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PERFIL MICROBIOLOGICO EM REBANHOS LEITEIROS DE
AGRICULTURA FAMILIAR DA REGIAO DO ARENITO CAIUA, NOROESTE
DO PARANA

RESUMO

A Contagem de Células Somaticas (CCS) e a Contagem de Bactérias Totais (CBT)
determinam a qualidade microbiolégica do leite, pois estdo relacionadas a saude dos
animais e técnicas de manejo do rebanho. Uma das principais causas da diminuicdo dessa
qualidade sdo as mastites, que continuam sendo um dos principais problemas sanitarios
nos animais destinados a producdo de leite. As infec¢Bes cronicas estdo associadas ao
crescimento bacteriano em forma de biofilme, estando diretamente relacionado a
persisténcia das bactérias na glandula mamaria e resisténcia a antimicrobianos. Desse
modo, 0s objetivos desse estudo foram: instruir as boas praticas de manejo do rebanho
leiteiro em propriedades de agricultura familiar, avaliar a qualidade do leite por meio da
CCS e CBT, avaliar a producéo fenotipica de biofilme do leite cru bovino, identificar os
grupos bacterianos presentes nos rebanhos, avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana
das estirpes isoladas por meio da realizacdo de antibiograma, detectando cepas resistentes
de interesse em saude publica, utilizar os resultados obtidos para implantar melhorias nas
propriedades de agricultura familiar quanto ao correto diagnostico e tratamento das
infeccdes da glandula mamaria. Foram coletadas 422 amostras de leite de animais em
lactacdo em quatro propriedades de rebanhos leiteiros de agricultura familiar da regido do
Arenito Caiud, Noroeste do Parana. Quanto a qualidade do leite, 38,86% de todas as
amostras coletadas durante o periodo de estudo apresentaram CCS acima de 500.000
células/mL, e 56,25% das amostras dos tanques de expansdo apesentaram CBT acima dos
limites maximos estabelecidos pela IN 77. A producdo fenotipica de biofilme foi
caracterizada em 55,4% das amostras de leite cru bovino avaliadas. Foram isoladas cepas
bacterianas em 41,7% das amostras coletadas. Dessas, 24,43% pertencentes ao grupo dos
géneros Enterococcus spp./Streptococcus spp., 62,5% ao género Staphylococcus spp.,
12,5% ao grupo das Enterobactérias e 0,56% de Bactérias Gram Negativas N&ao
Fermentadoras (BGN-NF). Das cepas bacterianas isoladas, 60,8% apresentaram
resisténcia fenotipica a, pelo menos, um dos antibi6ticos testados. Os resultados indicam
que processo de obtencdo do leite e a sanidade da glandula mamaria dos rebanhos leiteiros
de agricultura familiar estudados ainda séo insatisfatorios. Os produtores necessitam de
assisténcia técnica continua para buscar melhorias da qualidade do produto e se adequar
aos novos padrdes determinados pela normativa vigente.

Palavras-chave: biofilme, mastite bovina, qualidade do leite, resisténcia antimicrobiana



MICROBIOLOGICAL PROFILE IN FAMILY FARMING DAIRY HERDS IN
THE CAIUA ARENITO REGION, NORTHWEST PARANA

Abstract

The concentration of somatic cells and bacteria determines the quality of the milk, these
are related to the health of the animals and herd management techniques. One of the main
causes of the decrease in milk quality is mastitis, which continues to be one of the main
health problems in the milk production chain. Chronic infections are associated with
bacterial growth in biofilm form, being directly related to the persistence of bacteria in the
mammary gland and resistance to antimicrobials. The objectives of this study were: to
instruct the good management practices of the dairy herd in family farming properties;
assess milk quality through CCS and CBT,; evaluate the phenotypic biofilm production of
raw bovine milk; identify the bacterial groups present in the herds; Evaluate the
antimicrobial sensitivity profile of the isolated strains by performing an antibiogram,
detecting resistant strains of interest to public health; use the results obtained to implement
improvements in family farming properties regarding the correct diagnosis and treatment
of mammary gland infections. A total of 422 milk samples were collected from lactating
animals from four properties of family farming dairy herds in the region of Arenito Caiua,
northwestern Parana. As for milk quality, 38.86% of all samples collected during the
study period had CCS above 500,000 cells/mL, and 56.25% of the expansion tank samples
had CBT above the maximum limits established by IN 77. The phenotypic production of
biofilm was characterized in 55.4% of the raw bovine milk samples evaluated. Bacterial
strains were isolated in 41.7% of the collected samples. Of these, 24.43% belonged to the
Enterococcus spp./Streptococcus spp. group, 62.5% to the Staphylococcus spp., 12.5% to
the Enterobacterial group, and 0.56% to BGN-NF. Of the bacterial strains isolated, 60.8%
showed phenotypic resistance to at least one of the antibiotics tested. The results show that
the process of obtaining milk and the health of the mammary gland in the studied family
farm dairy herds are still unsatisfactory. Producers need continuous technical assistance to
seek improvements in product quality and adapt to the new standards determined by
current regulations.

Keywords: antimicrobial resistance, biofilm, bovine mastitis, milk quality.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Agricultura familiar e a pecuéria leiteira

O agronegocio é o setor com maior participacdo no Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro.
Em 2019, a soma de bens e servigos gerados no agronegocio chegou a R$ 1,55 trilhdo ou 21,4%
do PIB. Dentre os segmentos, a segunda maior parcela € do ramo agricola, que corresponde a
68% desse valor (R$ 1,06 trilhdo), a pecuaria corresponde a 32% ou R$ 494,8 bilhdes (CNA,
2020).

A bovinocultura leiteira € uma das atividades mais representativas da pecuaria brasileira. A
partir de 2013, o pais passou a ser considerado o quarto maior produtor mundial de leite, com
uma producédo anual superior a 24 mil toneladas (FAO, 2013; EMBRAPA, 2019).

A pecuaria leiteira exerce um amplo papel na sociedade brasileira, uma vez que garante o
sustento de grande numero de familias voltadas a esse ramo de atividade. O leite faz parte de uma
cadeia produtiva presente nos diferentes estabelecimentos agropecuarios do Brasil, sendo gque sua
producdo tem aumentado gradativamente, estimulada pelo incremento da capacidade produtiva e
pelo aumento do consumo da sociedade brasileira. No Brasil, a atividade leiteira estd muitas
vezes ligada a producdo de cunho familiar, ou seja, aquela praticada em pequenas propriedades e
desenvolvida pelo proprietario da terra e sua familia.

As diretrizes que definem o perfil do agricultor familiar estdo determinadas pela Lei 11.326,
de 24 de julho de 2006. E considerada agricultura familiar o estabelecimento rural que possui
gestdo da propriedade compartilhada pela familia e a atividade produtiva agropecuéria é a
principal fonte de renda, normalmente aliada a producdo de subsisténcia em conjunto com uma
producdo destinada ao mercado (BRASIL, 2006).

O reconhecimento da existéncia da agricultura familiar ocorreu a partir da década de 1990,
0 qual se deu principalmente por meio de movimentos sociais € por meio da legitimacdo do
Estado com a implantacdo de politicas publicas como o Programa de Fortalecimento da
Agricultura Familiar (PRONAF) (DALCIN, TROIAN; OLIVEIRA, 2008).

De acordo com o ultimo Censo Agropecuario (2017), a agricultura familiar € a base da
economia de 90% dos municipios brasileiros com até 20 mil habitantes. Ao todo, entre as mais de
5 milhdes de propriedades rurais de todo o Brasil, 77% (cerca de 3.9 milhdes) sdo
estabelecimentos agricolas classificados como pertencentes a agricultura familiar. O indice no
estado do Parana é semelhante ao registrado em nivel nacional, a agricultura familiar domina os
estabelecimentos rurais, entre as mais de 305 mil propriedades do Estado, quase 229 mil séo de

agricultores familiares, o que representa 75% do total.



Ocupando apenas 23% da area total dos estabelecimentos agropecuarios brasileiros, a
agricultura familiar é responsavel pela renda de aproximadamente 40% da populacédo
economicamente ativa e por mais de 67% de brasileiros ocupados no campo, empregando mais
de 10,1 milhdes de pessoas (IBGE 2017). De acordo com os dados do Censo Agropecudrio 2017,
a agricultura familiar foi responsavel por 64,2% da producdo de leite no pais no periodo de
referéncia do censo (1 de outubro de 2016 a 30 de setembro de 2017).

O Estado do Parana se destaca na producdo de leite no Brasil e atualmente é o terceiro
maior produtor com 3,9 bilhdes de litros por ano e representa a cadeia produtiva mais importante
para os agricultores familiares do Estado. Essa producéo € obtida por 110.000 produtores, dos
quais 86% sdo pequenos produtores com até 250 litros/dia (IDR, 2021). Esses nimeros revelam
que a agricultura familiar tem uma importancia socioeconémica fundamental, tanto na geracao de
renda como na ocupacao de mao de obra e no abastecimento de alimentos no pais.

No entanto, embora apresente potencial econémico e social consideravel, a agricultura
familiar enfrenta dificuldades proprias, caracteristicas de uma atividade que, segundo Batalha et
al. (2005), é exercida por produtores pouco qualificados e inseridos em um ambiente altamente
competitivo e tecnificado, como o da agricultura brasileira. Segundo Abramovay (1998), algumas
restricbes ao desenvolvimento da agricultura familiar no Brasil sdo a dificuldade na construcao
de capital social e na insercdo nos mercados, fatores que impedem que os agricultores familiares
valorizem os atributos de sua localizacdo, construam mercados e transformem ao seu favor o
ambiente institucional no qual estéo inseridos.

Muitos setores produtivos sdo capazes de associar suas empresas a fim de defender
interesses comuns, mas no caso do setor agropecuario, a consolidacdo de grupos que alvejam
ideais parecidos é uma tarefa intrincada e as vezes inviavel. O grande nimero de unidades de
producdo rural diverge em termos de tamanho, capital e tecnologia, tornando as prioridades
individuais diferentes. No caso das propriedades de menor porte, o problema é acentuado, dada a
diversidade de sistemas e estratégias produtivas que determinam objetivos difusos. Por
consequéncia, a forca do setor ¢ diluida em grupamentos locais (GUILHOTO et al., 2006).

Assim como observado no cenario nacional, a regido do Arenito Caiua, no noroeste do
Parand tem como caracteristicas de producdo leiteira 0 pequeno estabelecimento rural, com
administracdo de base familiar, producdo animal a pasto e tamanho do rebanho variando de
acordo com o tamanho da propriedade e nivel de tecnificacao.

Nos ultimos anos, houve uma série de mudancgas no Sistema Agroindustrial do Leite (SAL)
gue impactaram cada segmento de forma particular. Para os produtores de leite, a principal

mudangca foi a maior necessidade de especializacéo e profissionalizacdo na atividade, o que criou



algumas dificuldades, principalmente para a agricultura familiar, devido a dificuldade financeira
para se adequar as mudancas (SOUZA et al., 2013).

H& continua necessidade de transferir tecnologias e conhecimentos aos produtores e aos
profissionais extensionistas, que sejam adequadas as circunstancias de escassez de capital e as
adversidades fisicas e produtivas das propriedades de agricultura familiar. Fatores como as
limitacGes de recursos fisicos e financeiros, a falta de informacdo, a deficiente politica de precos
do produto, a inadequagdo de tecnologia a seus recursos naturais e as limitacGes de ordem
econémica dificultam a manutencdo desse pequeno produtor na atividade, limitando o seu
desenvolvimento. (BARBOSA, 1978; SANTOS, 1986).

Um instrumento para o fortalecimento da atividade € a oferta de assisténcia técnica e
extensdo rural, com a finalidade de promover conhecimento no ramo agropecuario e difundir as
inovacdes no meio rural (CASTRO, 2015). N&o limitando apenas as tarefas agricolas
estritamente produtivas, mas também com o objetivo de proporcionar cidadania,
desenvolvimento sustentavel e a ampliacdo do acesso ao conhecimento e ao mercado
(ABRAMOVAY, 1998).

No Estado do Parana um dos 6rgdos que ddo apoio aos agricultores rurais é o Instituto de
Desenvolvimento Rural do Parand (IDR Parana, antiga EMATER — Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural), que contribui de forma social, assessorando e promovendo a garantia
de direitos, aos diversos publicos do meio rural e suas organizag¢fes, por meio da assisténcia
técnica e extensdo rural social gratuita, com uma estrutura técnica capacitada, que além de
executar as politicas publicas, orienta os agricultores nos aspectos de producdo, gestdo,
organizacdo e qualidade do leite (IDR, 2021).

Segundo o IDR Parand (IDR, 2021), o desafio principal da atividade é aumentar a
produtividade e a renda dos produtores que tém o leite como principal fonte de renda. Para tanto,
é importante a acdo do Estado para construir um ambiente propicio em todos os segmentos da
cadeia produtiva, para a adocdo de tecnologias de producdo e de industrializacdo, organizagédo
dos produtores e para estimular relacdes estaveis entre os diferentes segmentos da cadeia
produtiva, especialmente entre os produtores e as industrias de laticinios, visando garantir um
processo de comercializagéo justo e seguro.

E igualmente importante a acdo do Estado no sentido de promover o acesso dos produtores
de leite as politicas publicas de crédito, de seguro, de garantia de precos, de mercados
institucionais e de capacitacdo, como forma de estimular os investimentos e qualificar os

processos de producéo, de gestéo e sucessao das unidades produtiva (IDR, 2021).



Estudos de Borchardt e Souza (2013) apontam que conforme os produtores de leite aderem
as tecnologias em sua producdo, a tendéncia € de que a producdo leiteira tenha aumento
consideravel, impactando tanto na producéo quanto na qualidade.

A agricultura familiar é de extrema importancia para o pais, seja pela quantidade de
agricultores envolvidos, como pela garantia da producdo de alimentos a populacdo como um
todo. Diante da importancia e heterogeneidade da pecudria leiteira nacional, além da crescente
atencdo do mercado em relacdo a qualidade do leite, o diagndstico das propriedadesleiteiras se
torna fundamental para identificar o perfil de producdo adotado em diferentes regides do Brasil
(REIS et al., 2020).

1.2. Qualidade do leite

Da grande variedade de alimentos disponiveis a populacdo, o leite bovino destaca-se pela
sua rica constituicdo, considerado um alimento muito nutritivo e de facil assimilacdo. Como
produto destinado a alimentacdo humana, espera-se que o leite a ser consumido apresente boas
caracteristicas microbiologicas (REZENDE et al., 2000). Segundo o Regulamento de Inspecéao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (BRASIL, 2017), entende- se por leite “o
produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias,
bem alimentadas e descansadas”.

A composicao quimica do leite torna-o um alimento altamente perecivel, com caracteristicas
intrinsecas ideais para o desenvolvimento de microrganismos, como elevado valor nutricional,
alta atividade de agua e pH proximo a neutralidade. Segundo Langoni et al. (2011), o leite € um
meio propicio para o desenvolvimento de microrganismos desejaveis e outros patogénicos, sendo
necessarios cuidados higiénico-sanitarios adequados, desde a sua producdo até o beneficiamento
do produto.

Produzir leite com qualidade é o objetivo de toda a cadeia produtiva e para que seja
alcancada deve-se assegurar gque o leite destinado ao consumo seja extremamente saudavel. No
entanto, segundo Fonseca (2009) a qualidade do leite cru produzido no Brasil pode ser
considerada como insatisfatoria. Apesar de passar por um processo de tecnificacdo na atividade,
problemas reprodutivos e a sanidade da glandula mamaria ainda afetam diretamente a
produtividade, a qualidade do leite e a rentabilidade de todo o rebanho leiteiro brasileiro.

Diante desse quadro, a partir do final da década de 1990, 6rgdos governamentais brasileiros
intensificaram os esfor¢os voltados a promover ajustes na cadeia produtiva do leite e no
estabelecimento de normas legais de pardametros minimos mais rigorosos para a qualidade do

leite (CERQUEIRA et al., 2012). Dentre os parametros de qualidade que passaram a ser mais



monitorados ou sofreram constantes revisdes de limites maximos, estavam os indices de
Contagem de Células Somaticas no leite (CCS), Contagem Bacteriana Total (CBT) e os residuos
contaminantes no leite, garantindo uma composicao adequada dos teores de proteina, gordura e
lactose e preservando as caracteristicas de gosto, cor e cheiro (PAIVA, 2010).

As células somaticas sdo as células de defesa do animal originadas do sangue que migram
para 0 Ubere junto as células de descamacédo da glandula mamaria. Quando bactérias ou outro
tipo de patdgeno invadem o Ubere de uma vaca, ocorre de imediato uma resposta inflamatoria a
essa invasdo, deslocando as células de defesa do sangue e consequentemente aumentando o
numero de CCS no leite (EMBRAPA, 2019). A CCS se relaciona com a saude do Ubere do
animal, quando presente no leite [(>200 mil Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro
(UFC/mL)] é considerada mundialmente por profissionais e produtores como indicadora da
incidéncia de mastite no rebanho (SANTOS, 2012).

Altas contagens de células somaticas no leite estdo associadas a diminuicdo do rendimento
na elaboracdo de queijos, aumentos das atividades lipoliticas e proteoliticas do leite e alteracdes
sensoriais no leite e seus derivados (SANTOS et al., 2006). Assim, a CCS é um método indireto
de diagnostico para 0 monitoramento da salde da glandula mamaria e da qualidade do leite
oferecido para o consumo humano (BANSAL et al., 2005).

A contagem de células somaticas é influenciada por varios fatores, mas especialmente pela
presenca de infeccdes intramamarias, tornando-se um indicador bastante confiavel de sanidade da
glandula mamaria. Segundo Santos e Fonseca (2007), a elevacdo da CCS no leite do animal
acima de 200.000 células/mL indica a ocorréncia de mastite subclinica, a qual reduz a quantidade
de leite produzido, além da reducdo na concentracdo dos componentes nobres do leite (gordura,
caseina e lactose), assim como o aumento das concentracfes de sodio e proteinas do soro. Porém,
outros fatores podem interferir na CCS, tendo como exemplos a época do ano, raca, estagio de
lactacdo, producdo de leite, nimero de lactacdes, estresse causado por deficiéncias no manejo,
problemas nutricionais, efeito rebanho, condi¢bes climaticas e doencas intercorrentes
(OLIVEIRA, 2019).

Além da CCS, a qualidade do leite pode ser monitorada pela CBT, numero de bactérias
contidas no leite cujo valor numérico é expresso em UFC mL™* (EMBRAPA, 2018). Seu valor
indica as condicBes gerais de higiene de ordenha e dos utensilios utilizados bem como da
refrigeracdo do leite. Uma alta CBT é indicativa de uma baixa qualidade higiénico-sanitéaria do
leite produzido, estando relacionada a contaminacdo do leite por bactérias, que podem ser
originadas tanto do interior do Ubere nos casos de mastite, quanto da superficie externa do Ubere,

méaos do ordenhador ou utensilios e equipamentos de ordenha (HILL et al., 2011).



As concentracGes de células somaticas e de bactérias determinam a qualidade do leite,
portanto, cuidados no manejo do rebanho, sanidade dos animais, reducdo dos indices de mastite,
obtencdo higiénica do leite e armazenagem adequada exercem importante impacto nas
caracteristicas do produto final (MONTANHINI, 2018).

Segundo Tischer et al. (2018), a avaliacdo do leite pela CCS e CBT tem como objetivo
prevenir a disponibilizacdo ao consumidor de um produto com qualidade duvidosa, contaminado
ou improéprio para 0 consumo, por questdes sanitarias e de higiene, mas ambos os pardmetros
estdo relacionados e interferem na qualidade do produto para consumo direto ou para a produgéo
de derivados.

Segundo Langoni (2013) a adocdo de praticas de manejo profilatico, por meio da
capacitacdo de ordenadores quanto a limpeza e secagem do Ubere a cada ordenha, uso do pré e
po6s-dipping, implantacdo da linha de ordenha, bem como a ado¢do de outras Boas Préticas de
Ordenha séo importantes na reducdo da CCS e CBT no leite.

Segundo Jamas et al. (2018), a baixa qualidade do leite pode ser atribuida as deficiéncias no
manejo, higiene na ordenha, sanidade da glandula mamaria, manutencdo e desinfeccao
inadequadas dos equipamentos, além de refrigeracdo ineficiente ou, até mesmo, inexistente. Por
isso, cuidados higiénicos para evitar a contaminacédo do leite devem ter inicio na ordenha e seguir
até o seu beneficiamento (SANTANA et al., 2001).

As Instrugdes Normativas 76 e 77 (IN 76 e IN 77) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) de 2018 s&o as mais recentes abordando medidas de controle nas etapas
da cadeia produtiva do leite, desde a producdo até os critérios finais de qualidade dos leites
pasteurizados, incluindo a CBT e CCS, que devem ser seguidas tanto pelo produtor quanto pela
inddstria, para que se obtenham resultados dentro dos valores de referéncia cedidos pelas INs.
(BRASIL, 2018).

De acordo com a IN 76, para o leite cru refrigerado a média geométrica trimestral da
contagem bacteriana total ndo devera ultrapassar 300 mil UFC mL™. Para a contagem de células
somaticas a média geométrica trimestral maxima é estabelecida em 500 mil células mL™.

Para a obtencdo de leite de melhor qualidade, além do controle de mastites deve haver um
controle rigoroso no processo de ordenha, quanto aos aspectos higiénicos na preparacdo do
animal com lavagem e desinfeccdo de tetos, higienizagdo de teteiras e cuidados higiénicos do
ordenhador. E importante 0 comprometimento de todos os envolvidos, com a consciéncia de que
a qualidade do leite depende de todos, incluindo-se também os consumidores, que Sdo 0sS
elementos finais da cadeia produtiva do leite (LANGONI, 2013).



As atividades de educacgdo sanitaria séo relevantes para todos os envolvidos no processo
produtivo em uma empresa rural e, especificamente no que se refere a cadeia produtiva do leite,
0s ordenhadores sdo os principais alvos a serem treinados e monitorados, a fim de se garantir a
obtencdo higiénica do leite e, consequentemente, um produto de melhor qualidade. Dessa forma,
seguramente havera reducdo na CBT, tanto em propriedades com sistema de ordenha manual
como mecanica, bem como diminuigdo nas taxas de infec¢bes intramamarias, que também estédo
diretamente relacionadas com o grau de sujidade e contaminagdo dos tetos (MANZI et al., 2012).

De acordo com Dirr (2011), para melhorar a qualidade do leite no Brasil é necessario além
da assisténcia técnica aos produtores, registrar o desempenho zootécnico dos animais, que
permitem um planejamento estratégico da cadeia de lacteos, avaliacdo genética do rebanho e
rastreabilidade dos animais e dos produtos lacteos.

A qualidade do leite nunca recebeu tamanha atencdo no Brasil como nos ultimos anos. Por
isso, varias acdes governamentais e do préprio setor lacteo, como regulamentacdo da producdo,
investimento financeiro e programas de seguranca alimentar foram implementadas com o
proposito de aumentar a producdo de lacteos e melhoria da qualidade da matéria-prima. Isso
representa um indicio da influéncia positiva das Instru¢cdes Normativas sobre a cadeia produtiva
de lacteos, ou mesmo a conscientizacdo dos produtores e demais agentes integrantes do setor,
guanto a necessidade e vantagens da melhoria da qualidade do leite cru refrigerado produzido no
Brasil (GUIMARAES, 2017).

1.3. Mastite bovina

Mastite é a inflamacdo da glandula mamaria, cujos principais causadores Sao 0S
microrganismos, tais como bactérias que sdo consideradas 0s agentes mais importantes, além de
bolores, leveduras e algas. A resposta inflamatéria da glandula mamaria tem como objetivo a
eliminacdo do microrganismo causador, a neutralizacdo de toxinas e a regeneracdo dos tecidos
danificados (SANTOS; FONSECA, 2019).

As células somaticas presentes no leite desempenham papel importante na defesa da
glandula mamaria contra os agentes infecciosos. Elas sdo constituidas principalmente pelos
leucdcitos, cuja fungdo é a defesa do organismo, e compreendem Varios tipos celulares. O
processo inflamatdrio resultante da agressdo a glandula mamaria direciona os leucécitos do
sangue para a regido afetada e, consequentemente, aumenta a CCS no leite (MULLER, 2002).

As mastites continuam sendo um dos principais problemas sanitarios nos animais destinados
a producio de leite. E considerada a doenca que acarreta maiores prejuizos econémicos devido a

reducdo da quantidade e comprometimento da qualidade do leite produzido, as perdas na



evolucdo geneética do rebanho e gastos com medicamentos, servicos veterinarios e mao de obra
extra, podendo levar a perda total da capacidade secretora da glandula mamaria e descarte de
animais (GOMES; HENRIQUES, 2016).

De acordo com sua manifestacdo, a mastite pode ser classificada em dois tipos, clinica ou
subclinica. Na primeira ha sinais evidentes da doenca como edema, aumento de temperatura,
rubor e dor na glandula maméaria, e alteracbes macroscopicas do leite como a presenca de
grumos, podendo ser detectados por meio do teste da caneca de fundo preto. O animal também
pode apresentar sinais clinicos sistémicos como aumento de temperatura retal, depresséo,
anorexia e desidratacdo (SANTOS; FONSECA, 2007).

Ja na manifestacdo subclinica ndo é possivel visualizar alteracdes do processo inflamatorio.
Testes de campo, como o California Mastitis Test (CMT), ou laboratorial, como a CCS sdo
necessarios para identificar a mastite subclinica (PANTOJA et al., 2009).

De acordo com Silva (2016), a auséncia de sinais clinicos da mastite subclinica relaciona-se
diretamente com a alta prevaléncia dessa doenca nos rebanhos leiteiros. Estima-se que a mastite
subclinica corresponde a 90-95% dos casos da doenca nos rebanhos leiteiros e que sua
prevaléncia seja de 15 a 40 vezes maior que a forma clinica (SANTOS; FONSECA, 2007).

Além das formas de manifestacdo clinica e subclinica, a mastite também é classificada de
acordo com agente causador da infeccdo em contagiosa ou ambiental (KUANG et al., 2009),
sendo essa primeira ocasionada por microrganismos que colonizam o Ubere, se multiplicam na
glandula mamaria infectada e é transmitida de animal para animal, ocasionando alta ocorréncia
de casos subclinicos. Ja a segunda, é causada por microrganismos que se encontram no ambiente
onde vivem os animais, capazes de invadir a glandula mamaria e gerar respostas inflamatorias,
sendo responsaveis por um alto nimero de casos clinicos (SANTOS; FONSECA, 2019,
BERGONIER et al., 2003).

Segundo Arcanjo et al. (2017), a mastite contagiosa tem como principal consequéncia
perdas econbmicas, uma vez que ha diminui¢do na quantidade e qualidade do leite produzido,
necessidade de uso de antibioticos e descarte de animais. Em relacdo a mastite ambiental, o
principal prejuizo em termos econémicos esta ligado a ocorréncia de casos clinicos, reducdo na
producdo leiteira, descarte de leite com residuos de antibioticos e aos gastos com medicacdo
(LANGONI et al., 2017).

Especificamente na mastite bovina pode-se afirmar que se trata de um entrave para a
pecudria leiteira, repercutindo negativamente no que se refere a qualidade do leite, além de

prejuizos econdmicos e problemas de satde publica (LANGONI et al., 2017).



A multipla etiologia da mastite contribui para o elevado impacto sobre a producéo leiteira,
segundo Bardiau et al. (2016), dentre os agentes responsaveis por esta enfermidade, destacam-se
bactérias do género Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., que Sdo 0s principais
microrganismos envolvidos no processo patolégico, representando cerca de 90 a 95% de todas as
infeccdes dos rebanhos leiteiros.

Staphylococcus aureus & o principal patdogeno das mastites contagiosas, geralmente
encontrado no interior da glandula mamaria, canal do teto ou na sua pele, principalmente quando
lesada. A sua prevaléncia varia de 81 a 94% (CONTRERAS; RODRIGUEZ, 2011).

Os principais agentes da mastite ambiental sdo bactérias gram-negativas e espécies do
género Streptococcus spp. Dentre as bactérias gram-negativas mais comumente associadas as
mastites bovinas estdo as pertencentes ao grupo dos coliformes, com destaque para Escherichia
coli (FONSECA, SANTOS, 2001). Na Tabela 1 estdo descritas as caracteristicas gerais e 0s
principais agentes contagiosos e ambientais relacionados a mastite bovina.

Tabela 1. Principais caracteristicas indicadoras de mastite ambiental e contagiosa

Indicadores Mastite
Contagiosa Ambiental
CCS no tanque > 300.000 < 300.000
% de mastite clinica Variavel > 3%
Ocorréncia de casos Durante a lactacdo Ao parto e inicio da lactacdo

Maos do ordenhador,

Principais vetores e
P utensilios da ordenha

Solo, fezes, lama, cama orgéanica

Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli,
Staphylococcus . .
L Klebsiella pneumoniae, Proteus
Principais agentes aureus, Mycoplasma

spp., Streptococcus uberis, fungos

spp., Corynebacterium e leveduras

bovis, Streptococcus
dysgalactiae

Incidéncia de infeccdo Casos subclinicos Casos clinicos

Fonte: Adaptado de Radostitis et al. (2007).

A mastite pode manifestar-se de forma aguda, subaguda ou crénica (DELLA LIBERA,
2007). A mastite crbnica é a manutencdo da forma subclinica ou a ocorréncia alternada entre as
duas formas. E comum a perda definitiva da fungio do quarto mamario devido a fibrose tecidual,
definida como uma inflamacéo dos Uberes que continua durante um longo periodo (FONSECA;
SANTOS, 2000).

Alguns fatores podem influenciar na incidéncia da mastite, como o clima, varia¢do sazonal,
densidade populacional e 0 manejo (COSTA et al., 2013). Para controlar a mastite dentro dos

rebanhos é necessario que se adote medidas sanitarias rigorosas. As praticas do pre-dipping e
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pos-dipping, assim como o0 isolamento microbiano dos animais considerados assintomaticos,
devem ser consideradas como praticas rotineiras nas propriedades produtoras de leite.

As condi¢des de idade, raca do animal, manejo, fatores climéaticos e patégenos envolvidos
na infeccdo sdo muito variareis entre as propriedades, sendo importante a avaliagdo dos fatores
de risco individualmente para que se estabeleca um programa de controle com monitoramento da
qualidade do leite a partir da CCS e CBT (LANGONI, 2013).

De qualquer forma sempre é muito positiva a realizacdo do monitoramento microbioldgico
na propriedade, pois se pode avaliar quais sdo 0s patdgenos prevalentes e se sdo agentes
contagiosos ou ambientais, podendo-se dessa maneira avaliar se as medidas de controle estdo
adequadas ou se ha necessidade de intervencéo, pois todo programa de controle deve ser avaliado
e adaptado as condicdes da propriedade, caso necessario (LANGONI, 2013).

Como parte do exame e monitoramento microbioldgico é possivel avaliar o perfil de
sensibilidade microbiana dos patdgenos presentes no rebanho, podendo orientar melhor o
tratamento e permitir aumentar a probabilidade de um tratamento bem sucedido, apesar de
considerar-se que a acdo in vitro dos antimicrobianos pode ser diferente no foco de infecgdo, pois
ha producdo de enzimas, presenca de restos celulares, alteracdo de pH local, entre outros fatores

que podem alterar a eficacia do tratamento (RIBEIRO, 2008).

1.4. Uso de antimicrobianos e resisténcia antimicrobiana

A mastite € considerada uma das principais causas para 0 uso de antibiéticos em bovinos
leiteiros, sendo esse um componente importante no controle da enfermidade (KALIWAL et al.,
2011). No entanto, o uso prudente e racional de antimicrobianos deve ser respeitado, visto que a
utilizacdo dessas substancias indiscriminadamente pode criar uma pressao seletiva de espécies
resistentes e alterar a ecologia bacteriana (GUARDABASSI et al., 2010). Segundo Aslantas e
Demir (2016) a resisténcia aos antibidticos estd relacionada ao uso indiscriminado para o
tratamento e prevencao da mastite em rebanhos leiteiros.

Dessa forma, ao se iniciar o tratamento para mastite € interessante avaliar cada caso e
minimamente optar por antimicrobianos de amplo espectro e de preferéncia de acordo com o
historico da propriedade e do perfil de sensibilidade dos patdgenos isolados dos casos anteriores
(LANGONI et al., 2017). A utilizagdo de antimicrobianos no tratamento da mastite deve visar
beneficios econémicos e eficacia terapéutica, como o retorno da producdo de leite da vaca e
reducdo de quartos afetados, que podem ser fontes de infeccdo, aléem de melhorar o bem-estar do
animal (SPINOSA et al., 2011).
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O sucesso da terapia medicamentosa e alcance dos objetivos dependem de alguns aspectos
importantes, como escolha do medicamento adequado, da distribuicdo dos ativos dentro da
glandula mamaria, do estado fisiolégico do animal, da precocidade com que a terapéutica de
tratamento é estabelecida e de qual microrganismo esta envolvido. Segundo Costa et al., (2013) €
muito importante identificar os patdgenos e usar 0os medicamentos que tenham melhor efeito,
visto que microrganismos de uma mesma espécie, dentro do mesmo rebanho, podem ter
sensibilidades distintas. A utilizacdo do medicamento deve levar em consideracdo o respeito as
especificacbes de cada produto, para evitar a presenca de residuos no leite e a ocorréncia de
resisténcia bacteriana no rebanho (PHILPOT; NICKERSON, 1991).

A alta resisténcia das bactérias aos antimicrobianos € um tema de especial interesse na
salde publica, pois os animais infectados constituem fontes de patdgenos para quem trabalha
diretamente no manejo desses animais e para oS consumidores do leite ou derivados
indevidamente processados (ACOSTA et al., 2016).

A resisténcia bacteriana é um fendmeno que ocorre em funcédo da capacidade que a bactéria
adquire em resistir ao tratamento com os antibacterianos. Os alimentos de origem animal podem
ser considerados como importantes fontes de bactérias resistentes aos antibacterianos, além disso,
podem apresentar concentracdes indevidas dessas substancias. Para proteger a salde publica,
limites aceitaveis de residuos desses farmacos foram estabelecidos para géneros alimenticios de
origem animal (FERREIRA, 2018). Para que os limites ndo sejam excedidos, e essas substancias
ndo sejam assimiladas juntamente com a ingestdo dos alimentos, a administracdo dos
antibacterianos em animais de producéo deve ocorrer de forma criteriosa. O respeito aos periodos
de caréncia especificos de cada medicamento é fundamental nesse processo.

Considera-se que uma bactéria é resistente a um ou varios antibidticos quando esse perde a
capacidade de controlar o crescimento bacteriano. O agravamento do nivel de resisténcia é
relacionado a sua utilizacdo excessiva e muitas vezes de forma errada praticada ao longo de
décadas. Assim, 0 uso indiscriminado permitiu que 0s microrganismos conseguissem se adaptar,
por mecanismos de aquisicdo e transferéncia de genes de resisténcia aos antibioticos presentes
em plasmideos e transposons, diminuindo a eficacia dos antimicrobianos (SEAN, 2005).

Para que estratégias de controle obtenham éxito é preciso conhecer quais mecanismos sao
responsaveis pela resisténcia antimicrobiana. Didaticamente, a origem da resisténcia pode ser
dividida em intrinseca e adquirida. A forma intrinseca advém do fato de que muitos compostos
antimicrobianos sdo moleculas produzidas naturalmente e, como tal, as bactérias que
compartilham do mesmo habitat apresentam mecanismos para superar a acdo dessas moléculas

para sobreviver. Ja na forma adquirida, de maior interesse clinico, uma populacdo bacteriana que,
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naturalmente era suscetivel ao antimicrobiano, torna-se resistente em virtude de mutacdes em
genes cromossdmicos ou devido a aquisicdo de determinantes genéticos externos de resisténcia
(MUNITA; ARIAS, 2016).

Preocupagdes sobre os niveis de uso de antimicrobianos na producdo de alimentos e da
potencial associacdo com o desenvolvimento e surgimento de resisténcia ja causam impactos em
politicas de uso de drogas em varios paises. Questdes relacionadas ao uso de antimicrobianos em
sistemas de producgdo leiteira a serem consideradas sdo: uso sem supervisdo de um Meéedico
Veterinario, a utilizagdo sem indicacdo para a mastite, o relacionamento entre as praticas de uso
de antibidticos e o risco para o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana, o
desenvolvimento e validacdo de métodos para quantificar e documentar praticas de uso de
antimicrobianos, e por fim o efeito do uso prudente. (BARLOW, 2011).

O uso exagerado de antimicrobianos em animais de criacdo € uma das principais
preocupacOes atualmente, devido aos efeitos sobre os animais de criacdo, 0 meio ambiente e a
salde publica. Nesse contexto, destacam-se a selecdo artificial de cepas de microrganismos
resistentes, e a presenca de residuos dos compostos ativos e seus metabolitos no leite (RUEGG et
al., 2017). Principalmente na pecuaria leiteira, 0o acesso dos produtores é de alguma forma,
facilitado pela intensa competicdo entre as industrias farmacéuticas, o que torna o custo desses
medicamentos bastante acessivel, onde os antimicrobianos podem ter ampla distribuicdo sendo
comercializados, em grande parte, sem prescrigéo.

O uso de antimicrobianos com cautela na industria leiteira é importante e necessario, e
estratégias envolvendo seu uso de maneira prudente abrangem a identificacdo do patégeno
causador da infeccdo, a determinacdo de susceptibilidade e a resisténcia do patdgeno para avaliar
0 antibidtico mais indicado para o tratamento e a duracdo do tratamento suficiente para garantir
concentragOes efetivas e eliminar os microrganismos (OLIVER; MURINDA, 2012).

Para se avaliar in vitro se as bactérias sdo sensiveis ou resistentes aos antimicrobianos
existem comités como Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e European Society of
Clinical Microbiology and Infection Diseases (EUCAST) que estabeleceram metodologias
padronizadas para os testes de susceptibilidade a antimicrobianos, como os tamanhos de halos no
caso da disco difusdo em &gar e pontos de interrupgdo no caso da concentragdo inibitéria minima
(CIM) (CLSI, 2008; EUCAST, 2015).

O teste de disco difusdo em agar Mueller Hinton permite conhecer informagbes sobre
susceptibilidade microbiana in vitro. O teste fornece resultados qualitativos e € um dos métodos

de suscetibilidade mais confiavel e utilizado pelos laboratérios de microbiologia. O seu principio
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béasico ¢ a difusdo do antimicrobiano na superficie do &gar, a partir de um disco impregnado com
0 antimicrobiano, ap6s a semeadura do indculo bacteriano (ORSI, 2017).

A presenga de isolados microbianos multirresistentes no leite bovino e em isolados clinicos
mostra a importancia da escolha e a utilizacdo de agentes antimicrobianos adequados para o
tratamento efetivo da mastite (KREWER et al., 2013).

Atualmente se discute o papel dos fatores de viruléncia de bactérias causadoras de mastite,
como a producéo de biofilme, na persisténcia e dissemina¢do no hospedeiro, na expressao da
doenca grave e na interferéncia do tratamento com antimicrobianos (ISRAEL et al., 2018).

1.5. Biofilme

Biofilmes sdo descritos como aglomeracGes de células embebidas em matriz heterogénea
extracelular, que resultam em estruturas tridimensionais com caracteristicas fisiologicas
especificas e dificultam a acdo dos macrdéfagos, além de aumentarem a resisténcia a diversos
antimicrobianos (MARQUES et al., 2013). A matriz de substancias poliméricas extracelulares
(EPS) que envolve as células microbianas é formada por uma série de componentes, como
polissacarideos, proteinas, fosfolipidios e acido teicdico. A composi¢do quimica e a estrutura da
matriz do biofilme tém fundamental importancia para a sobrevivéncia dos microrganismos ali
presentes (SHI; ZHU, 2009).

O biofilme segue uma sequéncia organizada de formacéo, que ndo difere muito entre as
espécies bacterianas, sendo constituido por trés fases: aderéncia ou fixacdo, acumulacdo e
maturacao, e separacao e dispersdo. Durante a fase de ligacdo, as células plancténicas aderem as
superficies bioticas ou abidticas e proliferam em agregados adesivos chamados de micro
colonias. A medida que essas micro colonias se desenvolvem, as células bacterianas produzem
uma matriz extracelular que serve como um suporte essencial para estabelecer a arquitetura
tridimensional. Ao atingir uma densidade celular especifica, € desencadeado um mecanismo de
degradacdo da matriz, o qual libera células para dispersar e reiniciar o desenvolvimento do
biofilme em locais diferentes (MOORMEIER; BAYLER, 2017).

Biofilmes podem ser compostos por comunidades homogéneas, derivadas de uma Unica
espécie ou por comunidades heterogéneas, formadas por comunidades de varias espécies
bacterianas ou até mesmo por fungos, leveduras, algas e outros organismos unicelulares. O
primeiro caso é raro e incomum na natureza. Biofilmes heterogéneos sé&o os mais comumente
encontrados (SAUER; RICKARD; DAVIES, 2007).

A formacdo dos biofilmes depende tanto dos microrganismos quanto do material sobre o qual

a estrutura é formada. Sao diversas as vantagens que microrganismos crescendo em biofilmes
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tém em relacdo a vida planctbnica: protecdo contra a atuacdo de antibioticos e desinfetantes,
sobrevivéncia a escassez de nutrientes, comunicacéo intercelular, entre outras (GARRET, 2008).

A formacdo do biofilme cria uma barreira de protecdo contra os antimicrobianos. As falhas
nos tratamentos antimicrobianos podem ser causadas por um ou por Varios mecanismos de
resisténcia do biofilme. Um desses mecanismos é a incapacidade do agente antimicrobiano de
penetrar no biofilme, o qual neste caso funciona como uma barreira fisica. Além disso, as
substancias poliméricas sdo conhecidas por retardar a difusdo dos antibidticos. Os antibidticos
podem penetrar no biofilme facilmente em alguns casos e mal em outros, dependendo do agente
que estd formando o biofilme, pois, o tipo de estrutura do biofilme determina o transporte de
nutrientes e consequentemente de antimicrobianos (ORSI, 2017).

Segundo Aguilar et al. (2011), a producdo do biofilme é considerada um importante fator de
viruléncia das bactérias, pois permite a adesdo das estirpes, favorecendo a colonizacdo na
superficie epitelial da glandula mamaria, quando comparadas as estirpes nao produtoras. Causas
descritas como responsaveis pela resisténcia sdo: a penetracdo limitada do agente antibidtico pela
matriz do biofilme, a alteracdo da taxa de crescimento dos microrganismos que compdem o
biofilme assim como outras alteracdes fisioldgicas, incluindo a expressdo de possiveis genes de
resisténcia (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Com relacdo a mastite bovina, 0os microrganismos capazes de produzir biofilme podem se
aderir em diversos substratos: tanto no préprio tecido da glandula mamaria quanto em materiais
utilizados nos tanques de refrigeracdo e em outros equipamentos de ordenha (materiais em inox,
emborrachados e de silicone). Tal capacidade se explica porque os biofilmes contém particulas
de proteinas, lipideos, fosfolipidios, carboidratos e sais minerais que auxiliam na adesdo as
camadas superficiais, debaixo das quais 0s microrganismos continuam a se multiplicar mesmo
diante da acdo de agentes fisicos e quimicos, como os utilizados nos procedimentos de
higienizacdo (RICKARD et al., 2003).

Outro fator importante em relacdo aos biofilmes na cadeia produtiva do leite é que a
habilidade de algumas bactérias de aderirem a superficie do epitélio da glandula mamaria esta
associada a producéo destas estruturas. Desta forma, se ndo houver o emprego adequado das boas
praticas de ordenha, o leite podera ser fonte de contaminacdo de microrganismos patogénicos
(MELO et al., 2012).

Outra consideracdo € que a formacdo de biofilmes nas superficies de plantas de
processamento de alimentos por bactérias patogénicas é uma fonte de risco de contaminagéo
cruzada, pois as bactérias aderentes ao biofilme podem contaminar os alimentos durante a sua

producédo ao terem contato com as superficies impregnadas por biofilmes (SOUZA et al., 2014).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar o perfil microbioldgico, a partir da coleta de amostras de leite individual, de rebanhos
bovinos leiteiros de agricultura familiar da regido do Arenito Caiud, Noroeste do Parana.

2.2. Objetivos especificos

Instruir as boas préaticas de manejo do rebanho leiteiro em propriedades de agricultura
familiar;

Avaliar a qualidade do leite por meio da CCS e CBT;

Avaliar a producéo fenotipica de biofilme do leite cru bovino;

Identificar os grupos bacterianos presentes nos rebanhos selecionados;

Avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana das estirpes isoladas por meio da realizagdo
de antibiograma, detectando cepas resistentes de interesse em salde publica;

Utilizar os resultados obtidos para implantar melhorias nas propriedades de agricultura

familiar quanto ao correto diagndstico e tratamento das infec¢des da glandula maméria.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta das amostras e analises de CCS e CBT

Inicialmente, em parceria com a IDR Parana (antiga EMATER), foram selecionadas quatro
propriedades rurais caracterizadas como agricultura familiar, situadas na regido do Arenito
Caiua, Noroeste do Parana. As propriedades rurais possuiam a pecuéria leiteira como atividade
econdbmica principal e faziam parte das propriedades classificadas como modelo pelo IDR
Parana.

Amostras de 50 mL de leite foram coletadas em frascos estéreis, ap06s as etapas de
higienizacdo do Ubere e pré-dipping dos tetos, de todos os animais em lactacdo das quatro
propriedades rurais selecionadas. Os animais variaram em cada més devido a mudangas no
estagio de producdo (lactacdo ou periodo seco).

As coletas foram realizadas mensalmente, durante o periodo compreendido entre fevereiro a
junho de 2019, totalizando 422 amostras, sendo 77 da propriedade 1 (P1), 122 da propriedade 2
(P2), 30 da propriedade 3 (P3) e 193 da propriedade 4 (P4).

Primeiramente, no Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Estadual de Maringd UEM
- Campus de Tecnologia de Umuarama - PR, as amostras foram submetidas individualmente ao
teste de CMT e de formagdo de coagulo por fermentacdo. Para as analises de CCS, CBT e

composic¢do centesimal, foram encaminhadas ao Laboratdrio do Programa de Analise do Leite da
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Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH), localizado em
Curitiba, Parana.

As amostras foram coletadas conforme o manual de operagdes de campo da APCBRH, e
acondicionadas em recipientes de polietileno estéreis contendo conservantes apropriados, o
agente bacteriostatico azidiol para analise de CBT e o bronopol, para analise de CCS. Foram
mantidas refrigeradas e encaminhadas em caixa de isopor para o laboratério para a realizacdo das
analises por meio de equipamento automatico, cujo principio analitico baseia-se na citometria de
fluxo, conforme descrito em ISO 13366-2/IDF 148-2, sendo os resultados expressos em
celulas/mL.

A partir dos resultados de CMT, formacéo de coagulo por fermentagéo, producéo de biofilme
pelo leite cru e CCS foram selecionadas amostras com CCS > 200.000 CS/mL de cada
propriedade para analise de identificacdo bacteriana e posterior teste de sensibilidade aos

antimicrobianos.

3.2. Deteccdo fenotipica de producdo de biofilme

Freeman et al. (1989), desenvolveram um método alternativo com alta sensibilidade e rapidez
para determinar a produgdo de biofilmes, denominado “Agar Vermelho Congo”. Este método
baseia-se na adicdo de corante em um meio solido, com alta concentracdo de sacarose, sendo
esta, essencial para a inducdo da producdo do biofilme. O mecanismo exato da reacdo é
desconhecido pelo autor, embora se acredite que a mudanca de cor acontece nas fases finais da
incubacdo bacteriana, processo oriundo da formacgéo de um produto secundario.

A producdo fenotipica de biofilme das amostras avaliadas foi determinada pelo cultivo
bacteriano em Agar Vermelho Congo (CRA), segundo Freemann et al. (1989) modificado,
constituido de &gar nutriente (Himedia®) 28 g/L, sacarose (Synth®) 50 g/L e corante Vermelho
Congo (Synth®) 0,8 g/L.

Aliguotas de 10uL das amostras individuais de leite foram semeadas em placas CRA,
incubadas a temperatura de 37°C por 48 horas. A partir da producéo de col6nias rugosas e pretas
foram consideradas estirpes produtoras de biofilme, quando acompanhadas pela mudanca da
coloracdo do meio adjacente para preto, entretanto, as coldnias lisas e vermelhas foram
consideradas como néo produtoras de biofilme (FREEMANN et al., 1989).

Para cada més foi considerado o porcentual de amostras com formacéo de biofilme positiva

em relacéo ao total de animais em lactacéo das propriedades individualmente.
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3.3. Isolamento e caracterizacao do grupo bacteriano

De cada amostra foi realizado o estriamento, utilizando algas esterilizadas, de
aproximadamente 10 pL em placas de Petri contendo Agar Nutriente para o isolamento da
contaminacg&o bacteriana, sendo incubadas a temperatura de 37°C por 48 horas.

Das amostras de leite de animais que apresentaram mastite clinica ou subclinica foram
realizadas novas semeaduras das coldnias isoladas previamente em Agar Nutriente para
identificacdo do grupo e realiza¢do do antibiograma.

No laboratorio de Microbiologia Animal do Campus Fazenda da Universidade Estadual de
Maringa (UEM), as amostras selecionadas foram semeadas separadamente em agar nutriente
(Himedia®) e incubadas por 24 horas a 36°C. A identificacdo do grupo bacteriano foi realizada
por caracteristicas morfo-tintoriais sendo realizado o esfregaco de cada col6nia, corado pelo
método de Gram e visualizado por microscopia 6tica no aumento de 100x sob imersao.

De acordo com as caracteristicas das coldnias (cor, aspecto, tamanho e presenca de hemolise)
e observacdo por microscopia optica apés a coloracdo de Gram, os cocos Gram-positivos foram
submetidos ao teste da catalase e os cocos Gram-negativos ao teste da oxidase. Estirpes cocos
Gram-positivos catalase positivos foram classificadas como sendo do género Staphylococcus spp.
e estirpes cocos Gram-positivos catalase negativos, como Streptococcus spp. / Enterococcus spp.
Estirpes cocos Gram-negativos oxidase positivos foram classificadas como sendo do grupo de
Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF) e estirpes cocos Gram-positivos oxidase
negativos, como Enterobactérias. Dessa forma as amostras foram classificadas em quatro grupos,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. / Enterococcus spp., Enterobactérias e BGN-NF.

O perdxido de hidrogénio (H,0,) € utilizado para detectar a producdo da catalase bacteriana.
Uma coldnia bacteriana foi transferida para uma lamina de vidro limpa e sobre ela foi adicionada
uma gota do peréxido de hidrogénio. O borbulhamento imediato indicou uma reacdo positiva
(ATLAS; SNYDER, 2011).

O teste da oxidase é baseado na producdo intracelular da enzima oxidase pela bactéria,
presente no citocromo C. O teste é realizado em tiras impregnadas com um reagente como N, N,
N, N-tetrametil-p-fenilenodiamina ou N, N-dimetil-p-fenilenodiamina, que é um indicador redox.
As tiras reagentes quando oxidadas ficam com uma coloragdo purpura quando positivas e neutras
quando negativas. E utilizado na identificacdo de bactérias Gram-negativas, permitindo a
distingdo entre a maior parte das bactérias da Ordema Enterobacterialis (as Enterobactérias), que
sdo oxidase-negativas e outros cocos e bacilos Gram-negativos que sdo oxidase-positivos
(ORTIZ et al., 2018).
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3.4. Teste de sensibilidade a antimicrobianos

A sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos foi avaliada pelo método de disco-difusao
em agar (BAUER et al., 1966), de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Os isolados foram classificados como resistentes ou sensiveis aos
antimicrobianos.

Os antimicrobianos testados variaram conforme o grupo bacteriano. Sendo eles: ampicilina
(10 pg), penicilina (10 Ul), tetraciclina (30 pg), gentamicina (10 pg), ciprofloxacino e
ceftriaxona para Enterococcus spp. e Streptococcus spp.; Sulfazotrim (25 ug), cefoxitina (30 pg),
penicilina G (10 UI), tetraciclina (1 ng), gentamicina (10 pg), e ciprofloxacino para
Staphylococcus spp.; Ampicilina (10 pg), ceftriaxona, tetraciclina (30 pg), gentamicina (10 pg),
ciprofloxacino e sulfazotrim (25 pg) para Enterobactérias e gentamicina (10 pg), ciprofloxacino
e ceftriaxona para BGN-NF.

Para o teste, foram utilizadas col6nias bacterianas provenientes de cultura com crescimento
inferior a 24 horas em agar nutriente (Himedia®). Com uma al¢a bacterioldgica esterilizada
suspendeu-se a colbnia a ser testada em tubos estéreis contendo solucdo salina esterilizada
(NaCL 0,85%) até obter-se uma turvacdo equivalente a 0,5 na escala MacFarland. Em seguida,
com auxilio de um swab esterilizado a solucdo de suspensdo bacteriana foi semeada de forma
suave e abrangendo toda a superficie, em pelo menos cinco direcdes, na placa de Petri contendo
agar Mueller Hinton (MH - Himedia®). Entdo, foram colocados os discos de antibidticos sobre a
superficie do meio inoculado, com auxilio de uma pinga flambada e resfriada, exercendo uma
leve pressdo com a ponta da pinca para uma boa adesdo dos discos. As placas foram incubadas
em estufa bacterioldgica a 35°C + 2°C por 24 horas.

Os resultados de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos foram expressos em sensivel ou
resistente, sendo que os isolados que apresentaram sensibilidade intermediaria foram
considerados resistentes. A leitura dos halos de inibicdo de crescimento foi realizada com a
medicdo do diametro em milimetros e utilizada para classificar a sensibilidade ou resisténcia dos

isolados em relagdo aos antimicrobianos de acordo com os critérios do CLSI (2015).

3.5. Extensdo rural

ApoOs obtencdo dos resultados, os médicos veterinarios da IDR Parana levavam as
informagdes até os produtores durante visitas mensais e discutiam e orientavam sobre as boas
praticas de manejo, com o objetivo de reduzir as contagens de CCS e CBT no rebanho.

Os produtores foram instruidos para a melhor conducdo do tratamento, com indicacdo da

forma e tempo corretos de administracdo de medicamentos, sobre a necessidade do descarte do
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leite durante o tratamento com antibidticos, a terapia da vaca seca e a segregacdo ou até mesmo
descarte de animais cronicamente infectados.

Também foram instruidos sobre 0 manejo correto dos animais para evitar a contaminagdo do
restante do rebanho, estabelecendo a sugestdo de uma linha de ordenha onde a ordem seriam
vacas de primeira lactacdo sadias, vacas de duas lactacbes ou mais com CCS inferior a 200.000
células/mL™ ou teste de CMT negativo; animais que apresentaram alta CCS ou teste de CMT

positivo; e vacas com grumos no leite ou em tratamento, das quais o leite deveria ser descartado.

4. RESULTADOS

Na Tabela 2 é possivel observar os nimeros de amostras coletadas mensalmente em cada
propriedade e a quantidade de amostras que apresentaram valor de CCS maior que o estipulado
pelas Instrucdes Normativas 76 e 77 (IN 76 e IN 77) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) de 2018.

Tabela 2. Relagdo entre o nimero de amostras coletadas e a CCS (cél.mL™), das quatro
propriedades de agricultura familiar da regido do Arenito Caiuad avaliadas, no periodo de
fevereiro a junho de 2019

PROPRI  FEVEREIRO MARCO ABRIL MAIO JUNHO

EDADE N1 N2 % NI N2 % NI N2 % NI N2 % NI N2 %
P1 20 9 45 20 12 60 10 6 60 12 7 583 15 8 533
P2 23 9 391 27 8 296 26 5 192 22 3 136 24 2 83
P3 9 6 666 5 2 40 7 3 428 2 2 100 7 6 857
P4 43 17 395 40 22 55 39 12 307 41 11 268 30 14 466

N1: nimero total de animais; N2: nimero de animais com CCS>500.000; P1: Propriedade 1; P2: Propriedade 2;
P3: Propriedade 3; P4: Propriedade 4. Fonte: MAIOCHI, 2021.

Analisando P1, durante todo o periodo, 42 amostras (54,54%) apresentaram contagens
maiores que 500.000 células/mL, limite maximo estabelecido pela IN 77 (2018) que passou a
vigorar durante a realizacdo do estudo. J& para a P2, 27 amostras (22,13%) apresentaram CCS
acima dos parametros vigentes.

A P3 foi a que apresentou 0 menor nimero de animais durante o estudo, porém com a maior
porcentagem de animais com alta CCS, chegando a 63,33% (19 amostras durante o periodo).
Além disso, é relevante pontuar que esta foi a propriedade estudada com menor tecnificagéo.

Das 193 amostras coletadas da P4, 76 (39,38%) apresentaram alto valor de CCS, sendo que
0s meses de maior prevaléncia foram fevereiro e marco, com 39,53% e 51,16%, respectivamente,

de animais acima dos limites preconizados pela IN 77.
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Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de CBT mensais para os resfriadores de cada

propriedade.

Tabela 3. Valores de CBT (UFC.mL™) dos resfriadores das quatro propriedades de agricultura

familiar da regido do Arenito Caiua avaliadas, no periodo de fevereiro a junho de 2019

PRODUTOR FEV MARCO ABRIL MAIO JUNHO
P1 - 15.000 3.916.000 2.452.000 1.030.000
P2 - 13.000.000 4.202.000 3.047.000 1.920.000
P3 - 90.000 32.000 23.000 9.000
P4 - 18.000.000 34.000 3.047.000 646.000

Fonte: MAIOCHI, 2021.

No més de fevereiro ndo foram encaminhadas ao laboratorio terceirizado as amostras dos
resfriadores, porém realizou-se a inoculacdo das amostras utilizando a técnica pour plate e 0s
resultados obtidos estavam abaixo dos parametros definidos pelas INs 76 e 77.

De acordo com as IN 76 e 77, o valor maximo para CBT é de 900.000 UFC/mL. E possivel
observar na Tabela 3 que a P2 apresentou todos os resultados mensais fora do padréo
estabelecido pela legislacéo.

Quanto a qualidade do leite das propriedades de agricultura familiar da regido do Arenito
Caiua, noroeste do Parana avaliadas, 38,86% de todas as amostras coletadas durante o periodo de
estudo apresentaram CCS acima de 500.000 células/mL, e 56,25% das amostras dos tanques de
expansao apesentaram CBT acima dos limites méaximos estabelecidos pela IN 77.

Quanto a capacidade de formacdo de biofilme, apds avaliacdo visual das placas de CRA
contendo a semeadura das amostras de leite, aquelas que apresentaram producdo de coldnias
rugosas e pretas foram consideradas produtoras de biofilme quando acompanhadas pela mudanca
da coloracdo do meio adjacente para preto, entretanto, as coldnias lisas e vermelhas foram
consideradas como ndo produtoras de biofilme (FREEMANN et al., 1989). Observam-se na
Tabela 4 as porcentagens mensais de amostras fenotipicamente produtoras de biofilme de

fevereiro a maio.
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Tabela 4. Porcentagem de amostras fenotipicamente produtoras de biofilme em leite cru bovino

das quatro propriedades de agricultura familiar da regido do Arenito Caiua avaliadas, no periodo

FEVEREIRO MARCO ABRIL MAIO
PROPRIEDADE N % N % N % N %
P1 20 85% 20 70% 10 100% 12 58,3%
P2 23 65,2% 27 37% 26 51, 1% 22 63,6%
P3 9 66,7% 5 80% 7 85,7% 6 83,3%
P4 43 62,8% 40 32,5% 39 41% 43 37,2%

Fonte: MAIOCHI, 2021.

A producdo fenotipica de biofilme em CRA é interpretada pela alteracdo da colora¢do do
meio, considerando-se positivas as amostras que apresentaram alteracdo da coloracdo do meio
(Figura 1 A) e negativas as que ndo apresentaram alteracdo (Figura 1 B).

Considerando todo o periodo avaliado, a P1 apresentou 77,4% das amostras produtoras de
biofilme, a P2 55%, a P3 77,8% das amostras e a P4 37,2%. Das 352 amostras avaliadas de todas

as propriedades em todo o periodo, 55,4% foram consideradas produtoras de biofilme.

Figura 1 A Figura 1 B

Figura 1. Amostras de leite cru bovino semeadas em agar vermelho congo (CRA). A — Amostra produtora de
biofilme; B — Amostra ndo produtora de biofilme. Fonte: MAIOCHI, 2021.

Foi verificada presenca de microrganismos fenotipicamente produtores de biofilme nas
amostras de leite analisadas em todas as propriedades e em todo o periodo de estudo, implicando
em risco de contaminagdo por esses microrganismos em toda a cadeia produtiva do leite e seus

derivados.
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Na Tabela 5 estdo apresentados os isolados por grupo bacteriano das amostras de leite de
mastite clinica e subclinica das quatro propriedades de agricultura familiar durante todo o
periodo avaliado.

Tabela 5. Amostras de leite de mastite clinica e subclinica analisadas e classificadas em grupos
bacterianos, das quatro propriedades de agricultura familiar da regido do Arenito Caiua todo o

periodo avaliado, fevereiro a junho de 2019.

) P1 P2 P4
Grupos Bacterianos
N % N % %

Enterococcus spp./ 20 38,46 3 10,34 238
Streptococcus spp.
Staphylococcus spp. 29 55,77 16 55,77 65,48
Enterobactérias 3 5,77 9 31 10,7
BGN-NF 0 0 1 3,45 0
Total de isolados 52 100 29 100 100

N = nlmero de cepas isoladas por grupo bacteriano de cada propriedade, P1 = Propriedade 1, P2 = Propriedade 2, P3 =

Propriedade 3, P4 = Propriedade 4. Fonte: MAIOCHI, 2021.

Foram isoladas cepas bacterianas em 41,7% das amostras coletadas. Dessas, 24,43%
pertencentes ao grupo dos géneros Enterococcus spp. /Streptococcus spp., 62,5% ao género
Staphylococcus spp., 12,5% ao grupo das Enterobactérias e 0,56% de BGN-NF.

Em todo o periodo avaliado, foram isoladas cepas bacterianas em 67,5% das amostras
selecionadas da propriedade 1 (P1), em 23,77% das amostras selecionadas da propriedade 2 (P2),
em 36,67% da propriedade 3 (P3) e em 43,52% da propriedade 4 (P4).

Dentre os grupos bacterianos, o género Staphylococcus spp. foi o de maior incidéncia em
todas as propriedades, sendo que chegou a 65,48% dos isolados da P4, maior nimero observado
no estudo. Em seguida, o grupo de Enterococcus spp. e Streptococcus spp. também apresentaram
incidéncia elevada, chegando a 38,46% dos isolados da P1.

Na Tabela 6 observa-se a distribuicdo por grupos e por propriedades das resisténcias aos

antimicrobianos avaliados pelo teste de disco-difuséo.
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Tabela 6. Resisténcia por disco-difusdo das estirpes isoladas das 4 propriedades de agricultura familiar da regido do Arenito Caiua, em todo o
periodo de avaliacdo, fevereiro a junho de 2019.

Pl P2 P3 P4
Grupo bacteriano Antimicrobiano n % n % n % n %
R R R R
Ampicilina 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicilina 0 0 1 33,33 0 0 0 0
Enterococcus spp. Gentamicina 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus spp. Tetraciclina 10 50 2 66,66 0 0 0 0
Ceftriaxona 0 0 1 33,33 0 0 0 0
Ciprofloxacino 0 0 2 66,66 0 0 1 5
Penicilina 20 68,96 9 56,25 7 70 21 38,18
Gentamicina 1 3,45 3 18,75 0 0 2 3,64
Staphylococcus spp Tetracicli_na 8 27,6 5 31,25 1 10 11 20
' Sulfazotrim 4 13,8 6 37,5 0 0 6 10,9
Ciprofloxacino 4 13,8 7 43,75 3 30 11 20
Cefoxitina 4 13,8 1 6,25 0 0 8 14,54
Ampicilina 3 100 7 71,77 1 100 3 33,33
Tetraciclina 3 100 4 44 .44 1 100 1 11,11
Enterobactérias Ceftriax_or_1a 3 100 6 66,66 1 100 4 44,44
Gentamicina 0 0 1 11,11 0 0 2 22,22
Ciprofloxacino 1 33,33 3 33,33 1 100 2 22,22
Sulfazotrim 3 100 2 22,22 1 100 0 0
Gentamicina 0 0 0 0 0 0 0 0
BGN-NF Ciprofloxacino 0 0 0 0 0 0 0 0
Ceftriaxona 0 0 1 100 0 0 0 0
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NR = Numero de resistentes; P1 = propriedade 1; P2 = propriedade 2; P3 = propriedade 3; P4 = propriedade 4;
BGN-NF = Bactérias Gram Negativas Ndo-Fermentadoras. Fonte: MAIOCHI, 2021.

Das cepas bacterianas isoladas, 60,8% apresentaram resisténcia fenotipica a pelo menos um
dos antibioticos testados.

Verificou-se resisténcia das estirpes a mais de um principio ativo, sendo que a maior
resisténcia ocorreu frente as penicilinas dos isolados do género Staphylococcus spp. em todas as
propriedades avaliadas. Todavia, em 69 amostras observou-se a sensibilidade a todos os
antimicrobianos testados e nenhuma das amostras foi resistente a todos as classes de
antimicrobianos.

Em relacdo a resisténcia por grupos bacterianos da P1, das 20 amostras isoladas de
Enterococcus spp. / Streptococcus spp., 50% se apresentaram resistentes a pelo menos um dos
antibiodticos testados. Enquanto que, dos 29 isolados de Staphylococcus spp. 82,75% foram
resistentes a, pelo menos, um antimicrobiano. Todas as trés amostras isoladas de Enterobactérias
foram resistentes.

Na P2 observou-se resisténcia bacteriana a no minimo um antibiotico em todos os 3 isolados
de Enterococcus spp. / Streptococcus spp., em 75% dos 16 isolados de Staphylococcus spp., em
77,77% dos 9 isolados de Enterobactérias e no Unico isolado de BGN-NF.

Para a P3 foram observadas resisténcias em 70% das 10 amostras de Staphylococcus spp. e no
unico isolado de Enterobactéria.

Quanto as resisténcias avaliadas em P4, no grupo de Enterococcus spp. / Streptococcus spp.,
apenas 1 das 20 amostras apresentou resisténcia, enquanto para o grupo de Staphylococcus spp. e
Enterobactérias, as taxas de resisténcia, a pelo menos um antimicrobiano, foram de 60% e
55,55%, respectivamente.

Do total de 422 amostras de leite, de todo o periodo e de todas as propriedades, analisadas
apos cultivo e identificacdo microbioldgica, foram isoladas 176 cepas das quais 107 (60,8%)
foram resistentes a pelo menos um antibiético testado.

Dentre os isolados de Streptococcus spp. / Enterococcus spp. da P1, 50% apresentaram
resisténcia a tetraciclina. Esta baixa susceptibilidade ao microbiano também foi observada nos
isolados do mesmo grupo da P2.

Pode-se observar que os isolados do grupo de Enterobactérias das quatro propriedades

apresentaram baixa suscetibilidade aos antimicrobianos testados.
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5. DISCUSSAO

Segundo Xavier et al (2018) a qualidade do leite € influenciada pelo grau de tecnologia
utilizada em sua producéo, portanto o leite cru produzido por agricultores familiares brasileiros
de pequeno porte, que possuem pouca tecnificacdo, podem apresentar uma qualidade
microbiologica ndo satisfatdria, o que corrobora com os resultados encontrados neste estudo,
tanto frente aos resultados de CCS quanto de CBT. Verificou-se que das quatro propriedades
avaliadas, apenas uma apresentou resultados de CBT do tanque de expansdo de todos 0s meses
de acordo com os valores maximos estipulados pelas IN 76 e 77. No entanto, a P2 apresentou
todos os resultados mensais fora do padrdo estabelecido pela legislacdo. Esse é um grande
problema para atividade leiteira, que deveria produzir leite com melhor qualidade microbiolégica
para oferecer um maior rendimento industrial.

A producdo de leite no Brasil estd dispersa em propriedades rurais heterogéneas, com
caracteristicas contrastantes em relacdo ao tamanho, numero de animais e manejo. As de pequena
e média producdo, juntamente com a agricultura familiar representam grande parte da producéo
de leite no Brasil e sdo importantes quando se avalia a produgio do pais como um todo. E
importante conhecer os fatores que afetam a qualidade do produto e de seus derivados nas
atividades produtivas e operacionais de pequenos produtores de leite, sendo essencial para o
desenvolvimento de diretrizes que propiciem a melhoria da qualidade desejada. Percebe-se que
0S pequenos produtores em sua maioria estdo desestimulados e produzem leite de qualidade
inferior devido a pouca tecnificagdo e ao baixo investimento.

Como a CBT é uma medida direta de contaminacdo do leite, alguns fatores relacionados ao
animal também atuam de forma importante e podem explicar porque um produtor pode ser capaz
de controlar a CBT e ndo a CCS (BOZO et al., 2013). Este fator pode ser verificado em avaliagédo
da P3, sendo a propriedade que apresentou as taxas de CBT mais baixas em todos os meses de
estudo, todavia com a maior porcentagem de animais com alta CCS, chegando a 63,33% (19
amostras durante o periodo) sugerindo afec¢do dos animais por mastite.

Pela deteccdo fenotipica da capacidade de producdo de biofilme, considerando todas as
propriedades e o periodo total deste estudo, encontrou-se que 46,21% das estirpes isoladas foram
produtoras de biofilme. Entretanto, essa incidéncia foi menor que detectada no estudo de
Darwish et al. (2013) onde 70,4% dos isolados de leite bovino foram produtores de biofilme em
CRA, e por Melo (2011) que detectou pelo CRA que 79,4% das estirpes foram produtoras de
biofilme dos 316 isolados de leite bovino.

Jain e Agarwal (2009) descreveram que a formacdo de biofilme é um fator de viruléncia

importante para diversas bactérias, inclusive Staphylococcus spp. e a patogénese da mastite é
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atribuida a combinacdo de diversos fatores celulares e extracelulares, sendo a formacéo de
biofilme um dos principais mecanismos para a infeccdo bacteriana persistente ou cronica
(COSTERTON et al. 1999).

Mota et al. (2012) isolaram 39,3% de bactérias do género Staphylococcus em 1080 amostras
de leite bovino. No presente estudo, o0 género Staphylococcus spp. foi 0 mais isolado em todas as
propriedades em todos 0s meses, sendo 55,77% das amostras isoladas da P1 e P2, chegando a
91% dos isolados da P3 e 65,48% da P4.

Segundo estudos de Aslantas et al. (2016), das 112 amostras de Staphylococcus aureus
isoladas, a maior resisténcia no teste de disco-difusdo foi frente a penicilina 45,5%. Bal et al.
(2010), determinaram em seu estudo que a maior resisténcia dos Staphylococcus spp. coagulase
negativo, testados pelo método de disco-difusdo, foi a penicilina em 58% das 69 amostras
isoladas. Os valores apresentados por Aslantas et al., (2016) e Bal et al., (2010) corroboram
nossas observacdes nos isolados do género Staphylococcus spp. de todas as propriedades
avaliadas no presente estudo.

Por outro lado, De Jong et al. (2018), analisando amostras de mastite clinica de nove paises
europeus, observaram que apenas 25% dos S. aureus foram resistentes a penicilina. Essa
diferenca sugere que a suscetibilidade dos estafilococos a penicilina varia de acordo com o pais
ou regido.

As variagfes nos niveis de sensibilidade podem ser explicadas pelo uso indiscriminado da
penicilina na medicina veterinaria, possibilitando a selecdo de cepas resistentes e a producdo de
B-lactamases em cepas de Staphyloccoccus spp. Segundo Ardic et al. (2005), como consequéncia
do uso indiscriminado de antimicrobianos, ha um aumento elevado no grau de resisténcia as

classes de antimicrobianos.

6. CONCLUSAO

Os resultados indicam que o processo de obtencdo do leite e a sanidade da glandula mamaria
dos rebanhos leiteiros de agricultura familiar da regido do Arenito Caiua estudados ainda séo
insatisfatorios. Os produtores necessitam de assisténcia técnica continua para buscar melhorias da
qualidade do produto e se adequar aos novos padrbes determinados pela normativa vigente.

Outros estudos deverdo ser realizados para a deteccdo genotipica da producéo de biofilmes de
propriedades de agricultura familiar e deteccdo genotipica de resisténcia frente aos
antimicrobianos mais utilizados na pecuéria leiteira da regiéo.

Atividades extensionistas devem ser realizadas voltadas a conscientizagdo das boas préaticas

de manejo, controle da mastite subclinica e uso racional de antimicrobianos no rebanho leiteiro.
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Houve intuito em realizar um dia de campo para levar os resultados obtidos nesta pesquisa para
uma maior parcela dos produtores leiteiros de agricultura familiar da regido do Arenito Caiua, no
entanto devido a Pandemia do Coronavirus o mesmo néo pdde ser programado.

As parcerias firmadas com a IDR Parand e a APCBRH foram fundamentais na consolidagéo
dos objetivos tracados para a execucao da pesquisa, de forma integradora e colaborativa para a
execucdo das coletas e analises propostas. Foi possivel constatar a importancia do respaldo de
andlises de CCS, CBT e antibiograma para uma agdo mais efetiva junto as propriedades rurais,

em relacdo a mastite bovina.
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Perfil microbiologico em rebanhos leiteiros de agricultura familiar da regido do

Arenito Caiua, Noroeste do Parana

Microbiological profile in family farming herds in the Caiué Arenito region,

northwestern Parana

Rafaela Rosa Maiochi'”, Sheila Rezler Wosiacki'!

RESUMO

Objetivos desse estudo foram: instruir as boas praticas de manejo do rebanho leiteiro em
propriedades de agricultura familiar; avaliar a qualidade do leite por meio da CCS e
CBT, avaliar a producdo fenotipica de biofilme do leite cru bovino, identificar os grupos
bacterianos presentes nos rebanhos, avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana das
estirpes isoladas por meio da realizagdo de antibiograma, detectando cepas resistentes
de interesse em saude publica, utilizar os resultados obtidos para implantar melhorias
nas propriedades de agricultura familiar quanto ao correto diagndstico e tratamento das
infecgBes da glandula mamaria. Foram coletadas 422 amostras de leite individuais de
quatro propriedades de rebanhos leiteiros de agricultura familiar da regido do Arenito
Caiud, Noroeste do Parana. Frente a qualidade do leite, 38,86% de todas as amostras
coletadas durante o periodo de estudo apresentaram CCS acima de 500.000 células/mL,
e 56,25% das amostras dos tanques de expansdo apesentaram CBT acima dos limites
maximos estabelecidos pela IN 77. A producdo fenotipica de biofilme foi caracterizada
em 55,4% das amostras de leite cru bovino avaliadas. Foram isoladas cepas bacterianas
em 41,7% das amostras coletadas. Destas, 24,43% pertencentes ao grupo dos géneros

Enterococcus spp./Streptococcus spp., 62,5% ao género Staphylococcus spp., 12,5% ao

! Universidade Estadual de Maringd, Campus Fazenda, Departamento de Medicina Veterinaria,
Umuarama, Parana, Brasil. Email: rafaelarmaiochi@gmail.com. Autora para correspondéncia.
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grupo das Enterobactérias e 0,56% de BGN-NF. Das cepas bacterianas isoladas, 60,8%
apresentaram resisténcia fenotipica a pelo menos um dos antibidticos testados. Os
resultados mostram que processo de obtencdo do leite e a sanidade da glandula maméria
dos rebanhos leiteiros de agricultura familiar estudados ainda sdo insatisfatérios. Os
produtores necessitam de assisténcia técnica continua para buscar melhorias da
qualidade do produto e se adequar aos novos padrdes determinados pela normativa
vigente.

Palavras-chave: biofilme, mastite bovina, qualidade do leite, resisténcia antimicrobiana

SUMMARY

The concentration of somatic cells and bacteria determines the quality of the milk, these
are related to the health of the animals and herd management techniques. One of the
main causes of the decrease in milk quality is mastitis, which continues to be one of the
main health problems in the milk production chain. Chronic infections are associated
with bacterial growth in biofilm form, being directly related to the persistence of
bacteria in the mammary gland and resistance to antimicrobials. The objectives of this
study were: to instruct the good management practices of the dairy herd in family
farming properties; assess milk quality through CCS and CBT; evaluate the phenotypic
biofilm production of raw bovine milk; identify the bacterial groups present in the
herds; Evaluate the antimicrobial sensitivity profile of the isolated strains by performing
an antibiogram, detecting resistant strains of interest to public health; use the results
obtained to implement improvements in family farming properties regarding the correct
diagnosis and treatment of mammary gland infections. A total of 422 individual milk
samples were collected from four properties of family farming dairy herds in the region

of Arenito Caiua, Northwestern Parana. As for milk quality, 38.86% of all samples
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collected during the study period had CCS above 500,000 cells/mL, and 56.25% of the
expansion tank samples had CBT above the maximum limits established by IN 77. The
phenotypic production of biofilm was characterized in 55,4% of the raw bovine milk
samples evaluated. Bacterial strains were isolated in 41.7% of the collected samples. Of
these, 24.43% belonged to the Enterococcus spp. /Streptococcus spp. group, 62.5% to
the Staphylococcus spp., 12.5% to the Enterobacterial group, and 0.56% to BGN-NF.
Of the bacterial strains isolated, 60.8% showed phenotypic resistance to at least one of
the antibiotics tested. The results show that the process of obtaining milk and the health
of the mammary gland in the studied family farm dairy herds are still unsatisfactory.
Producers need continuous technical assistance to seek improvements in product quality
and adapt to the new standards determined by current regulations.

Keywords: antimicrobial resistance, biofilm, bovine mastitis, milk quality

INTRODUCAO

A bovinocultura leiteira é uma das atividades mais representativas da pecudria
brasileira. A partir de 2013, o pais passou a ser considerado o quarto maior produtor
mundial de leite, com uma producdo anual superior a 24 mil toneladas (FAO, 2013;
EMBRAPA, 2019).

De acordo com o ultimo Censo Agropecuério (2017), a agricultura familiar € a base
da economia de 90% dos municipios brasileiros com até 20 mil habitantes. Ao todo,
entre as mais de 5 milhGes de propriedades rurais de todo o Brasil, 77% (cerca de 3.9
milhdes) sdo estabelecimentos agricolas classificados como pertencentes a agricultura
familiar. O indice no estado do Parana é semelhante ao registrado em nivel nacional, a

agricultura familiar domina os estabelecimentos rurais, entre as mais de 305 mil
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propriedades do estado, quase 229 mil sdo de agricultores familiares, o que representa
75% do total.

A composi¢do quimica do leite torna-o um alimento altamente perecivel, com
caracteristicas intrinsecas ideais para o desenvolvimento de microrganismos, como
elevado valor nutricional, alta atividade de &gua e pH proximo a neutralidade. Segundo
Langoni et al. (2011), o leite € um meio propicio para o desenvolvimento de
microrganismos desejaveis e outros patogénicos sendo necessario cuidados higiénico-
sanitarios adequados desde a sua producao até o beneficiamento do produto. No entanto,
quando o animal apresenta um quadro clinico de infeccdo, pode ocorrer a contaminagéo
do leite pelo agente infeccioso, como o que ocorre nos animais acometidos por mastite.

Além da contaminacdo do leite pelo agente patogénico, a mastite bovina € uma
doenca onerosa que afeta a rentabilidade da industria do leite, devido a reducdo da
producdo de leite pelo animal acometido (VILLA-ARCILA et al., 2017), além de
aumentar a contagem de células somaticas e provocar danos nos tecidos secretores das
glandulas mamérias, ocasionados por micro-organismos presentes (FORSBACK et al.,
2009)

As concentracBes de células somaticas e de bactérias determinam a qualidade do
leite, portanto, cuidados no manejo do rebanho, sanidade dos animais, reducdo dos
indices de mastite, obtencdo higiénica do leite e armazenagem adequada exercem
importante impacto nas caracteristicas do produto final (MONTANHINI, 2018;
RUIZCORTES et al., 2012).

A mastite é considerada uma das principais causas para 0 uso de antibioticos em
bovinos leiteiros, sendo este um componente importante no controle da enfermidade
(KALIWAL et al., 2011). No entanto, 0 uso prudente e racional de antimicrobianos

deve ser respeitado, visto que a utilizacdo dessas substancias indiscriminadamente pode
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criar uma pressdo seletiva de espécies resistentes e alterar a ecologia bacteriana
(GUARDABASSI et al., 2010). Segundo (ASLANTAS; DEMIR, 2016) a resisténcia
aos antibioticos esta relacionada ao uso indiscriminado para o tratamento e prevencdo
da mastite em rebanhos leiteiros.

Os microrganismos possuem capacidade de adaptacdo ao estresse ambiental e
diversidade metabdlica. As bactérias possuem dois estagios de vida, sendo classificadas
como ceélulas plancténicas, aquelas que possuem vida livre, importantes para a
proliferacdo, propagacdo e as sesseis, conhecidas como biofilme, as quais possuem
caracteristicas de cronicidade (TRENTIN et al., 2013).

Biofilmes sdo descritos como aglomerages de células embebidas em matriz
heterogénea extracelular, que resultam em estruturas tridimensionais com caracteristicas
fisioldgicas especificas e dificultam a acdo dos macrofagos, além de aumentarem a
resisténcia a diversos antimicrobianos (MARQUES et al., 2013). Atualmente se discute
0 papel dos fatores de viruléncia de bactérias causadoras de mastite, como a producédo
de biofilme, na persisténcia e disseminacdo no hospedeiro, na expressao da doenca
grave e na interferéncia do tratamento com antimicrobianos (ISRAEL et al., 2018).

A agricultura familiar é de extrema importancia para o pais, seja pela quantidade de
agricultores envolvidos, como pela garantia da producdo de alimentos a populacdo
como um todo. Diante da importancia e heterogeneidade da pecuéria leiteira nacional,
além da crescente atencdo do mercado em relacdo a qualidade do leite, o diagndstico
das propriedades leiteiras se torna fundamental para identificar o perfil de producéo

adotado em diferentes regides do Brasil (REIS et al., 2020).

MATERIAL E METODOS
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Inicialmente, em parceria com a IDR Parana (antiga EMATER), foram selecionadas
quatro propriedades rurais caracterizadas como agricultura familiar, situadas na regido
do Arenito Caiua, Noroeste do Parana. As propriedades rurais possuiam a pecuaria
leiteira como atividade econbmica principal e faziam parte das propriedades
classificadas como modelo pelo IDR Parana.

Amostras de 50 mL de leite foram coletadas em frascos estéreis, apos as etapas de
higienizacdo do Ubere e pré-dipping dos tetos, de todos os animais em lactagdo das
quatro propriedades rurais selecionadas. Os animais variaram em cada més devido a
mudancas no estagio de producdo (lactacdo ou periodo seco).

As coletas foram realizadas mensalmente, durante o periodo compreendido entre
fevereiro a junho de 2019, totalizando 422 amostras, sendo 77 da propriedade 1 (P1),
122 da propriedade 2 (P2), 30 da propriedade 3 (P3) e 193 da propriedade 4 (P4).

No Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual de Maringd UEM -
Campus De Tecnologia de Umuarama - PR, as amostras foram submetidas
individualmente ao teste de CMT e de formacdo de coadgulo por fermentacdo. Para as
analises de CCS, CBT e composic¢do centesimal, as mesmas foram encaminhadas ao
Laboratério do Programa de Analise do Leite da Associacdo Paranaense de Criadores de
Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH), localizado em Curitiba, Parana.

As amostras foram coletadas conforme o manual de operagbes de campo da
APCBRH, e acondicionadas em recipientes de polietileno estéreis contendo
conservantes apropriados, o agente bacteriostatico azidiol para analise de CBT e o
bronopol, para analise de CCS. As amostras foram mantidas refrigeradas e
encaminhadas em caixa de isopor para o laboratdrio para a realizacdo das analises por

meio de equipamento automatico, cujo principio analitico baseia-se na citometria de
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fluxo, conforme descrito em ISO 13366-2/IDF 148-2, sendo os resultados expressos em
celulas/mL.

A partir dos resultados de CMT, formagéo de codgulo por fermentacéao, producgéo de
biofilme pelo leite cru e CCS foram selecionadas amostras com CCS > 200.000 CS/mL
de cada propriedade para anélise de identificacdo bacteriana e posterior teste de
sensibilidade aos antimicrobianos.

A producgdo fenotipica de biofilme das amostras avaliadas foi determinada pelo
cultivo bacteriano em Agar Vermelho Congo (CRA), segundo Freemann et al. (1989)
modificado, constituido de &gar nutriente (Himedia®) 28 g/L, sacarose (Synth®) 50 g/L
e corante Vermelho Congo (Synth®) 0,8 g/L.

Aliquotas de 10uL das amostras individuais de leite foram semeadas em placas
CRA, incubadas a temperatura de 37°C por 48 horas. A partir da producdo de colbnias
rugosas e pretas foram consideradas estirpes produtoras de biofilme, quando
acompanhadas pela mudanca da coloracdo do meio adjacente para preto, entretanto, as
colbnias lisas e vermelhas foram consideradas como ndo produtoras de biofilme
(FREEMANN et al., 1989). Para cada més foi considerado o porcentual de amostras
com formacéo de biofilme positiva em relacdo ao total de animais em lactagcdo das
propriedades individualmente.

De cada amostra foi realizado o estriamento de 10 uLL em placas de Petri contendo
Agar Nutriente para o isolamento da contaminagio bacteriana, sendo incubadas a
temperatura de 37°C por 48 horas. Das amostras de leite de animais que apresentaram
mastite clinica ou subclinica foram realizadas novas semeaduras das colonias isoladas
previamente em Agar Nutriente para identificacdo do grupo e realizacio do

antibiograma (CLSI, 2015).
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No laboratério de Microbiologia Animal do Campus Regional de Umuarama da
Universidade Estadual de Maringa (UEM), as amostras selecionadas foram semeadas
separadamente em &gar nutriente (Himedia®) e incubadas por 24 horas a 36°C. A
identificacdo do grupo bacteriano foi realizada por caracteristicas morfo-tintoriais sendo
realizado o esfregago de cada coldnia, corado pelo método de Gram e visualizado por
microscopia 6tica no aumento de 100x sob imerséo.

De acordo com as caracteristicas das colénias (cor, aspecto, tamanho e presenca de
hemolise) e observacdo por microscopia Optica apds a coloracdo de Gram, 0S cocos
Gram-positivos foram submetidos ao teste da catalase e os cocos Gram-negativos ao
teste da oxidase. Estirpes cocos Gram-positivos catalase positivos foram classificadas
como sendo do género Staphylococcus spp. e estirpes cocos Gram-positivos catalase
negativos, como Streptococcus spp. / Enterococcus spp. Estirpes cocos Gram-negativos
oxidase positivos foram classificadas como sendo do grupo de Bacilos Gram-negativos
nédo fermentadores (BGN-NF) e estirpes cocos Gram-positivos oxidase negativos, como
Enterobactérias. Dessa forma as amostras foram classificadas em quatro grupos,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. / Enterococcus spp., Enterobactérias e BGN-
NF.

A sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos foi avaliada pelo método de disco-
difusdo em &gar (BAUER et al., 1966), de acordo com as normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI). Os isolados foram classificados como
resistentes ou sensiveis aos antimicrobianos.

Os antimicrobianos testados variaram conforme o grupo bacteriano. Sendo eles e
suas respectivas concentracdes: ampicilina (10 pg), penicilina (10 Ul), tetraciclina (30
Mg), gentamicina (10 pg), ciprofloxacino e ceftriaxona para Enterococcus spp. e

Streptococcus spp.; Sulfazotrim (25 pg), cefoxitina (30 pg), penicilina G (10 Ul),
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tetraciclina (1 pg), gentamicina (10 pg), e ciprofloxacino para Staphylococcus spp.;
Ampicilina (10 pg), ceftriaxona, tetraciclina (30 pg), gentamicina (10 pg),
ciprofloxacino e sulfazotrim (25 pg) para Enterobactérias e gentamicina (10 pg),
ciprofloxacino e ceftriaxona para BGN-NF.

Os resultados de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos foram expressos em
sensivel ou resistente, sendo que os isolados que apresentaram sensibilidade
intermediéria foram considerados resistentes. A leitura dos halos de inibicdo de
crescimento foi realizada com a medi¢cdo do didmetro em milimetros e utilizada para
classificar a sensibilidade ou resisténcia dos isolados em relagéo aos antimicrobianos de
acordo com os critérios do CLSI (2015).

Ap0s obtencdo dos resultados, os médicos veterinarios da IDR Parana levavam as
informagdes até os produtores durante visitas mensais e discutiam e orientavam sobre as
boas préticas de manejo, com o objetivo de reduzir as contagens de CCS e CBT no
rebanho.

Os produtores foram instruidos para a melhor conducdo do tratamento, com
indicacdo da forma e tempo corretos de administracdo de medicamentos, sobre a
necessidade do descarte do leite durante o tratamento com antibi6ticos, a terapia da vaca
seca e a segregacdo ou até mesmo descarte de animais cronicamente infectados.

Também foram instruidos sobre o manejo correto dos animais para evitar a
contaminagdo do restante do rebanho, estabelecendo a sugestdo de uma linha de
ordenha onde a ordem seriam vacas de primeira lactacdo sadias, vacas de duas lactacdes
ou mais com CCS inferior a 200.000 células/mL™ ou teste de CMT negativo; animais
que apresentaram alta CCS ou teste de CMT positivo; e vacas com grumos no leite ou

em tratamento, das quais o leite deveria ser descartado.
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220 RESULTADOS E DISCUSSAO

221 Na Tabela 1 é possivel observar os numeros de amostras coletadas mensalmente em

222 cada propriedade e a quantidade de amostras que apresentaram valor de CCS maior que

223 0 estipulado pelas Instru¢cbes Normativas 76 e 77 (IN 76 e IN 77) do Ministério da

224  Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) de 2018.

225  Tabela 1. Relac&o entre 0 niimero de amostras coletadas e a CCS (cél.mL™), das quatro

226  propriedades de agricultura familiar da regido do Arenito Caiua avaliadas, no periodo de

227  fevereiro a junho de 2019

PROPRI FEVEREIRO MARCO ABRIL MAIO JUNHO
EDADE N1 N2 % NI N2 % NI N2 % NI N2 % NI N2 %

P1 20 9 45 20 12 60 10 6 60 12 7 58,3 15 8 53,3
P2 23 9 39,1 27 8 296 26 5 19,2 22 3 136 24 2 8,3
P3 9 6 66,6 5 2 40 7 3 42,8 2 2 100 7 6 85,7
P4 43 17 395 40 22 95 39 12 30,7 4 11 268 30 14 46,6

228 N1: numero total de animais; N2: numero de animais com CCS>500.000; P1:

229  propriedade 1; P2: Propriedade 2; P3: Propriedade 3; P4: Propriedade 4. Fonte:

230 MAIOCHI, 2021.

231 Analisando P1, durante todo o periodo, 42 amostras (54,54%) apresentaram

232 contagens maiores que 500.000 células/mL, limite maximo estabelecido pela IN 77

233 (2018) que passou a vigorar durante a realizacdo do estudo. J& para a P2, 27 amostras

234 (22,13%) apresentaram CCS acima dos parametros vigentes.

235 A P3 foi a que apresentou 0 menor nimero de animais durante o estudo, porém com

236 a maior porcentagem de animais com alta CCS, chegando a 63,33% (19 amostras

237  durante o periodo). Além disso, € relevante pontuar que esta foi a propriedade estudada

238  com menor tecnificacao.

239 Das 193 amostras coletadas da P4, 76 (39,38%) apresentaram alto valor de CCS,

240 sendo que os meses de maior prevaléncia foram fevereiro e margo, com 39,53% e

241  51,16%, respectivamente, de animais acima dos limites preconizados pela IN 77.

242 Na Tabela 2 séo apresentados os valores de CBT mensais para os resfriadores de

243 cada propriedade.

244
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Tabela 2. Valores de CBT (UFC.mL™) dos resfriadores das quatro propriedades de
agricultura familiar da regido do Arenito Caiua avaliadas, no periodo de fevereiro a
junho de 2019

PRODUTO FEVEREIR

R o MARCO ABRIL MAIO JUNHO
P1 - 15.000 3.916.000 2.452.000 1.030.000
P2 - 13.000.000  4.202.000 3.047.000 1.920.000
P3 - 90.000 32.000 23.000 9.000

P4 - 18.000.000  34.000 3.047.000 646.000

Fonte: MAIOCHI, 2021.

No més de fevereiro ndo foram encaminhadas ao laboratério terceirizado as
amostras dos resfriadores, porém realizou-se a inoculacdo das amostras utilizando a
técnica pour plate e os resultados obtidos estavam abaixo dos parametros definidos
pelas INs 76 e 77.

De acordo com as IN 76 e 77, os valores maximos para CBT sdo de 900.000
UFC/mL. E possivel observar na tabela acima que a P2 apresentou todos os resultados
mensais fora do padrao estabelecido pela legislacao.

Como a CBT € uma medida direta de contaminacdo do leite, alguns fatores
relacionados ao animal também atuam de forma importante e podem explicar por que
um produtor pode ser capaz de controlar a CBT e ndo a CCS (BOZO et al., 2013). Este
fator pode ser verificado em avaliacdo da P3, sendo a propriedade que apresentou as
taxas de CBT mais baixas em todos os meses de estudo, todavia com a maior
porcentagem de animais com alta CCS, chegando a 63,33% (19 amostras durante o
periodo).

Segundo Xavier et al (2018) a qualidade do leite € influenciada pelo grau de
tecnologia utilizada em sua producédo, portanto o leite cru produzido por agricultores
familiares brasileiros de pequeno porte, que possuem pouca tecnificagdo, podem

apresentar uma qualidade microbiologica ndo satisfatéria, o que corrobora com 0s
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269  resultados encontrados neste estudo, tanto frente aos resultados de CCS quanto de CBT.

270  Verificou-se que das quatro propriedades avaliadas, apenas uma apresentou resultados

271  de CBT do tanque de expanséo de todos os meses de acordo com os valores maximos

272 estipulados pelas IN 76 e 77. No entanto, a P2 apresentou todos os resultados mensais

273  fora do padrédo estabelecido pela legislacdo. Esse é um grande problema para atividade

274  leiteira, que deveria produzir leite com melhor qualidade microbiol6gica para oferecer

275 um maior rendimento industrial.

276 Quanto a capacidade de formacdo de biofilme, apds avaliacdo visual das placas

277  contendo a semeadura das amostras de leite, aquelas que apresentaram producdo de

278  colbnias rugosas e pretas foram consideradas produtoras de biofilme quando

279  acompanhadas pela mudanca da coloragdo do meio adjacente para preto, entretanto, as

280  colbnias lisas e vermelhas foram consideradas como ndo produtoras de biofilme

281 (FREEMANN et al., 1989). A Tabela 3 mostra as porcentagens mensais de amostras

282  fenotipicamente produtoras de biofilme de fevereiro a maio.

283  Tabela 3. Porcentagem de amostras fenotipicamente produtoras de biofilme
PROPRIEDADE EIEVER(I)E/OIRO &AARQCO)/O ,:I\BRIL - lI:I/IAIO -
P1 20 85% 20 70% 10 100% 12 58,3%
P2 23 65,2% 27 37% 26 57,7% 22 63,6%
P3 9 66,7% 5 80% 7 85,7% 6 83,3%
P4 43 62,8% 40 32,5% 39 41% 43 37,2%

284  Fonte: MAIOCHI, 2021

285 A producdo fenotipica de biofilme em CRA ¢ interpretada pela alteracdo da

286  coloracdo do meio, considerando-se positivas as amostras que apresentaram alteracdo da

287  coloracdo do meio e negativas as que ndo apresentaram alteracao.

288 Considerando todo o periodo avaliado, a P1 apresentou 77,4% das amostras

289  produtoras de biofilme, a P2 55%, a P3 77,8% das amostras e a P4 37,2%.

290 Pela detec¢do fenotipica da capacidade de produgéo de biofilme, considerando todas

291  as propriedades e o periodo total deste estudo, encontrou-se que 55,4% das estirpes
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292  isoladas foram produtoras de biofilme. Entretanto, essa incidéncia foi menor que

293  detectada no estudo de Darwish et al. (2013) onde 70,4% dos isolados de leite bovino

294  foram produtores de biofilme em CRA, e por Melo (2011) que detectou pelo CRA que

295  79,4% das estirpes foram produtoras de biofilme dos 316 isolados de leite bovino.

296 Foi verificada presenca de microrganismos fenotipicamente produtores de biofilme

297 nas amostras de leite analisadas em todas as propriedades e em todo o periodo de

298  estudo, implicando em risco de contaminacdo por esses microrganismos em toda a

299  cadeia produtiva do leite e seus derivados.

300 Na tabela 5 estdo apresentados os isolados por grupo bacteriano das amostras de

301 leite de mastite clinica e subclinica das quatro propriedades de agricultura familiar

302  durante todo o periodo avaliado.

303 Tabela 5. Amostras de leite de mastite clinica e subclinica analisadas e classificadas em

304  grupos bacterianos, das quatro propriedades de agricultura familiar em todo o periodo

305 avaliado.

Grupos Bacterianos P P2 P3 P4
P % n % n % N %

Enterococcus spp./ 20 3846 3 1034 0 0 20 23,8
Streptococcus spp.
Staphylococcus spp. 29 55,77 16 55,77 10 91 55 65,48
Enterobactérias 3 5,77 9 31 1 9 9 10,7
BGN-NF 0 0 1 3,45 0 0 0 0
Total de isolados 52 100 29 100 11 100 84 100

306 n = numero de cepas isoladas por grupo bacteriano de cada propriedade. Fonte:

307 MAIOCHI, 2021.

308 Em todo o periodo avaliado, foram isoladas cepas bacterianas em 67,5% das

309 amostras coletadas da propriedade 1 (P1), em 23,77% das amostras coletadas da

310 propriedade 2 (P2), em 36,67% da propriedade 3 (P3) e em 43,52% da propriedade 4

311 (P4).
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312 Dentre os grupos bacterianos, o género Staphylococcus spp. foi o de maior

313  incidéncia em todas as propriedades, sendo que chegou a 65,48% dos isolados da P4,

314  maior nimero observado no estudo. Em seguida, o grupo de Enterococcus spp. e

315  Streptococcus spp. também apresentaram incidéncia elevada, dessa vez chegando a

316  38,46% dos isolados da P1.

317 Na tabela 6, observa-se a distribui¢do, por grupos e por propriedades, dos isolados

318  resistentes aos antimicrobianos pelo teste de disco-difusao.

319 Tabela 6. Resisténcia por disco-difusdo das estirpes isoladas das 4 propriedades de
320 agricultura familiar da regido do Arenito Caiud, em todo o periodo de avaliacao.

Pl P2 P3 P4

Grupo bacteriano Antimicrobiano nR % nR % nR % nR %
Ampicilina 0 0 0 0 0 0 0 0

Penicilina 0 0 1 33,33 0 0 0 0

Enterococcus spp. Gentamicina 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptococcus spp. Tetraciclina 10 50 2 66,66 0 0 0 0
Ceftriaxona 0 0 1 33,33 0 0 0 0

Ciprofloxacino 0 0 2 66,66 0 0 1 5
Penicilina 20 68,96 9 56,25 7 70 21 38,18
Gentamicina 1 3,45 3 18,75 0 0 2 3,64

Staphylococcus spp Tetracicli_na 8 27,6 5 31,25 1 10 11 20
' Sulfazotrim 4 13,8 6 37,5 0 0 6 10,9

Ciprofloxacino 4 13,8 7 43,75 3 30 11 20
Cefoxitina 4 13,8 1 6,25 0 0 8 14,54
Ampicilina 3 100 7 77,77 1 100 3 33,33
Tetraciclina 3 100 4 44,44 1 100 1 11,11
Enterobactérias Ceftriax_or_la 3 100 6 66,66 1 100 4 44,44
Gentamicina 0 0 1 11,11 0 0 2 22,22
Ciprofloxacino 1 33,33 3 33,33 1 100 2 22,22

Sulfazotrim 3 100 2 22,22 1 100 0 0

Gentamicina 0 0 0 0 0 0 0 0

BGN-NF Ciprofloxacino 0 0 0 0 0 0 0 0
Ceftriaxona 0 0 1 100 0 0 0 0

321 Fonte: MAIOCHI, 2021.
322 NR = Numero de resistentes; P1 = propriedade 1; P2 = propriedade 2; P3 =

323 propriedade 3; P4 = propriedade 4; BGN-NF = Bactérias Gram Negativas N&o-

324  Fermentadoras.
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Verificou-se resisténcia das estirpes a mais de um principio ativo, sendo que a maior
resisténcia ocorreu frente as penicilinas dos isolados do género Staphylococcus spp. em
todas as propriedades avaliadas. Todavia, em 69 amostras observou-se a sensibilidade a
todos os antimicrobianos testados e nenhuma das amostras foi resistente a todos as
classes de antimicrobianos.

Em relacéo a resisténcia por grupos bacterianos da P1, das 20 amostras isoladas de
Enterococcus spp. / Streptococcus spp., 50% se apresentaram resistentes a pelo menos
um dos antibidticos testados. Enquanto que, dos 29 isolados de Staphylococcus spp.
82,75% foram resistentes a, pelo menos, um antimicrobiano. Todas as trés amostras
isoladas de Enterobactérias foram resistentes.

Na P2 observou-se resisténcia bacteriana a no minimo um antibidtico em todos os 3
isolados de Enterococcus spp. / Streptococcus spp., em 75% dos 16 isolados de
Staphylococcus spp., em 77,77% dos 9 isolados de Enterobactérias e no Unico isolado
de BGN-NF.

Para a P3 foram observadas resisténcias em 70% das 10 amostras de Staphylococcus
spp. € no Unico isolado de Enterobactéria.

Quanto as resisténcias avaliadas em P4, no grupo de Enterococcus spp. /
Streptococcus spp., apenas 1 das 20 amostras apresentou resisténcia, enquanto que para
0 grupo de Staphylococcus spp. e Enterobactérias, as taxas de resisténcia a pelo menos
um antimicrobiano foi de 60% e 55,55%, respectivamente.

Do total de 422 amostras de leite, de todo o periodo e de todas as propriedades,
analisadas apos cultivo e identificagdo microbiologica, foram isolados 176 cepas das

quais 107 (60,8%) foram resistentes a pelo menos um antibiotico testado.
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Dentre os isolados de Streptococcus spp. / Enterococcus spp. da Pl, 50%
apresentaram resisténcia a tetraciclina. Esta baixa susceptibilidade ao microbiano
também foram observados nos isolados do mesmo grupo da P2.

Pode-se observar que os isolados do grupo de Enterobactérias das quatro
propriedades apresentaram baixa suscetibilidade aos antimicrobianos testados.

Segundo Bardiau et al. (2016), dentre os agentes responsaveis pela mastite,
destacam-se bactérias do género Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Mota et al.
(2012) isolaram 39,3% de bactérias do género Staphylococcus em 1080 amostras de
leite bovino. No presente estudo, o género Staphylococcus spp. foi 0 mais isolado em
todas as propriedades em todos os meses, sendo 55,77% das amostras isoladas da P1 e
P2, chegando a 91% dos isolados da P3 e 65,48% da P4.

Segundo Aslantas et al. (2016), das 112 amostras de Staphylococcus aureus
isoladas, a maior resisténcia no teste de disco-difuséo foi frente a penicilina 45,5%. Bal
et al. (2010), determinaram em seu estudo que a maior resisténcia dos Staphylococcus
spp. coagulase negativo, testados pelo método de disco-difusdo, foi a penicilina com
(58%) das 69 amostras isoladas. Os valores apresentados por Aslantas et al., (2016) e
Bal et al., (2010) corroboram nossas observacdes nos isolados do género
Staphylococcus spp. de todas as propriedades avaliadas no presente estudo.

Por outro lado, De Jong et al. (2018), analisando amostras de mastite clinica de nove
paises europeus, observaram que apenas 25% dos S. aureus foram resistentes a
penicilina. Essa diferenca sugere que a suscetibilidade dos estafilococos a penicilina
varia de acordo com o pais ou regiao.

As variacbes nos niveis de sensibilidade podem ser explicadas pelo uso
indiscriminado da penicilina na medicina veterinaria, possibilitando a selecdo de cepas

resistentes e a producdo de fB-lactamases em cepas de Staphyloccoccus spp. Segundo
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Ardic et al. (2005), como consequéncia do uso indiscriminado de antimicrobianos, ha
um aumento elevado no grau de resisténcia as classes de antimicrobianos.
CONCLUSAO

Os resultados indicam que o processo de obtencgéo do leite e a sanidade da glandula
mamaria dos rebanhos leiteiros de agricultura familiar da regido do Arenito Caiua
estudados ainda sdo insatisfatérios. Os produtores necessitam de assisténcia técnica
continua para buscar melhorias da qualidade do produto e se adequar aos novos padroes
determinados pela normativa vigente.

Outros estudos deverdo ser realizados para a detec¢do genotipica da producdo de
biofilmes de propriedades de agricultura familiar e deteccdo genotipica de resisténcia
frente aos antimicrobianos mais utilizados na pecuaria leiteira da regido.

Atividades extensionistas devem ser realizadas voltadas a conscientizacdo das boas
préaticas de manejo, controle da mastite subclinica e uso racional de antimicrobianos no
rebanho leiteiro.

As parcerias firmadas com a IDR Parana e a APCBRH foram fundamentais na
consolidacdo dos objetivos tracados para a execucdo da pesquisa, de forma integradora
e colaborativa para a execucao das coletas e analises propostas. Foi possivel constatar a
importancia do respaldo de analises de CCS, CBT e antibiograma para uma agao mais
efetiva junto as propriedades rurais, em relacdo a mastite bovina.
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