q.s.p. 10 ml 
3 Mastijet Forte® (Intervet - Schering Plough): 200mg Cloridrato de tetraciclina, 250 mg Sulfato de Neomicina 
(equivalente a 365 mg de neomicina), 2.000 UI Bacitracina de zinco (equivalente a 28 mg), 10 mg Prednisolona.  
4 Enrocilin L (Biovet): 300mg Enrofloxacina, 62,5mg Amoxicilina, 50mg de Cloridrato de Bromexina, veículo 
q.s.p 10ml. 
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Noventa e seis horas (Dia 7) após a última aplicação, os animais foram novamente 
avaliados pelo teste da caneca de fundo escuro e CMT.  

Os resultados obtidos ao CMT nessa última avaliação foram comparados com os testes 
de sensibilidade no antibiograma e TRAM realizados antes do início do tratamento. Para esta 
finalidade foram atribuídos pontos (zero ou um) segundo a sensibilidade ao teste in vitro e 
pelo teste da redutase e resultado do tratamento clínico: para amostras sensíveis com resultado 
favorável no tratamento ou resistentes que não resultaram em cura ou melhora do quadro de 
mastite atribuiu-se 1 ponto. Para resultados discordantes se atribuiu zero ponto (Quadro 01). 

 
Quadro 01: Critérios de avaliação da eficácia clínica dos produtos utilizados para 
tratamento da mastite clínica em 26 vacas em relação à sensibilidade ao antibiograma e 
Tempo de Redução do Azul de Metileno.  
 

Resultados no Tratamento 
Sensibilidade  

Satisfatório  Não satisfatório  

Sensível  1 0 
Intermediária  1 0 
Resistente 0 1 
 
3.7 Análises Estatísticas 
 
Os dados quantitativos foram submetidos à análise de variância, e os valores médios 
comparados pelo teste T a 5% de probabilidade, enquanto que os valores percentuais foram 
submetidos à análise não-paramétrica e as médias comparadas pelo teste de Qui-Quadrado, a 
5% de probabilidade. 



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 Efeito do Concentração de Antibiótico Sobre o Tempo de Redução das Amostras 
 

O tempo de redução do azul de metileno das 100 amostras analisadas variou entre uma 
e 48 horas, sendo que os controles apresentaram em média um tempo de redução (23,57 
horas) menor que as amostras tratadas com antibiótico cujos tempos de redução variaram 
segundo o antibiótico adicionado (Tabela 03). 

Não houve diferença significativa quanto ao tempo de redução em relação antibióticos 
utilizando-se os volumes de 100 µL, 160 µL e 200 µL para cada formulação. Houve, no 
entanto, diferença entre os volumes e respectivos controles que reduziram em tempo menor 
em todos os antibióticos e volumes testados (Tabela 03). 

 
Tabela 03: Tempo médio de redução do azul de metileno em amostras tratadas com os 
antibióticos A (cloxacilina - 20mg/ml), B (gentamicina - 25mg/ml), C (espiramicina - 
20mg/ml + neomicina - 20mg/ml), D (cefoperazone - 25mg/ml) e E (tetraciclina - 
25mg/ml + bacitracina - 3,5mg/ml + neomicina - 45,625mg/ml) em relação aos controles 
(AM) e volumes adicionados 100 µL, 160 µL e 200 µL. 
 

A B C D E 
AM 23,96a AM 23,92 a AM 23,93 a AM 23,64 a AM 23,91 a 

100 µL 34,52b 100 µL 43,10c 100 µL 28,90 b 100 µL 31,54 b 100 µL 44,25 c 
160 µL 34,52b 160 µL 43,10c 160 µL 28,90 b 160 µL 31,54 b 160 µL 44,27 c 
200 µL 34,63 b 200 µL 43,01c 200 µL 28,90 b 200 µL 31,54 b 200 µL 44,28 c 

p=4,76E-09 p=3,53E-29 p=0,001872 p=2,27E-05 p=1,72E-38 

Números seguidos de letras diferentes na mesma linha e colunas indicam diferença significativa quanto aos 
tratamentos a um grau de confiança de 99% (p≤0,01). 

 
O TRAM foi diferente entre amostras adicionadas dos diferentes antibióticos. A 

associação de antibióticos C (espiramicina + neomicina) resultou em menor tempo de redução 
(28,9 h), porém sem diferença significativa em relação aos antibióticos A (cloxacilina) (34,74 
h) e D (cefoperazone). Por outro lado, os maiores tempos de redução foram verificados nas 
amostras tratadas com os produtos B (gentamicina) e E (tetraciclina + neomicina + 
bacitracina) com diferença significativa em relação aos demais (p=5,13481E-19). 

A ausência de diferença nos tempos de redução em relação aos volumes de 
antimicrobianos adicionados indica que a menor concentração testada apresentou eficácia 
semelhante às demais, com ação sobre o crescimento da bactéria ou grupos de bactérias 
presentes nas amostras, visto que todas as concentrações diferiram dos controles onde a 
redução ocorreu em tempo menor, portanto com crescimento bacteriano maior. 
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Figura 1 – Tempo de Redução do Azul de Metileno três 
horas após início do teste (Tubo A1 – amostra contendo 
100µL de antimastítico A - cloxacilina) evidenciando uma 
amostra resistente. 

 

 
Figura 2 – Teste de Redução do Azul de Metileno 24 
horas após inicio do teste (nos tubos E1 ao E5 não houve 
redução do azul de metileno). 

 
4.2 Efeito do Tempo de Ação do Antibiótico Sobre o Tempo de Redução do Azul de 
Metileno 
 

Todos os controles reduziram o azul de metileno na primeira hora, caracterizando uma 
alta carga microbiana nas amostras. Não houve diferença significativa quanto ao tempo de 
redução (TR) em relação ao momento de adição do corante (0h, 1h, 3h ou 4h) para um mesmo 
produto. Na presença dos antibióticos as amostras reduziram o azul de metileno em tempos 
distintos (Tabela 04). 

Amostras adicionadas dos produtos A (enrofloxacina + amoxicilina) e D (bacitracina + 
neomicina + tetraciclina) reduziram o azul de metileno na média em 9,8 horas, sendo quatro 
amostras e respectivas repetições em tempo igual ao controle (1 h) e as demais não reduziram 
durante o período de observação. Os produtos B (gentamicina) e C (cefoperazone) 
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apresentaram seis e nove amostras com TRAM igual ao controle o que representou na média 
um tempo de redução menor (4,0 e 5,4 respectivamente) e sem diferença significativa 
(p=0,44559), mas com diferença em relação ao controle e produtos A e D (9,8 h). 

 
Tabela 04: Tempo médio de redução do azul de metileno dos controles e amostras 
adicionadas dos produtos A (enrofloxacina + amoxicilina), B (gentamicina), C 
(cefoperazone) e D (bacitracina + neomicina + tetraciclina) em relação ao momento de 
adição do azul de metileno (0, 1, 3 e 4 horas). 
 

Grupo Controle A B C D 
Controle 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 1,0a 

0h 1,0a 9,8b 4,0 c 5,4 c 9,8b 
1h 1,0a 9,8b 4,0 c 5,4 c 9,8b 
3h 1,0a 9,8b 4,0 c 5,4 c 9,8b 
4h 1,0a 9,8b 4,0 c 5,4 c 9,8b 

Números seguidos de letras diferentes na mesma linha e colunas indicam diferença significativa quanto aos 
tratamentos a um grau de confiança de 99% (p≤0,01). 

 

 
Figura 3 – Teste de Redução do Azul de Metileno duas 
horas após início do teste. O azul de metileno foi reduzido 
em todos os tubos controles e grupo com cloxacilina. 

 
A ausência de diferença significativa nos tempos de redução em relação aos diferentes 

momentos de adição do azul de metileno indica que em até quatro horas após a adição do 
antibiótico ao leite, o azul de metileno pode ser adicionado sem interferir no tempo de 
redução pelas bactérias presentes nas amostras. 
 
4.3 Efeito da Temperatura de Incubação Sobre o Tempo de Redução das Amostras 

 
Comparativamente as mesmas amostras em temperatura ambiente (23ºC) reduziram o 

azul de metileno em média em 16,5 horas. Apesar de tempos distintos não houve diferença 
significativa (p= 0,24573) e todas as amostras que reduziram em até 48 horas na estufa 
também o fizeram em temperatura ambiente e 56% (9/16) apresentaram o mesmo tempo de 
redução nas diferentes temperaturas. 
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As amostras que apresentaram TR maior em temperatura ambiente apresentam 
provavelmente uma população de bactérias distintas com temperatura ótima de crescimento 
mais elevada e crescimento limitado à 23ºC.  

Os dados sugerem a possibilidade de realização do teste em condições de campo onde 
não haja estufa para incubação, contudo o período de observação deve ser ampliado. 

 
4.4. Tempo de Redução do Azul de Metileno Segundo a Qualidade da Amostra 

 
Como os controles em geral apresentaram TRAM menor que as amostras adicionadas 

de antibióticos, pode-se deduzir que os antibióticos interferiram sobre o crescimento 
bacteriano com reflexos no tempo de descoloração concordando com Brito et al. (2007) que 
alertam para a possibilidade de resultados incorretos quando se avalia a qualidade do leite 
pelo teste da redutase, visto que a presença de antibióticos na amostra pode interferir sobre os 
resultados. 

Neste estudo a adição de antibióticos interferiu significativamente sobre o tempo de 
redução das amostras, sendo o tempo médio de redução variável em função do tipo de 
antimicrobiano adicionado e características da amostra quanto ao CMT. Como a velocidade 
de descoloração é inversamente proporcional ao número de bactérias presentes na amostra no 
início da incubação, quanto mais rapidamente se dá a descoloração, maior a concentração 
bacteriana do meio (BRITO et al., 2007). 

Uma amostra controle não reduziu o corante em 48 horas e 12 reduziram em menos de 
5 horas. No Brasil, o leite é considerado adequado pela indústria quando a descoloração 
ocorre a partir de duas horas e trinta minutos (BRASIL, 2002a). Assim, pelo tempo de 
redução dos controles a maioria das amostras (88%) seria classificada como excelente quanto 
à qualidade (quantidade de microrganismos) visto que reduziram o azul de metileno em mais 
de 5 horas. 

Presuntivamente amostras com maiores tempos de redução em relação ao controle, 
apresentaram maior sensibilidade aos antibióticos adicionados. Dos 12 controles que 
reduziram o azul de metileno em menos de 5 horas, sete (7%) apresentaram o mesmo tempo 
de redução para os tratamentos (≤ 3 horas), indicando além de uma carga bacteriana elevada, 
uma provável resistência aos antimicrobianos testados. 

A redução em menos de 90 minutos caracteriza essas amostras como de baixa 
qualidade microbiológica (mais que 5x105 UFC/ml) e fora dos padrões estabelecidos pela 
IN51/2002 para leite tipo C. Os tempos médios de redução das amostras controle em relação 
aos tratamentos estão representados na Tabela 05. 
 
Tabela 05: Tempo médio de redução do azul de metileno (TMRAM) de amostras 
tratadas com antibióticos em relação aos controles e número de amostras que 
apresentaram redução em menos de 5 horas ou não reduziram (NR) em 48 horas. 
 
Grupo Tratamento TMRAM NR 48 h Menos 5 h 

 Controle 23,6a 3 12 
A Cloxacilina 34,7b 45 12 
B Gentamicina 43,0c 85 10 
C Espiramicina + Neomicina 29,0b 2 9 
D Cefoperazone 31,7b 16 8 
E Tetraciclina + Neomicina + Bacitracina 44,2c 89 7 

TRAM: números seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa quanto aos 
tratamentos a um grau de confiança de 99% (p=5,134 E-19). 
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Considerando as medidas de higiene adotadas para coleta das amostras e a manutenção 
das mesmas sob refrigeração até o momento do teste que ocorreu em no máximo 12 horas, um 
tempo maior para redução do azul de metileno já era esperado, mesmo para amostras positivas 
ao CMT.   

Neste sentido os estudos realizados com o teste da redutase para avaliação da 
qualidade microbiológica do leite cru referem-se a amostras de leite de conjunto mantidas sob 
refrigeração. Nestes casos, o tempo prolongado de armazenagem favorece a multiplicação de 
bactérias no leite mesmo sob refrigeração. No leite obtido sob condições de higiene 
inadequadas, a refrigeração pode atuar de modo a apenas substituir a microbiota mesófila pela 
psicrotrófica, mantendo elevada a carga microbiana (GUIMARÃES, 2002). 

Diversos autores (NADER FILHO et al., 1983; SOUZA et al., 1999; NASCIMENTO; 
SOUZA, 2002) alertam para as limitações da prova de redutase como parâmetro de avaliação 
do estado higiênico-sanitário do leite cru, visto que há uma grande variação na capacidade 
redutora do azul de metileno pelos diferentes grupos de microrganismos, principalmente 
psicrotróficos que apresentam menor poder de redução, sugerindo um leite de boa qualidade 
mesmo estando presente um elevado número de bactérias. E ainda, alguns Streptococcus sp 
causadores da mastite bovina não reduzem o AM (SOUZA et al., 1999). Neste estudo, o leite 
foi mantido sob refrigeração por um período curto e as amostras foram obtidas de forma a 
permitir o mínimo de contaminação possível. Portanto o efeito de contaminantes e de 
bactérias que crescem sob a temperatura de refrigeração foi, se não eliminado, pelo menos 
reduzido. 

Os resultados de avaliação da qualidade pelo teste da redutase variam em diferentes 
estudos. Almeida et al. (1999) relataram 28,57% das amostras com baixa qualidade 
microbiológica pelo teste da redutase, o que também foi verificado por Freitas et al. (1995). 
Barcelos (2006) encontrou 16,7% das amostras com tempo de redução inferior aos 90 minutos 
exigido pela legislação em Parauapebas – PA, enquanto que Carvalho et al. (2004) 
verificaram que 100% de 30 amostras de leite cru analisadas apresentaram tempos de redutase 
superiores a 90 minutos (leite tipo C), portanto de acordo com o estabelecido pela legislação. 

Por outro lado, Martins et al. (2008) analisaram 60 amostras de leite colhidas do silo 
de armazenamento com TRAM variando entre 120 e 210 minutos (2 h e 3 horas e meia). 
Resultados semelhantes foram obtidos por Lorenzetti (2006) que analisou amostras de leite 
coletadas em caminhões isotérmicos de duas regiões de Curitiba. Em ambas as regiões o 
tempo médio de redução foi superior a 90 minutos. 

Como as condições para estimar o número de bactérias pelo teste da redutase são 
padronizadas e nem todas as espécies de bactérias possuem a mesma atividade redutora, o 
TRAM variou entre as amostras e especialmente segundo o escore ao CMT, confirmando o 
efeito da carga microbiana sobre a atividade de redução. 

Amostras de vacas com mastite clínica e subclínica com reação fortemente positiva 
(+++) e positiva (++) ao CMT reduziram o azul de metileno em tempo menor que as amostras 
fracamente positivas (+). A diferença entre os tempos de redução foi significativa, sobretudo 
em relação aos controles (p=3,958E-05), mas também entre amostras com escore +++ 
(23,11h) e + (25,35 h) e entre amostras com escore ++ (21,31h) e + (p=0,00013), porém sem 
diferença significativa entre amostras ++ e +++ (p=0,11047), o que se justifica provavelmente 
pela dificuldade de diferenciação da reação desses escores, caracterizando uma subjetividade 
do CMT. 

Os tempos médios de redução de amostras com mastite clínica e subclínica em relação 
aos controles e tratamento com os antibióticos estão representados na Tabela 06. 
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Tabela 06: Tempo médio de redução do azul de metileno (em horas) de amostras de leite 
procedentes de vacas com mastite clínica (MC) ou subclínica (MSC) em diferentes 
escores (+, ++, +++) ao CMT, adicionadas dos antibióticos A, B, C, D E e resultados da 
análise estatística (Anova). 
 

Grupo MC MSC + MSC ++ MSC +++ Valor de p 
Controle 10,52a 25,35b 21,31c 23,11c 3,958E-05 

A 29,26b 36,84c 31,35b 40,33b 0,162 
B 24,59b 46,16c 40,42c 42,78b 3,52E-06 
C 23,19b 29,14b 28,42b 30,33c 0,287 
D 30,70b 30,81b 31,40b 35,78c 0,868 
E X 46,00c 42,96c 42,78b 0,444 

Valor de p= 0,00636 2,39E-25 2,03E-12 0,0860  
Números seguidos de letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa quanto aos tratamentos a 
um grau de confiança de 99% (p≤=0,01).  (X) O antimicrobiano E não foi testado para MC. 
 

Para amostras com mastite clínica os menores tempos de redução foram registrados 
entre amostras tratadas com os produtos B (24,59 horas) e C (23,19 horas) que não 
apresentaram diferença significativa entre si e com os demais antimicrobianos. Todos os 
tratamentos, no entanto diferiram significativamente do controle (p=0,00636). 

Souza (2006) analisou 72 amostras de leite cru refrigerado, provenientes de 
propriedades rurais localizadas em Sacramento-MG, com diferentes níveis de células 
somáticas (CCS). Os resultados indicaram TRAM acima de 3 horas sem correlação com a 
CCS. As amostras com menores CCS (menos de 100.000 células/ml de leite) apresentaram 
TRAM acima de 4 horas. Nessas condições obteve-se uma alta contagem de microrganismos 
mesófilos e psicrotróficos e também não houve correlação entre as contagens desses 
microrganismos e o tempo de redutase. No presente estudo amostras com reações fracas ao 
CMT (baixa CCS) reduziram o azul de metileno em tempos muito maiores, o que 
provavelmente se deve ao efeito das medidas de higiene adotadas durante a coleta e 
acondicionamento em recipientes esterilizados. 

Do ponto de vista de controle de qualidade, o leite e os derivados lácteos estão entre os 
alimentos mais testados e avaliados, principalmente devido à importância que representam na 
alimentação humana e à sua natureza perecível (FERREIRA, 2007). Diferentes autores 
(ALBUQUERQUE et al., 1996; NASCIMENTO et al., 2001; DENOBILE, 2002; ROSARIO, 
2002, NASCIMENTO et al., 2003; MEDEIROS et al., 2004; KOIDE; GIROTO, 2004; 
COUTO; TÓRTORA, 2005; TETZNER, et al., 2005; BARREIRA et al., 2005; NERO, et al., 
2007) verificaram a ocorrência de resíduos de antibióticos no leite com valores variando de 
1,68% (KOIDE e GIROTO, 2004) a 69,7% (ALBUQUERQUE et al., 1996). Os autores 
sugerem o uso indiscriminado de antibióticos para tratamento de mastite como causa da 
presença dos resíduos no leite.  

Segundo Oliveira et al. (1999), em condições ideais de higiene na ordenha, a contagem 
bacteriana total inicial do leite situa-se em torno de 103 a 9,0 x 103 UFC/mL. Pelas normas 
estabelecidas pela legislação atual o leite é considerado adequado pela indústria quando a 
redução do azul de metileno ocorre a partir de duas horas e trinta minutos (BRASIL, 2002a) o 
que corresponde a uma carga microbiana em torno de 104 UFC/ml, portanto com uma 
pequena modificação da flora bacteriana em relação ao leite fresco ordenhado em boas 
condições de higiene.  

Após a obtenção, os principais fatores responsáveis pelo aumento da carga 
microbiana, incluem a temperatura de armazenagem e o tempo decorrido até o seu 
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beneficiamento. Por sua vez, a carga microbiana inicial está entre outros fatores, associada à 
limpeza dos utensílios utilizados na ordenha, acondicionamento e transporte do leite. 

A temperatura de armazenamento e transporte interfere diretamente na contagem total 
de microrganismos do leite. O resfriamento imediato em tanques de expansão e a coleta a 
granel em caminhões com tanque isotérmico tem tido grande enfoque para manutenção da 
qualidade do leite cru (FONTES et al., 2002). Entretanto, a manutenção do leite em 
temperaturas de refrigeração por períodos longos pode ocasionar problemas de qualidade 
associados à multiplicação e atividade metabólica de microrganismos psicrotróficos 
(COUSIN, 1982; SANTOS; FONSECA, 2001). Essas bactérias se multiplicam em 
temperaturas abaixo de 7°C, embora a temperatura ótima de desenvolvimento se situe entre 
20 e 30°C (JEFREY, 1990; BRITO; BRITO, 1998b).  

A prova de redutase utilizada como parâmetro da avaliação do estado higiênico-
sanitário do leite cru, através do estabelecimento de uma relação entre o TRAM e o número 
de bactérias, possui limitações quanto à variação da capacidade redutora de diferentes 
microrganismos (NADER FILHO et al., 1983; SOUZA et al., 1999) e presença de resíduos de 
antimicrobianos no leite (BRANCHER; FAGUNDES, 1998). Altas contagens de 
psicrotróficos em leite cru refrigerado têm sido evidenciadas (MENDONÇA et al., 2001), o 
que não pode ser excluído, mas provavelmente foi minimizado no presente estudo.  

Avaliamos o tempo de redutase de amostras de leite com diferentes reações ao CMT e 
de vacas com mastite clínica, obtido em condições de higiene em frascos estéreis e 
armazenado sob refrigeração por pouco tempo. Assim, presumimos que o TRAM neste estudo 
está diretamente relacionado ao efeito dos agentes usuais de mastite sobre a redutase e uma 
população diferenciada, o que justifica os tempos de redução mais elevados. 
 
4.5. Adaptação do Teste da Redutase para Avaliação da Sensibilidade a 
Antimicrobianos. 
 

Excluindo-se as amostras que apresentaram TRAM menor que o tempo de redução do 
controle (consideradas resistentes) e aquelas que não reduziram no período de observação (48 
horas), calculou-se a média da relação entre o TR da amostra (TMRA = 36,46) pelo tempo 
médio de redução do controle (TMRC = 23,57) e o intervalo de confiança destes valores (1,91 
± 0,365). Assim, consideramos o intervalo de 1,54 a 2,28 como o tempo a partir do qual o 
crescimento foi inibido, estabelecendo-se estes tempos como indicadores de sensibilidade ao 
antibiótico adicionado (Tabela 07). Amostras que reduziram o corante entre 1,08 e 1,54 vezes 
o tempo de redução do controle foram consideradas pouco sensíveis, este intervalo 
caracterizado como intermediário e acima desse como sensível. 

 
Tabela 07: Tempo médio de redução do azul de metileno da amostra (TMRA) em função 
do tempo médio de redução do controle (TMRC) na relação entre TMRA / TMRC e 
intervalo de confiança dos controles.  
 
 
 
 
 
 
 

Pelos critérios estabelecidos, das 100 amostras provenientes de vacas com mastite 
subclínica adicionadas dos produtos A, B, C, D e E avaliadas quanto ao TRAM em relação 
aos controles, as menores resistências seriam observadas para gentamicina (B) e associação de 

TRATAMENTO TMRA / TMRC 
Resistente ≤ 1,0 

Intermediário 1,08 a 1,54 
Sensível 1,55 a 2,08 

Muito sensível ≥ 2,1 
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tetraciclina, bacitracina e neomicina (E). Por outro lado, 45 amostras seriam resistentes ao 
produto C (espiramicina + neomicina), 39 ao produto D (cefoperazone) e 23 ao produto A 
contendo cloxacilina (Tabela 08). 

O resultado é consistente com os achados de diferentes autores que apontam elevado 
padrão de sensibilidade de amostras isoladas do leite de vacas com mastite à gentamicina 
(LANGONI et al., 2000; COSTA et al., 2000b; BRITO et al., 2001; WATANABE et al., 
2001; BYARUGABA, 2004), à cloxacilina, tetraciclina e bacitracina (FREITAS et al., 2005) 
e ao cefoperazone (VARGAS et al., 1996). 
 
Tabela 08: Perfil de sensibilidade de 100 amostras de leite aos antimicrobianos A 
(cloxacilina), B (gentamicina), C (espiramicina + neomicina), D (cefoperazone) e E 
(tetraciclina + bacitracina + neomicina) segundo o TRAM em relação aos controles. 
 

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

 
Do total de amostras, apenas uma seria resistente a todos os princípios ativos contidos 

nos diferentes produtos testados, porém 34 seriam resistentes a dois (20/100) ou mais 
produtos (14/100) e respectivos princípios.  

Amostras de leite de vacas com mastite clínica (64) foram testadas pelo TRAM com 
produtos diferentes. O produto A (cloxacilina) foi substituído pela associação de 
enrofloxacina e amoxicilina e o C (espiramicina + neomicina) pelo cefoperazone. Assim, os 
produtos testados tinham a seguinte composição: A – (enrofloxacina e amoxicilina), B - 
(gentamicina), C - (cefoperazone) e D - (bacitracina, neomicina e tetraciclina). Neste caso, 38 
(63,3%) e 39 (65%) amostras evidenciaram sensibilidade à gentamicina (B) e cefoperazone 
(C) respectivamente, enquanto 42 (70%) apresentaram sensibilidade aos princípios ativos 
contidos nos produtos A e D, sendo 22 amostras (36,7%) com sensibilidade intermediária ou 
resistência a mais de dois produtos e princípios ativos. 

Guilloux et al. (2008) ao analisarem a epidemiologia de um surto de mastite bovina 
em uma propriedade leiteira no Estado do Rio Grande do Sul observaram não haver uma boa 
resposta ao tratamento administrado, inclusive com progressão do surto e progressão de casos 
clínicos e subclínicos em animais tratados com um produto contendo os princípios ativos 
neomicina e espiramicina. O teste de sensibilidade revelou a existência de amostras de S. 
aureus resistentes aos princípios ativos que estavam sendo utilizados. 

O teste da redutase foi utilizado para verificar a capacidade de redução do azul de 
metileno e resazurina pelo Streptococcus thermophilus, em amostras de leite esterilizadas 
contendo diferentes diluições de antibióticos (RODRIGUES et al., 1993). O mesmo método 
utilizando o azul de metileno, como indicador, foi utilizado para detectar a presença de 
resíduos de antibióticos no leite de vacas com mastite tratadas por via intramamária com 
gentamicina, oxitetraciclina e penicilina (BRANCHER; FAGUNDES, 1998). Os resultados 
demonstraram a possibilidade de detecção de pequenas quantidades de antibióticos nas 
amostras, tanto pelo método de resazurina, como pelo do azul de metileno. Os autores 
sugeriram que este teste pode ser utilizado para avaliação da qualidade do leite e na pesquisa 
presuntiva de resíduos de antibióticos nas amostras.  
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Com o mesmo princípio, bactérias sensíveis aos antibióticos adicionados na amostra 
de leite devem presuntivamente apresentar crescimento limitado refletindo-se em maior 
tempo de redução do corante. 
 
4.6 Tempo de redução do azul de metileno mediante adição de antibióticos no leite em 
relação ao antibiograma. 
 

Sessenta e quatro amostras de leite avaliadas quanto ao TRAM na presença de 
antibióticos foram submetidas aos procedimentos para isolamento e identificação de agentes 
microbianos. Destas obteve-se crescimento de bactérias em 61 amostras, com predominância 
dos gêneros Streptococcus sp (23/61) e Staphylococcus sp (13/61) isolados ou em associação 
(13/61). E. coli foi isolada em uma amostra na propriedade A e em dez na propriedade B. 

Embora não se tenha obtido amostras de vacas em tratamento ou com tratamento 
recente, nove amostras (26%) procedentes de uma mesma propriedade foram resistentes a um 
ou mais antimicrobianos testados. Nesta propriedade havia um grande número de vacas com 
mastite e o uso de antibiótico intramamário era freqüente. A observação está de acordo com 
relatos de Freitas et al. (2005) que apontam para diferentes perfis de sensibilidade entre 
propriedades segundo a frequência de utilização de antibióticos. Deve-se atentar que no caso 
do tratamento da mastite clínica o uso terapêutico de antibióticos pode acarretar em tempo de 
carência maior do que o preconizado na bula dos medicamentos. Esse efeito foi observado em 
animais tratados por via sistêmica, com penicilina, estreptomicina, sulfadiazina e trimetoprim 
e também no tratamento intramamário com cefacetril, gentamicina e tetraciclina (RAIA 
JÚNIOR, 2001), não sendo possível, portanto garantir a inexistência de antibióticos residuais 
nas amostras, apesar da garantia dos proprietários de não haver utilizado antibiótico nas vacas 
nos dias anteriores. 

Como o teste da redutase não foi realizado com os princípios ativos isoladamente, mas 
com produtos contendo um ou mais antibióticos, consideramos para efeito de comparação 
com o antibiograma, a sensibilidade ao produto como sensibilidade aos princípios ativos do 
mesmo. No caso do antibiograma em que foram testados os princípios ativos separadamente, 
consideramos a sensibilidade ao produto quando ocorreu sensibilidade a pelo menos um dos 
princípios da fórmula. Assim, obteve-se média de 88,2% de coincidência nos resultados de 
sensibilidade pelo teste da redutase em comparação com o antibiograma (Tabela 09). Os 
princípios ativos contidos nos antimastíticos A e C apresentaram os maiores índices de 
coincidência nos resultados (91,2%).  

A coincidência de resultados entre os testes foi considerada elevada indicando a 
possibilidade de utilização do método da redutase para avaliação da sensibilidade a 
antimicrobianos em amostras de leite de vacas com mastite da mesma forma que o método 
havia sido proposto para detecção de antibióticos na amostra (RODRIGUES et al., 1993; 
BRANCHER; FAGUNDES, 1998). 
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Tabela 09: Número de amostras resistentes, sensíveis e com sensibilidade intermediária 
(SI) aos antimastíticos A (enrofloxacina + amoxicilina), B (gentamicina), C 
(cefoperazone) e D (bacitracina + neomicina + tetraciclina) pelo Tempo de Redução do 
Azul de Metileno (TRAM) e antibiograma, e porcentagem de resultados coincidentes. 
 

 TRAM Antibiograma % de 
Coincidência Produto Resistente Sensível SI Resistente Sensível SI 

A 0 29 5 3 30 1 91,2 
B 0 28 6 5 28 1 85,3 
C 3 26 5 2 28 4 91,2 
D 0 28 6 6 26 2 85,3 
    Média da % de coincidência 88,2 

 
A resistência é a capacidade inerente ou adquirida da bactéria de não responder aos 

efeitos inibitórios das drogas antimicrobianas, por diversos mecanismos, e atualmente é um 
importante problema de saúde pública. Uma das principais causas de resistência é o uso 
indiscriminado e inadequado de antimicrobianos. No mundo inteiro, surgem relatos de 
resistência aos mais diversos tipos de antimicrobianos, mesmo os mais modernos. 

Neste contexto, duas amostras foram resistentes a todos os princípios ativos testados, 
incluindo o cefoperazone, uma cefalosporina de terceira geração, com ação sobre 
microrganismos Gram positivos e negativos como E. coli, Staphylococcus spp e 
Pseudomonas aeruginosa. Essa resistência é preocupante uma vez que estes agentes estão 
frequentemente envolvidos como agentes etiológicos de mastite e outras enfermidades nos 
animais e no homem. A menor sensibilidade foi verificada em relação ao produto D que 
compreende a associação de tetraciclina, neomicina e bacitracina.  

 
4.7. Teste Clínico 
 

Das 26 vacas tratadas, 24 (92,3%) se recuperaram (melhora clínica e redução do 
escore ao CMT) após o tratamento intramamário. Considerando a alta correlação entre a 
sensibilidade avaliada pelo antibiograma e teste da redutase, o resultado do teste clínico foi 
surpreendentemente favorável. 

Do total de vacas tratadas, o TRAM indicava que o microrganismo ou grupo de 
microrganismos presentes em 24 eram sensíveis aos princípios ativos utilizados, o que 
corresponde a 92,3% de resultados positivos pelo TRAM (Tabela 10).  

Não foi possível realizar o antibiograma em cinco das 26 amostras de leite submetidas 
ao isolamento. Nestes casos não houve crescimento não sendo possível o isolamento das 
colônias. Dificuldade de isolamento do agente etiológico da mastite é relatada em diferentes 
estudos. São diversas as causas apontadas, sendo reportado que o isolamento bacteriano pode 
não ser identificado em mais de 50% das amostras (MARKOVEC; RUEGG, 2002). 

As duas vacas que não se recuperaram foram tratadas com gentamicina (B) e 
associação de tetraciclina, neomicina e bacitracina (D) e em ambos os casos o antibiograma, 
diferentemente do teste da redutase indicava que os agentes etiológicos (Staphylococcus sp. e 
associação deste com Streptococcus sp.) eram resistentes aos produtos ou princípios ativos 
utilizados no tratamento. Assim, o TRAM não foi útil para identificação da resistência dessas 
amostras aos antimicrobianos testados. 

Esse resultado pode em parte ser justificado pela capacidade redutora das diferentes 
bactérias. Nader Filho et al. (1983) alertam que alguns Streptococcus sp. causadores da 
mastite bovina não reduzem o azul de metileno. De uma das amostras procedentes de vacas 
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que não se recuperaram após o tratamento foram isolados Staphylococcus sp. em associação 
com Streptococcus sp, concordando com os relatos de Nader Filho et al. (1983). 

Neste estudo, embora o microrganismo isolado com maior freqüência tenha sido o 
Streptococcus sp., não se observou interferência significativa no tempo de redução do azul de 
metileno. Os controles das amostras em que foram isolados Streptococcus sp. reduziram o 
azul de metileno em tempo maior (13,6 horas) que as demais (9,8 horas), mas sem diferença 
significativa (p=0,130051).  

 
Tabela 10: Número de resultados positivos e negativos mediante tratamento clínico de 
26 vacas com mastite clínica em relação ao perfil de sensibilidade dos princípios ativos 
dos produtos utilizados pelo antibiograma e Tempo de Redução do Azul de Metileno 
(TRAM). 
 

 Positivos  Negativos % ACERTOS 
TRAM 24 2 92,3 

Antibiograma 18 3 85,7 
p= 0,077293 

 
Um estudo desenvolvido no Ambulatório da Escola Paulista de Medicina (CRUZ et 

al., 1965), com a intenção de avaliar a terapêutica exclusivamente tópica das otites médias 
supuradas agudas e crônicas frente a várias medicações, em casos resistentes ou não a 
tratamentos anteriores obteve-se pouca correspondência dos resultados in vivo e in vitro 
(37,5%), apesar de ser usado nos testes de sensibilidade, a mesma concentração de 
medicamento receitado a cada paciente. Neste estudo foi demonstrado o valor relativo e 
duvidoso dos antibiogramas. Os resultados obtidos in vivo e in vitro, em relação aos germes 
encontrados, não foram concordantes em 62,5% dos casos, evidenciando segundo os autores o 
valor relativo e discutível dos antibiogramas. 

 
Quadro 2: Microrganismos isolados em 26 amostras de leite de vacas com mastite clínica 
submetidas ao tratamento intramamário em duas propriedades no município de 
Resende, Rio de Janeiro. 
 

Microrganismos isolados Propriedade A (16)  Propriedade B (48)  
Bacillus 0 1 

E coli 1 10 

Streptococcus spp. 7 16 

Staphylococcus spp. 1 12 

Streptococcus spp. + Staphylococcus spp. 6 7 

Não identificados 1 2 
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Quadro 3: Resultados do tratamento clínico com antimastíticos e respectivos agentes 
antimicrobianos A (enrofloxacina + amoxicilina), B (gentamicina), C (cefoperazone) e D 
(bacitracina + neomicina + tetraciclina) e perfil de sensibilidade pelo Tempo de Redução 
do Azul de Metileno (TRAM) e antibiograma. 
 

 CMT Tratamento 
Produto  

TRAM Antibiograma  
Nº Dia 0  Dia 10 A B C D A B C D 
1 MC +++ B S S S S S S S R 
2 MC + C S S S S S S S S 
3 MC +++ B S S S S S S S S 
4 MC +++ B I I I I R R R R 
5 MC +++ C I I I I R R R R 
6 MC ++ B S S S S S S S S 
7 MC T C S S S S S S I R 
8 MC T B S S S S S S S S 
9 MC MC B S S S S I S S S 
10 MC ++ B S S S S S S S S 
11 MC T D S R I S S R I S 
12 MC - B I I I I S S I S 
13 MC ++ D I I I I S S S S 
14 MC ++ C I I I I S I S S 
15 MC - D I I I I I S S S 
16 MC T C I I I I S S S S 
17 MC ++ D S S S S - - - - 
18 MC T B S S S S S S S S 
19 MC MC D I I I S R R R R 
20 MC +++ C I I I I I S I S 
21 MC T D I I I I - - - - 
22 MC - B S I R S - - - - 
23 MC ++ D S I R I - - - - 
24 MC ++ B I I I I S I S S 
25 MC + D S S S S - - - - 
26 MC +++ C I I I I R S S S 

Mastite Clínica (MC); Traços (T); Resistente (R); Sensível (S); Intermediário (I); Sem 
resultados (-) 

 



5 CONCLUSÕES 
 

O conhecimento do perfil de sensibilidade dos agentes etiológicos da mastite em uma 
propriedade é útil como auxiliar no tratamento.  

O teste da redutase na forma adaptada demonstrou elevada concordância com os 
resultados do antibiograma, e ambos se apresentaram eficientes no auxílio ao tratamento. 

O teste da redutase mediante adição de antibióticos é útil na escolha do antimicrobiano 
a ser utilizado no tratamento do quarto mamário afetado por mastite clínica e subclínica. 
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7 ANEXO 
Anexo 1: Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos enrofloxacina (EN), amoxicilina 
(AM) (A = Enrocilin L), gentamicina (GE) (B = Gentocin® mastite 250mg), 
cefoperazone (CF) (C = Cefavet), bacitracina (BA), neomicina (NE) e tetraciclina (TE) 
(D = Mastijet Forte®) pelo Tempo de Redução do Azul de Metileno (TRAM) do leite 
total e antibiograma (ATB) e coincidência entre os testes. 
 

 ANTIBIOGRAMA TRAM ATB X TRAM 
 A B C D A B C D A B C D 
 EN AM GE CF NE BA TE EN AM GE CF NE BA TE     

1 S S S S S S I S S S I S S S + + + + 
2 S R S S R R R S S S S S S S + + + - 
3 S S S S I R S S S I I S S S + + + + 
4 S S S S S S S S S S S S S S + + + + 
5 S S S S S S I I I I I I I I + + + + 
6 R R R R R R R S S S S S S S - - - - 
7 R R R R R R R I I I R I I I - - + - 
8 S S S S S R S S S S S S S S + + + + 
9 S S S I R R R I I I R I I I + + + - 

10 S S S S S S S S S S S S S S + + + + 
11 R R R S S R S I I I R I I I - - + + 
12 S S R S S S R S S S S S S S + - + + 
13 I I S S I S S I I I I I I I + + + + 
14 S S S S S R S S S S S S S S + + + + 
15 S S S S S S S I I I R I I I + + - + 
16 S S S S I I R S S S S S S S + + + + 
17 S I S S S S S S S S S S S S + + + + 
18 S R S S S R S S S S S S S S + + + + 
19 S S S S S R R S S S S S S S + + + + 
20 S S S S S S S S S S S S S S + + + + 
21 S R I S S R S S S S S S S S + + + + 
22 S S S S S S S S S S S S S S + + + + 
23 R S S S R S S S S S S S S S + + + + 
24 S I S S S S I S S S S S S S + + + + 
25 R S R S I I S I I I R I I I + - - + 
26 S S S S S S S S S S S S S S + + + + 
27 S S S I R R R I I I I I I I + + + - 
28 S R S I S - S S S S S S S S + + + + 
29 S S S S S S S S S S S S S S + + + + 
30 S S S S S S S S S S S S S S + + + + 
31 S S S S I R R S S S S S S S + + + + 
32 S S S S S S S S S S S S S S + + + + 
33 S S S S I S S S S S S S S S + + + + 
34 S S S I R R R S S S S S S S + + + - 

 


