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ISOLAMENTO DE Candida spp EM LEITE PROVENIENTE DE BOVINOS COM

MASTITE EM 4 ESTADOS BRASILEIROS

RESUMO - A mastite representa um dos mais sérios problemas
existentes nas fazendas de leite. Os objetivos deste estudo foram identificar leveduras
envolvidas nos casos de mastite bovina; avaliar a sensibilidade in vitro de cepas de
Candida spp. frente a quatro desinfetantes utilizados no pré e pés-dipping e avaliar a
resisténcia destas leveduras frente a pasteurizacdo e fervura. Cinquenta e cinco
amostras (12,8%) foram positivas para o género Candida. As espécies mais isoladas
foram C. krusei (34,6%), C. parapsilosis (25,4%), C. tropicalis (18,2%) e C. albicans
(12,8%). As drogas utilizadas foram clorexidina (2,0%), iodo (0,8%), iodo glicerinado
(0,8%) e hipoclorito de sédio (1,0%) em 4 intervalos especificos de tratamento (15", 30",
60" e 300"). Cem por cento das cepas de Candida foram sensiveis a clorexidina nos
tempos de 30", 60" e 300", ao iodo glicerinado em 60" e 300", ao hipoclorito de sodio
em 60" e 300" e ao iodo apenas em 300". Em relacdo aos tratamentos térmicos, a
pasteurizacdo rapida foi o procedimento no qual houve maior indice de resisténcia
(64,44%) por parte das estirpes de leveduras. A mastite provocada por fungos esta se
tornando um problema crescente devido ao aumento da participacdo deste
microrganismo no desenvolvimento de mastite em bovinos. Além disso, resisténcia
apresentada ao tratamento térmico pelas cepas de Candida representa um problema
para o consumo de leite, significando um risco para a saude publica. Uma conclusao
adicional é a importancia da realizagdo periddica de avaliacbes de sensibilidade dos
microrganismos aos desinfetantes utilizados, de forma a garantir a efichcia da
desinfec¢éo dos tetos.

PALAVRAS-CHAVE: Candida, desinfetante, levedura, mastite, pasteurizagéo
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ISOLATION OF Candida spp. IN MILK FROM CATTLE WITH MASTITIS IN FOUR

BRAZILIAN STATES.

SUMMARY — Mastitisis one of the most serious problems in dairy
farms. The objectives of this study were to identify yeasts involved in cases of bovine
mastitis; evaluate the in vitro susceptibility of strains of Candida spp. Against four
disinfectants used in the pre and post-dipping and evaluate the resistance of these
strains before pasteurization and boiling. Fifty-five samples (12,8%) were positive for
Candida. The most isolated species were C. krusei (34,6%), C. parapsilosis (25,4%), C.
tropicalis (18,2%) and C. albicans (12,8%). As active drugs were used chlorhexidine
(2,0%), iodine (0,8%), glycerin iodine (0,8%) and sodium hypochlorite (1,0%) at specific
intervals of four treatment (15", 30", 60" and 300"). One hundred percent of Candida
was found to be sensible to chlorhexidine at 30", 60", and 300", to iodine glycerin at 60"
and 300", to sodium hypochlorite at 60", and 300", to iodine only at 300". In relation to
thermal treatments, pasteurization was the quick procedure in which there was a higher
resistance index (64,44%) by yeast strains. Moreover, t he resistance of Candida spp.
strains after thermal treatment presents a problem for milk consumption what represents
a potential risk for public health. A further conclusion was that it is important to
undertake a periodic evaluation of the sensibility of microorganisms to the disinfectants

commonly used, to guarantee the efficacy of the process of teat disinfecting.

KEYWORDS: Candida, disinfectant, yeast, mastitis, pasteurization



l. INTRODUCAO

Mastite & o processo inflamatério da glandula mamaria, é contagiosa e de faclil
disseminacao, provocada por uma variedade de bactérias patogénicas, fungos, algas e
protozoarios. Sob o ponto de vista econdmico, € a mais importante enfermidade do
gado leiteiro, apresentando alta prevaléncia em todo o mundo. E uma doenca
multifatorial, sendo, portanto de dificil controle.

Esta enfermidade apresenta outras nomenclaturas, como infeccdo da glandula
mamaria ou mamite. A mastite de origem infecciosa ocorre em cerca de 90 a 95% dos
casos, podendo ser causada por um ou mais microrganismos. JA& a de origem
traumatica ocorre em cerca de 5 a 10% dos casos.

A mastite infecciosa inicia-se a partir da invasdo do agente infeccioso pelo canal
do teto, podendo tomar todo o Ubere, e em casos mais graves pode levar a uma
infeccao sistémica, causando septicemia.

A mastite pode ser classificada como mastite clinica ou subclinica. A forma
clinica apresenta alteragdes, tanto dos uberes quanto d,o leite, e s&o visiveis a olho nu.
No Ubere os sinais sdo dor, edema, aumento de temperatura, entre outros sintomas. O
leite pode apresentar grumos e dependendo do grau da infecgdo, este pode se
caracterizar como uma secrecao aquosa.

Mastite subclinica € a mais comum em propriedades leiteiras e de maior
preocupacéo, pois, pode acometer grande parte do rebanho sem que seja percebida,
uma vez que nao apresenta sinais sistémicos aparentes, como na mastite clinica, mas
podem ocorrer alteracdes fisicas, quimicas e microbiolégicas no leite, que séo
detectadas por testes especificos, como o teste da caneca telada com fundo preto e o
CMT (California Mastitis Test); complementados com outros realizados em laboratdrios:
CCS (Contagem de Células Sométicas), White Side Test e exame microbioldgico. Esta
forma de mastite é responsavel por grandes perdas na producéo leiteira e na qualidade

do leite.



Algumas precaucdes antes, durante e ap0s a ordenha séo requeridas para que
ocorra a manutencao da qualidade do leite, uma vez que este € muito perecivel e pode
servir como meio de cultura para inGmeros microrganismos.

Um destes microrganismos que merecem destaque sdo as leveduras, que
desempenham importante papel na industria de produtos lacteos como a fermentacéao,
mas que atuam também como patdégenos oportunistas. Dentre as leveduras isoladas de
leite proveniente de vacas acometidas com mastite, as mais frequentes sdo as do
género Candida spp. Elas podem estar presentes no leite provenientes de
medicamentos contaminados para mastite, diluentes de antibioticos, oriundos da agua
de lavagem dos equipamentos de ordenha, silagem ou ainda, das méos do ordenhador.

Desta forma, uma das medidas a serem adotadas € a higienizacdo dos tetos (pré
e pos-dipping) com antissépticos eficazes e na concentracdo adequada. Este
procedimento é de grande importancia para reducdo do namero de microrganismos
patogénicos no leite e melhoria das suas condi¢fes higiénicas, além de serem eficazes
na prevencao da mastite bovina.

A manutencédo da qualidade do leite apés a ordenha requer algumas precaucdes
tendo em vista que sua composi¢cao quimica favorece o crescimento de varias espécies
de leveduras e inimeros outros microrganismos. Desta forma, a legislagdo brasileira
determina que todo leite produzido deva ser submetido a um processo térmico antes da
sua comercializagdo, com a finalidade de destruir a microbiota patogénica presente. No
entanto, € comum observarmos nas cidades do interior ou entdo, nas periferias das
grandes cidades a ingestdo de produtos adquiridos diretamente do produtor, sem
inspecdo sanitdria. Assim sendo, devemos nos atentar para a presenca de
microrganismos nestes alimentos, principalmente no leite cru, o que pode representar
potencial risco a saude humana. Vale ressaltar, que pouco se conhece sobre a
importancia da presenca de fungos no leite sob o ponto de vista de saude publica, bem
como sua resisténcia a pasteurizacao e fervura, tratamentos térmicos permitido pela

legislacéo brasileira e o outro amplamente utilizado pela populagéo, respectivamente.



Il. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Mastite bovina

A mastite € uma reacéo inflamatéria da glandula maméaria acompanhado da reducéo
de secrecéo de leite e mudanca de permeabilidade da membrana que separa o leite do
sangue (MACHADO et al., 1998). Na falha do sistema imunolégico, inicialmente os
microrganismos se instalam nos ductos e nas cisternas e posteriormente progridem
para pequenos ductos e alvéolos das por¢cdes mais baixas do Ubere, onde se
multiplicam, provocando edema e destruicdo das células secretoras (RAINARD &
RIOLLET, 2006). Na patogenia dessa doenca, o organismo do animal responde com o
envio de leucdcitos para o local, o que eleva a contagem CCS e afeta a composi¢ao do
leite (PAULA et al., 2004; LOPES et al., 2007). E uma doenga contagiosa e de facil
disseminacado, provocada por uma variedade de bactérias patogénicas, fungos, algas,
protozoarios, ja tendo sido descritos mais de 140 microrganismos no complexo
etiologico das mastites (PHILPOT & NICKERSON, 2002). Além dos microrganismos,
podem estar envolvidos agentes quimicos, fisicos, traumas mecanicos e problemas
metabolicos. E uma enfermidade complexa que estd vinculada & complexa triade:
animal (hospedeiro), ao agente etioldgico e/ou ao meio ambiente, fazendo desta uma
enfermidade multifatorial, o que reforca a complexidade etiolégica desta afeccdo,
dificultando em algumas situacbes o seu tratamento e controle (HURLEY & MORIN,
2001).

Sob o ponto de vista econémico, a mastite é reconhecida como a principal
enfermidade em animais de exploracéo leiteira, apresentando alta prevaléncia em todo
o mundo devido a reducdo na producdo e na qualidade do leite, gastos com
tratamentos e honorarios veterinarios, ao descarte prematuro e a morte ocasional de
animais, assim como ao potencial zoonoético dos agentes causais (SANTOS &
FONSECA, 2007; TOZZETTI et al., 2008; SPANAMBERG, et al., 2009).



As alteracbes manifestadas no Ubere sdo bastante variaveis e dependem
principalmente dos agentes envolvidos e da resisténcia individual de cada animal,
(HARMON, 1994; MACHADO et al., 2000; RIBEIRO et al., 2003).

Figural. Ubere de uma vaca em lactacdo
apresentando mastite clinica — sinais de
inchago e vermelhiddo em um dos quartos.

2.1.1. Formas de apresentacéo e classificacdo das mastites

A mastite é classificada quanto a forma de apresentacdo em clinica e subclinica
e quanto a forma de transmissdo, em contagiosa e ambiental (MENDONCA et al.,
1999).

A forma clinica é de facil diagnéstico, pois 0s sinais clinicos podem ser visiveis a

olho nu. Apresenta sinais clinicos como anorexia, depressao, febre e sinais locais como



formagcdo de edema no Ubere, hiperemia, endurecimento das glandulas afetadas,
aquecimento do teto, presenca de grumos, flamentos e reacdo ao toque em razéo da
dor. AlteragBes na secrecdo mamaria também podem ser observadas; o leite pode
apresentar aspecto purulento e conter sangue, que se torna mais agquoso e sofre
descoloracéo com o progresso da infeccao (SARAN, 1986; NASCIF JR., 2001). Pode
conter ainda grumos finos, graidos ou cremosos, podendo ou ndo apresentar cheiro
anormal (ROSEMBERG, 1993).

A mastite subclinica apresenta maior importancia epidemioldgica, pois pode se
propagar silenciosamente pelo rebanho sem que sejam percebidas alteracbes
macroscopicas na inspecao do ubere ou do leite, ocasionando prejuizos pela frequéncia
e persisténcia do processo (BARBALHO & MOTA, 2001). E caracterizada por alterar a
composicao do leite, tais como aumento na CCS, aumento nos teores de ions cloro,
sédio e proteinas séricas, diminuicdo nos teores de caseina, lactose e gordura do leite
0 que limita a exploragdo econdmica da raca leiteira (GIANOLA et al., 2004), fazendo
com que haja menor rendimento na producdo de seus derivados, além de diminuir o
tempo de prateleira do produto (BRADLEY, 2002). Para seu diagnostico, faz-se
necessario a realizacdo de exames auxiliares, como o California Mastitis Test (CMT), o
Wisconsin Mastitis Test (WMT) e imunodifusdo radial (FONSECA e SANTOS, 2000;
FUNAYAMA et al. 2006, DIAS, 2007). Além disso, podem ser realizados exames
complementares em laboratérios especializados, como cultura e isolamento dos
agentes etiologicos e o antibiograma, para a implantacdo de estratégias de controle,
profilaxia e tratamento direcionado (ALVARES, 2005).

Quanto a forma da transmissdo, a mastite contagiosa € causada por patégenos
cujo habitat preferencial é o interior da glandula mamaria e a superficie da pele dos
tetos (exemplo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativo,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Corynebacteurim bovis). O
principal momento de transmisséo ocorre durante a ordenha em que 0s microrganismos
sao transmitidos de uma glandula infectada para outra sadia. Esse tipo de mastite se

caracteriza por apresentar baixa incidéncia de casos clinicos e alta incidéncia de casos



subclinicos, normalmente de longa duracdo ou cronicos e por apresentar alta CCS
(BUENO et al., 2003; FREITAS et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008).

A mastite ambiental é causada por microrganismos oportunistas que vivem tanto
na agua de beber, quanto na utilizada na limpeza dos animais. Vivem também na
silagem, mas principalmente no ambiente de ordenha ou do curral com excesso de
matéria orgéanica, dejetos e umidade (SANTOS & FONSECA, 2007; FREITAS et al.,
2005; RIBEIRO et al., 2008). A microbiota € diversificada compreendendo: Escherichia
coli, Klebsiella pneumonia, K. oxytoca, Enterobacter aerogenes, espécies de
Citrobacter, Serratia e Proteus, Streptococcus uberis, S. faecalis, S. faecium e outros
Streptococcus, Pseudomonas aruginosa, Actinomicetales (Arcanobacterium pyogenes,
Nocardia asteroides e N. brasiliensis), leveduras (principalmente do género Candida),
fungos micelianos e algas como a Prototheca zopfi (COSTA et al.,, 2000; REBHUN,
2000; SILVA, 2003).

A mastite ambiental apresenta alta incidéncia de casos clinicos, geralmente

agudos podendo ocorrer antes, mas principalmente, apés o parto (SILVA, 2003).

2.1.2. Mastite causada por Candida spp.

Atualmente, o estudo das micoses nos animais e no homem adquire uma
importancia cada vez maior devido ao fato de que muitas espécies de leveduras, fungos
leveduriformes e filamentosos, anteriormente consideradas n&o-patogénicos, tem
atuado como agentes oportunistas, causando enfermidades nos hospedeiros
(SPANAMBERG et al., 2004; RUZ-PEREZ et al., 2004).

Entre os agentes considerados ambientais, leveduras tém sido relacionadas
como patdégenos emergentes em funcdo das mudancas verificadas nos sistemas de
producdo de leite e nos programas de controle da mastite bovina, na ultima década.
Diversas espécies dos géneros Cryptococcus, Rhodotorula, Trichosporon e Candida
tém sido isoladas de leite obtido de animais acometidos pela mastite, sendo geralmente
0 género Candida a mais frequente (KRUKOWSKI et al., 2000; SANTOS & MARIN,
2005).



O termo levedura é aplicado aos fungos que se reproduzem principalmente por
brotamento, raramente formam micélio rudimentar e nunca o micélio bem desenvolvido
(LACAZ et al., 1998, RAVEN et al., 2001).

As coldnias de leveduras sdo geralmente de consisténcia cremosa, brilhantes ou
opacas, de cor branca a creme, mas podem apresentar coloracdo do marfim ao
vermelho (JAY, 2005).

As leveduras do género Candida possuem distribuicdo universal, podendo ser
encontradas nos homens ou nos animais, como comensais ou patogénicas, no solo, na
agua, nos vegetais, nos alimentos e em diversos ambientes, como 0s hospitais
(BARNET et al., 1983; LACAZ et al., 1991; MAFFEI, 1996). Vivem frequentemente em
saprobiose, mas em circunstancias propicias podem desenvolver seu poder patogénico
(WAWRON & SZCZUBIAL, 2001).

A mastite micotica ocorre sob a forma de surtos localizados (CHAHOTA et al.,
2001) principalmente apdés tratamento com antimicrobianos (CRAWSHAW et al., 2005)
e sao classificadas como primaria ou secundaria. A mastite primaria ocorre
espontaneamente, ndo é precedida por infeccdo bacteriana e/ou de tratamento com
antimicrobianos, e € mais diagnosticada durante as primeiras semanas de lactacdo. Ja
a mastite micotica secundaria, forma clinica mais encontrada, se desenvolve apés a
administracdo de antimicrobiano intramamario para tratamento ou prevencao de casos
de mastite bacteriana.

Vérios aspectos influenciam o aparecimento de mastite micética, entre eles o
mau funcionamento do sistema de ordenha, o0 manejo inadequado da ordenha, a falta
de higiene das instalagbes e dos equipamentos, além do uso prolongado de terapia
antimicrobiana por via intramamaria (RUZ-PEREZ et al., 2004; YAMAMURA et al.,
2007; BAUMGARTNER et al., 2008). Desta forma, leveduras sdo microrganismos
isolados facilmente a partir do epitélio de tetos dos animais, equipamentos e do
ambiente da sala de ordenha (KELLER et al., 2000; SANTOS & MARIN, 2005).

Dentre os aspectos mencionados acima, o uso de antimicrobianos por um
periodo prolongado € apontado como o principal fator que favorece a ocorréncia de

mastite micética, por afetar a microbiota que atua, quando em equilibrio, como defesa



natural do animal. Por exemplo, as leveduras do género Candida podem utilizar a
penicilina e a tetraciclina como fontes de nitrogénio (LOFTSGARD & LINDQUIST,
1960), fato que enfatiza a relevancia da implementagéo de um adequado manejo para
prevenir a infeccdo. Existe também a possibilidade das solu¢des antimicrobianas
estarem contaminadas com fungos, os quais podem ser inoculados e provocar mastite
(THOMPSON et al., 1978; JENSEN et al., 1996).

Os dados disponiveis na literatura sobre a frequéncia de infec¢des intramamarias
(IIM) provocadas por leveduras apresentam grandes varia¢des, encontrando-se indices
variaveis entre 0,1% e 17,3%, sendo também muito variaveis as taxas de infec¢des
mistas envolvendo estes agentes, em alguns casos com valores superiores a 50%
(FARNSWORTH & SORENSEN, 1972; COSTA et al., 1993; AALBAEK et al., 1994,
WILSON et al., 1997; MORETTI et al., 1998; SANTOS & MARIN, 2005).

No Brasil, no Estado de S&o Paulo, o isolamento de C. albicans ocorreu em 8,9%
de 260 amostras leite de vacas com mastite (SANTOS & MARIN, 2005). Ainda em Sao
Paulo, COSTA et al. (1993) observaram que 10% das 2.078 amostras de leite de
guartos normais e de quartos infectados, correspondiam a leveduras, sendo 3,2%
pertencentes ao género Candida.

No Rio Grande do Sul, FERREIRO et al. (1985) detectaram, em 896 amostras de
leite mamitico, a presenca de Candida spp. em 1,3% da amostragem, das quais 0,9%
eram Candida albicans.

No exterior também encontramos relatos sobre a ocorréncia de mastite micotica,
como pode ser observado nos seguintes estudos. Nos Estados Unidos, RICHARD et al.
(1980) cultivaram 91 isolados do leite de animais com mastite clinica e subclinica, com
predominancia do género Candida (78%), principalmente C. tropicalis e C. rugosa. Na
Dinamarca, a partir de 2.896 amostras, AALBAEK et al. (1994) obtiveram 45 isolados,
entre os quais Candida kefir, C. krusei, C. catenulata, C. rugosa, C. tropicalis, C. valida
e Geotrichum capitatum, além da alga Prototheca zopfii. Na Polénia, KRUKOWSKI et al.
(2000) isolaram diversas espécies de Candida, Rhodotorula e Trichosporon no leite

coletado de 172 vacas com mastite clinica e subclinica. No Canada, SHEENA (1995)



descreveu um caso de mastite clinica, provocada por C. Krusei, que levou a eliminacao
do animal, devido a disseminac¢éo da doenca.

Apesar do aumento no numero de antifingicos comercialmente disponiveis nos
ultimos anos para o tratamento de diversas micoses humanas e animais, Sdo raros 0s
farmacos disponibilizados em veiculo adequado para o tratamento da mastite micotica,
principalmente quando comparados aos medicamentos antimicrobianos usualmente
empregados para combater a doenca de origem bacteriana (SPANAMBERG et al.,
2009).

A literatura registra poucos dados especificos sobre tratamento contra mastite
fungica, mas alguns autores citam a nistatina, a natamicina, o fluconazol e o0 miconazol
em solugcdo aquosa para o tratamento intramamario em vacas com mastite por Candida
spp. (NOBRE et al.,, 2002; KRUKOWSKI & SABA, 2003). No entanto, LASSA &
MALINOWSKY (2007) avaliaram a susceptibilidade antifangica de 319 leveduras
isoladas do leite de animais com mastite e demostraram que mais de 75% dos isolados
apresentou resisténcia a Anfotericina-B, 66% ao Fluconazole, 40% ao Primaricin e ao

Iltraconazole.

2.2. Definicdo de desinfeccéo e de antissepsia

Desinfeccdo é o termo genérico normalmente empregado para designar o
processo no qual se utiliza um desinfetante para controlar ou eliminar microrganismos
patogénicos presentes fora do organismo animal (FONSECA, 1998).

A antissepsia também é um tipo de desinfec¢éo, porém aplicado a tecidos vivos,
como pele, mucosa ou ferimentos. Para tanto, utiliza-se antissépticos que nada mais
sdo do que desinfetantes quimicos, porém menos toxicos ou mais diluidos do que
agueles empregados em objetos inanimados (BLOCK, 1991; FONSECA, 1998). O
aumento da concentracdo de um antisséptico pode, além de destruir as células
bacterianas, causar irritacdo e até a destruicdo do tecido normal do hospedeiro
(PANKEY, 1984; HUBER, 1992).
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Desta forma, o termo correto a ser empregado seria “antissepsia da pele” e nédo
“desinfeccé@o da pele”, no entanto, esta forma foi consagrada pelo uso, sendo aceita e
empregada até mesmo na literatura cientifica (NASCIF JR, 2005).

A prevencéo de novos casos de infeccdes pelo uso da antissepsia dos tetos e
pela eliminacdo dos casos existentes reduz a incidéncia de mastite no rebanho leiteiro
ano apos ano. Ja a reducdo da CCS e a diminuicdo dos casos de mastite clinica,
geralmente podem ser observadas apos alguns meses de utilizacdo (BRITO & BRITO,
1998; RADOSTITS et al., 2002; PHILPOT, 2002).

2.3. O papel do pré e pos-dipping no controle da mastite bovina

Um Ubere saudavel é indispensavel para a producédo de leite com qualidade e
quantidade, para tanto, deve-se tomar o maximo cuidado na realizacdo do pré e pos-
dipping (PEDRINI & MARGATHO, 2003; WATTIAUX, 2011).

A palavra “dip”, da lingua inglesa, significa mergulhar, imergir, sendo assim, a
expressao pré-dipping ou "pré-imersao" significa imersdo dos tetos em solucao
desinfetante antes da ordenha e, pos-dipping ou “pds-imersdo”, significa imersdo dos
tetos apos a retirada dos copos coletores do processo de ordenha. Ambos os termos
tem se popularizado no Brasil entre as pessoas envolvidas com a atividade leiteira.
(FONSECA, 1998).

Desta forma, mergulhar os tetos, cobrindo-os por inteiro acima da base do Ubere
com solucdes desinfetantes adequadas é uma das praticas mais importantes e
indispensaveis para reducdo dos casos de mastite (PEDRINI & MARGATHO, 2003;
WATTIAUX, 2008).

O pré-dipping é de extrema importancia, pois pode reduzir em 50% os indices de
novas infeccbes dos tetos principalmente por patdgenos de origem ambiental. Esta
medida, juntamente com a secagem dos tetos com papel toalha descartavel pode
elevar a até 85% da reducdo da taxa de novas infecgbes (MULLER, 2002). Com a

realizacdo deste procedimento ocorre uma melhora na condicdo de pele do teto e,
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assim, reduz-se as taxas de infeccéo da glandula mamaria no rebanho (GOLDBERG et
al. 1994 e CARNEIRO et al. 2009).

No pos-dipping a imersao dos tetos deve ocorrer imediatamente apds a retirada
dos equipamentos de ordenha, de forma a eliminar a grande maioria dos patégenos e
reduzir os riscos destes microrganismos terem acesso a glandula mamaria. Esta
medida sanitaria, juntamente ao tratamento de vacas secas, é responsavel por uma
diminuicédo significativa da mastite (PHILPOT & NICKERSON, 2000; REBHUN, 2000;
MULLER, 2002).

2.4. Antissépticos mais utilizados para higienizacdo dos tetos

Os desinfetantes sdo compostos basicamente pelo principio ativo responsavel
pela acdo antimicrobiana além de um veiculo normalmente aquoso, no qual o principio
esta diluido (MERIANOS, 2001). Em relacdo aos antissépticos utilizados na
higienizacdo dos tetos das vacas, estes devem obedecer alguns preceitos como:
permanecer ativos na presenca de matéria organica, como o leite; ndo podem ser
irritantes nem toéxicos, e principalmente, ndo devem ser absorvidos pelos tecidos nem
deixar residuos no leite (QUINN et al., 2005). lodo, aménia quaternéria, clorexidina e
hipoclorito de so6dio sdo alguns dos germicidas mais utilizados tratando-se de
antissepsia dos tetos das vacas (REBHUN, 2000; RADOSTITS et al., 2007). Alguns
destes antissépticos tem em sua formulacdo, bases emolientes, como a glicerina,
lanolina, propilenoglicol, sorbitol, 6leos vegetais, minerais e colageno no intuito de
condicionar a pele dos tetos e minimizar a irritagcdo (SANTOS & FONSECA, 2006). Vale
salientar que de acordo com REBHUN (2000), altas concentracdes de alguns
emolientes podem reduzir a atividade germicida dos banhos de imerséo.

O iodo € um quimico amplamente utilizado no manejo de ordenha de bovinos
leiteiros (FONSECA, 1998), sendo que cerca de 45 a 70% dos paises do mundo
utilizam produtos antissépticos a sua base. O consumo de iodo no Brasil ocupa a
segunda posicdo do mercado de antissépticos para tetos, estando apenas atras dos

produtos a base de cloro (HEMLING, 2002). E um elemento quimico pertencente ao



12

grupo dos halogénios, do qual também fazem parte o fldor, o cloro, o bromo e o astato.
Foi descoberto em 1811 pelo francés Bernad Courtois. Em 1813, apds estudos
realizados por Gay-Lussac e Humphry Davy foi batizado de iodo do grego ioeides,
“violeta”, em alusdo a colorag¢édo do vapor por ele liberado (SCHAEFER, 2009). O iodo
apresenta atividade bactericida, fungicida e virucida, atuando por meio da oxidacéo de
compostos protéicos celulares e &cidos graxos insaturados. Apresenta acdo rapida
(menos de 1 minuto) e baixa toxicidade para tecidos vivos, e sua acdo € diminuida
frente a presenca de matéria organica (FONSECA, 1998; GOTTARDI, 2001).

No estudo realizado por FINGER (2001), o autor destacou que o efeito de pré e
pos-imersdo dos tetos com solugdo sanitizante a base de iodo foi significante na
reducdo de mesdfilos presentes na superficie dos tetos de bovinos leiteiros (1,99 Log
UFC/cm? para 1,35 Log UFC/cm?).

Segundo FORET et al.(2006) em seus estudos no Chile utilizando 250 vacas
leiteira da raca Holandesa, a realizacdo do pré e pos-dipping com solugdo de iodo,
verificaram uma consideravel reducdo (24%) de novas enfermidades da glandula
mamaria quando comparado com animais onde o iodo néo foi utilizado na antissepsia.

Ao analisarem a atividade in vitro do iodo a 1% e 2% sobre alguns
microrganismos como Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp.
e Escherichia coli isoladas de casos de mastite bovina clinica, PEDRINI & MARGATHO
(2003) demonstraram que as solucdes de iodo apresentaram melhor desempenho
contra todos os microrganismos testados quando comparado aos outros desinfetantes
testados neste estudo. Porém, ha de se ressalvar que solucdes de iodo devem ser
utilizadas em imersdo dos tetos em concentragdes inferiores a 1% de principio ativo,
pois acima disso podem deixar residuos no leite (JONES, 1998; GOTTARDI, 2001).

As solucdes a base de cloro vem sendo utilizadas desde o final do século XVIII,
guando o quimico francés Berthollet descobriu o hipoclorito de sodio. A partir da
primeira Guerra Mundial em 1915, Dakin popularizou o seu uso empregando-o para o
tratamento de feridas infectadas com uma solugédo de hipoclorito de sodio 0,45% a
0,5% (BLOCK, 2001).
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A sua apresentacdo mais comum € a do hipoclorito de sédio (NaOCI) presente
na agua sanitaria na concentracdo aproximada de 2,5% de cloro ativo. Numa solucéo
aquosa, o cloro dissocia-se podendo formar Cl,, acido hipocloroso (HOCI) ou o ion
hipoclorito (OCI-). Estas formas de cloro encontradas a 4gua podem ser chamadas de
cloro livre, sendo o HOCI o grande responsavel pela acdo microbicida do hipoclorito de
sédio (DYCHDALA, 2001).

O NaOCI apresenta amplo espectro de acdo, 50 ppm de cloro é capaz de inativar
0 M. tuberculosis e 100 ppm é eficaz contra a maioria dos fungos. O hipoclorito tem
sido amplamente utilizado no processo de desinfeccdo das tetas antes da ordenha e
para a desinfeccdo de ordenhadeiras, tanques, resfriadores e ambientes. Vale ressaltar,
que a presenca de matéria organica pode reduzir o poder microbicida do hipoclorito de
sédio, uma vez que parte do cloro pode combinar com compostos nitrogenados
formando as cloraminas, podendo ser monocloraminas (NH,Cl) ou dicloraminas (NHClI)
(FERNANDES et al., 2000; DYCHDALA, 2001).

AMARAL et al. (2004), ao utilizarem 150 ppm de hipoclorito na imersao dos tetos,
destacaram uma reducéo de 5,1 x 10 para 9,4 x 10 UFC de Staphylococcus spp., uma
reducdo de 82,8% dos isolados. Porém MEDEIROS et al.,, (2009) ao estudarem a
sensibilidade in vitro de 60 isolados de Staphylococcus spp. de glandulas mamarias de
vacas com mastite subclinica frente ao cloro 2,5%, iodo 0,57%, clorexidina 2,0%,
amonia quaternaria 4,0% e acido latico 2,0% em quatro tempos distintos (15", 30", 60" e
300"), observaram que o iodo, a clorexidina e o acido latico apresentaram maior
atividade desinfetante, por outro lado, praticamente 100% dos isolados foram
resistentes ao hipoclorito de sédio.

A clorexidina € um composto clorado, eficaz contra diversos microrganismos,
mesmo na presenca de matéria organica (VERMELHO et. al., 2006). E Provavelmente
0 biocida mais utilizado em produtos antissépticos, principalmente para higienizacao
das maos, antissépticos orais e como desinfetante (McDONNEL & RUSSELL, 1999).

Dentre as caracteristicas da clorexidina, destaca-se a baixa toxicidade e alta
capacidade microbicida, podendo ser aplicado com seguranca sobre a pele integra, ou

mesmo em feridas e mucosas. Além disto, ela se destaca por apresentar efeito residual
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elevado, retardando o processo de recolonizagdo da pele e por possuir acdo imediata
de cerca de 20 segundos (FERNANDES et al., 2000). Seu mecanismo de a¢ao contra
leveduras se da pelo agente ativo de membrana que causam sua lise, além de que,
altas concentrac6es causam coagulacéo intracelular (McDONNEL & RUSSELL, 1999).

PEDRINI & MARGATHO (2003) estudaram a sensibilidade de bactérias
causadoras de mastites contagiosas e ambientais frente a clorexidina e obtiveram
resultado satisfatorio com uma solucéo contendo apenas 0,5% do principio ativo. Além
disso, a clorexidina se mostrou mais efetiva que o iodo quando utilizada no pos-dipping,
funcionando como uma barreira a proliferacdo de bactérias, principalmente de E. coli
(PANKEY et al., 1984; JONES, 1998).

A escolha correta do desinfetante, bem como sua concentracdo e tempo de
contato suficiente para sua atuacao, sao indispensaveis para o éxito de um programa
de controle e prevencdo de mastite, uma vez que 0s agentes desinfetantes tem como
objetivo reduzir a populacédo de microrganismos patogénicos e evitar a disseminacéo de
enfermidades.

No entanto, deve-se ressaltar que na maioria das fazendas leiteiras, os agentes
desinfetantes sdo escolhidos pelo preco, habito de uso ou facilidade de aplicacao.
Contudo, deve-se avaliar as praticidades e as limitagdes de cada desinfetante, uma vez
gue o seu uso inadequado ou em baixas concentracdes levam a uma selecao natural
de cepas resistentes (FONSECA, 1998; BRITO et al., 2000).

2.5. Pasteurizacao

Medidas higiénico-sanitarias quando ndo conduzidas adequadamente podem
facilitar a contaminacédo do leite por microrganismos indesejaveis como o0s fungos, os
quais podem causar alteragdes fisico-quimicas no mesmo, limitando sua durabilidade e
de seus derivados, além de determinar problemas econdmicos e de salde publica
(ANDRADE, 2001).

Dados referentes a doencas de origem alimentar associadas ao consumo de leite

cru e seus derivados no Brasil, sdo escassos e inconsistentes, havendo poucos relatos
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sobre a ocorréncia de patégenos e seu envolvimento em surtos de doencas
relacionadas ao consumo de produtos lacteos (FRANCO, et al., 2003; NERO, et al.,
2004). Assim sendo, a presenca destes microrganismos no leite pode representar
potencial risco a saude humana principalmente quando se considera que em varios
locais no mundo existe o habito do consumo de leite cru e seus derivados (OLIVAL, et
al., 2002; NERO, et al., 2004). Ainda que a legislacdo brasileira determine que todo leite
produzido deva ser previamente submetido a um tratamento térmico antes de ser
comercializado, observa-se desde a década de 90 o crescimento do “leite informal”, que
consiste no produto que néo é submetido a qualquer tipo de inspecéo oficial e que ndo
possui garantias quanto a sua qualidade microbioldgica (OLIVAL, et al., 2002).

A manutencédo da qualidade do leite apés a ordenha requer algumas precaucdes
tendo em vista que o0 mesmo € perecivel e pode servir como meio de cultura para
inUmeros microrganismos. Assim sendo, recomenda-se 0 emprego da pasteurizacao,
método que consiste no uso conveniente do calor com a finalidade de destruir a
microbiota patogénica sem alteracdo sensivel da constituicdo fisica e do equilibrio
quimico do leite, bem como sem prejuizo de seus elementos bioquimicos assim como
de suas propriedades organolépticas normais (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 1980;
PORCIONATO et al., 2008).

A pasteurizagdo, combinacdo de temperatura e tempo, foi inicilamente
introduzida no inicio do século XX, com a premissa de evitar a transmissao oral de
tuberculose, brucelose e outras doencas infecciosas provenientes do leite,sendo
considerado um importante marco na saude publica. No entanto, a pasteurizacdo do
leite € definida por o Comité do Codex Alimentarius para a higiene alimentar como "um
tratamento térmico destinado a reducdo do numero de qualquer microorganismos
patogénicos presente no leite e em produtos lacteos, e se presente, a um nivel nao
significativo, que ndo constituem perigo para a saude (ANON, 2004).

A pasteurizacdo rapida, permitida pela legislacdo brasileira, € um tratamento
térmico aplicado ao leite que consiste no aquecimento a temperatura de 72 a 75°C
durante 15 a 20 segundos, com objetivo de eliminar os microrganismos patogénicos

gue possam contaminar o leite, tornando-o um produto in6cuo ao consumo humano.
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Para prolongar seu tempo de prateleira, realiza-se resfriamento imediato em
equipamento de placas até temperatura igual ou inferior a 4°C (BRASIL, 2002). No
entanto, muitas vezes, invidvel para pequena escala de producgéo, pois a maioria dos
equipamentos fabricados é destinada a um grande volume de leite, apresenta alto custo
e necessita de instalagcbes complexas. Para os pequenos laticinios e produtores, uma
das solucbes pode ser o uso da pasteurizacao lenta (62-65°C por 30 minutos), que
requer equipamentos de menor custo e de facil operagdo e manutencao (SILVA, 2000).

Diversos bindmios temperatura x tempo de pasteurizacdo sao aplicados
legalmente em diversos paises. Porém, a legislacdo brasileira estabelece que a
pasteurizacao de leite fluido para consumo deve envolver a aplicacdo de um binémio de
temperatura x tempo de 72-75°C/15-20 s, capaz de eliminar 100% das bactérias
patogénicas e 99,9% dos microrganismos banais (BRASIL, 2002).

Pode-se empregar ainda a fervura como tratamento térmico, a qual promove
reducdo da quantidade de microrganismos presentes no leite, embora provoque
alteracBes em sua constituicdo fisico-quimica. Este procedimento € realizado por até 15
minutos, e destréi todas as formas vegetativas de patégenos, como virus, fungos,
embora néo seja eficaz para todos os endosporos (CARVALHAL, 1999).

No estudo realizado por RUZ-PERES, et al. (2010), os pesquisadores avaliaram
a resisténcia de fungos filamentosos e leveduras isolados de leite cru bovino de
rebanhos leiteiros frente a pasteurizacdo e fervura. Obtiveram que a pasteurizacdo
rapida foi o procedimento no qual houve maior indice de resisténcia (72,18%) por parte
das estirpes de leveduras e fungos filamentosos submetidos ao teste, seguida pela
fervura (15,89%) e pasteurizacao lenta (0,99%).

Considerando o exposto acima, pode se verificar que os dados referentes a
susceptibilidade de fungos filamentosos e leveduras as temperaturas habitualmente
empregadas nos procedimentos de tratamento térmico do leite sdo escassos, nao se
conhecendo realmente, se estas metodologias exercem efeito sobre a viabilidade
destes microrganismos, cujo potencial patogénico, nestas condi¢cdes, ainda €

desconhecido.
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O presente trabalho foi delineado considerando-se a importancia e relevancia
das leveduras, tendo em vista sua participacdo como agentes de importantes patologias
muitas das quais com carater zoonotico. Deve-se considerar ainda que o leite e seus
derivados contaminados com estes microrganismos podem constituir potenciais vias de

transmissao de zoonoses a eles relacionados.
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[ll. OBJETIVOS

e A mastite provocada por fungos esta se tornando um problema crescente
devido ao aumento da participacdo deste microrganismo no seu complexo etiolégico.
Desta forma, o presente estudo visou identificar leveduras envolvidas nos casos de

mastite clinica e subclinica;

e A utilizacdo de desinfetantes adequados desempenha uma funcéo chave
na rentabilidade da exploracéo leiteira, contribuindo para a producao de leite de alto
padrdo e para a obtencdo de um estado sanitario adequado do rebanho. Sendo assim,
esta pesquisa almejou avaliar a eficacia in vitro de quatro principios ativos de

desinfetantes comumente utilizados no pré e pés-dipping no combate a levedura.

e A presengca de microrganismos no leite, muitos dos quais s&o
responsaveis por zoonoses representa um fator que compromete a qualidade e a
seguranca deste produto. A eliminacdo destes microrganismos perigosos para os seres
humanos é altamente desejavel sendo a pasteurizacdo o principal método utilizado.
Este trabalho também objetivou avaliar in vitro a resisténcia de cepas de leveduras nos

processos de pasteurizacao e fervura.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacao das leveduras

Foram examinadas 428 amostras de leite provenientes de vacas apresentando
mastite clinica ou subclinica procedentes de 41 propriedades de exploracdo leiteira
situadas em 4 estados, S&o Paulo (6 fazendas), Parana (14 fazendas), Santa Catarina
(7fazendas) e Rio Grande do Sul (14 propriedades). Os rebanhos eram constituidos de
animais de varias racas, idades e encontrava-se em diferentes estagios de lactacéo,
criados em sistema intensivo, com sistemas de ordenha mecéanica ou manual. A mastite
clinica foi caracterizada pelos sinais clinicos e/ou secre¢do anormal do leite, detectado
pelo teste da caneca telada. A mastite subclinica foi identificada pelo CMT convencional
(California Mastite Teste).

As amostras de leite foram colhidas apos prévia lavagem dos tetos com agua e
sabdo, secagem com papel toalha e antissepsia com alcool a 70° GL. Os primeiros
jatos de leite foram descartados, em seguida foram coletados 5 ml de leite em frascos
com tampa rosqueavel, esterilizados e previamente identificados com o nome ou
namero do animal e quarto mamario, acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e
enviadas pelo correio (Sedex) ao laboratério de Genética da Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto/USP. As amostras foram coletadas entre fevereiro e dezembro de
2009 e mantidas através de repiques semanais.

No laboratério as amostras foram semeadas em placas de Petri com &gar
Sabouraud - Dextrose, previamente esterilizadas e foram incubadas a 37°C por 24 a 48
horas. As colbnias de leveduras isoladas foram analisadas quanto as suas
caracteristicas macroscopicas (coloragdo, tamanho, forma e textura da col6nia),
microscopicas (caracteristicas morfotintorias a técnica do Gram, forma e diametro da
colonia da levedura), reprodutivas (formacéo de tubo germinativo e tipo de crescimento
em agar Fuba) e fisiolégicas (assimilacdo e fermentagdo de agucares e utilizagdo de
uréia) de acordo com os métodos descritos por LACAZ (1980), RICHARD et al. (1980),
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KREGER-VAN RIJ (1984), BARNETT et al. (1993), LACAZ et al. (1991) e LACAZ et al.
(1998).

Figura 2. Placa de agar Sabouraud — Dextrose, apds incubacao
de 48 horas a 37°C, com crescimento de colbnias
isoladas de Candida spp.

4.2. Avaliacao in vitro da eficacia dos desinfetantes

Foram estudados 45 isolados de Candida spp recuperadas de leite bovino de
casos de mastite. Estas cepas de leveduras tiveram sua sensibilidade comparada com
uma cepa de C. albicans.

A determinacéo da eficacia dos desinfetantes utilizados no pré e pés-dipping foi

realizado utilizando-se quatro principios ativos de desinfetantes comerciais comuns.
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Séo eles: iodo na concentragcédo de 0,8%, iodo glicerinado a 0,8%, clorexidina a 2,0% e
hipoclorito de sédio a 1%.

Para a andlise experimental in vitro, foram utilizados cultivos recentes de
leveduras Candida spp. em agar Sabouraud - Dextrose, isolados a partir das amostras
do leite bovino contaminado com mastite. Inicialmente foram preparadas suspensoes
de leveduras em 5 ml de solucdo salina estéril correspondendo a turbidez do tubo
namero 1 da escala de Mc Farland. Na sequéncia, 1,2 ml desta suspensédo de
leveduras foi adicionado em 0,2 ml de leite estéril.

Posteriormente, foi adicionado a esta mistura 0,8 ml da solugdo desinfetante.
Imediatamente apés a adicdo dos desinfetantes, cronometrou-se 0s seguintes tempos:
15 segundos, 30 segundos, 60 segundos e 300 segundos de contato. Decorrido estes
tempos, uma aliquota de 0,1 ml de cada amostra foi repicada em caldo Sabouraud -
Dextrose. Esta mistura foi incubada em estufa bacteriolégica a 37°C durante 24 horas
para verificar a turvacdo do meio, formacéo de pelicula na superficie ou de precipitado
no fundo dos tubos. Apods a incubacéo, a suspenséao foi repicada em meio solido (agar
Sabouraud - Dextrose) para confirmacdo da presenca ou auséncia do microrganismo
testado frente aos diferentes desinfetantes e tempo de exposicdo. O teste do
desinfetante foi realizado em ndmero de trés repeticdes para cada isolado (COSTA, et
al., 1998) (Fluxograma 1).
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4.3. Avaliacéo in vitro do emprego do processo de pasteurizacédo e fervura

do leite contaminado com Candida spp.

Os testes foram realizados com base na metodologia descrita por MELVILLE et
al. (1999), adaptada para fungos leveduriformes. Foram utilizados 44 cultivos recentes
de leveduras Candida spp. em &gar Sabouraud - Dextrose, isolados a partir das
amostras do leite bovino contaminado com mastite. Inicialmente, foi obtida uma
suspensdo celular de cada um dos isolados de leveduras em 5 mL de solucédo salina
(0,85%) estéril, ajustada a uma turbidez equivalente ao tubo nimero 3 da escala de Mc
Farland. Posteriormente, uma aliquota de 2 mL da suspensdo do microrganismo foi
transferida para um tubo de vidro estéril contendo 18 mL de leite integral estéril,
obtendo-se assim uma diluicdo da ordem de 10" (correspondente & solucéo
mae/controle). Apdés homogeneizacdo desta suspensdo, um volume de 1 ml foi
distribuido em 15 tubos de vidro estéreis. Cinco tubos foram utilizados para o teste de
pasteurizacdo rapida, cinco tubos para o teste de pasteurizacdo lenta e cinco tubos
para o teste de fervura. O restante da solucao controle foi mantido no tubo original da
diluicdo sob refrigeracéo, enquanto ndo estava sendo utilizado.

Foram avaliados 0s seguintes tempos/temperaturas empregadas nos processos
de pasteurizacdo permitidos para uso no Brasil: 62-65°C/30 minutos (pasteurizacao
lenta) e 72-75°C/20 segundos (pasteurizagdo rapida). Para estes testes utilizou-se um
equipamento de banho-maria, adequando-se e aferindo-se as temperaturas/tempo em
cada experimento. Decorrido o tempo de contato com a temperatura testada, os tubos
com as amostras de leite foram imediatamente submetidos a um choque térmico em um
recipiente contendo gelo por 30 minutos.

Foi também realizada a avaliagdo da susceptibilidade dos isolados a temperatura
empregada no processo de fervura do leite. Para tanto, os cinco tubos destinados aos
testes de fervura, foram submetidos ao calor até atingir a temperatura de fervura
(aproximadamente 98°C).

Posteriormente, aliquotas de 0,1 mL de cada tubo que passou pelo processo de

pasteurizacao rapida, pasteurizacdo lenta e fervura bem como da solucdo controle
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positivo e negativo, foram plaqueadas utilizando-se a técnica de spread plate (técnica
de espalhamento em superficie) em agar Sabouraud - Dextrose, e incubadas a 37°C
em estufa microbiol6gica por um periodo 24 horas, para a contagem de unidades
formadoras de colonias dos microrganismos/mL. Os testes da pasteurizacdo lenta e
rapida, e da fervura foram realizados em numero de cinco repeti¢cdes para cada isolado
(Fluxograma 2). A estirpe foi considerada sensivel quando foi observada auséncia total

de crescimento de coldnias em pelo menos trés dos cinco testes realizados.



25



26

V. RESULTADOS

5.1. Caracterizagéo das leveduras

Das quatrocentas e vinte e oito amostras de leite provenientes de vacas
apresentando mastite, cinquenta e cinco foram positivas para Candida spp. As espécies
de Candida isoladas dos bovinos com mastite estdo apresentadas na Tabela 1 e as
mais frequentemente isoladas foram C. Krusei (34,54%), C. parapsilosis (25,45%),
C. tropicalis (18,18%) e C. albicans (12,72%).

Tabela 1. Espécies de Candida identificadas a partir de casos de mastite bovina em 41
rebanhos leiteiros de 4 estados brasileiros em 2009.

Espécies Numero de isolados Porcentagem %
Candida spp 2 3,63

Candida krusei 19 34,54

Candida albicans 7 12,72

Candida tropicalis 10 18,18

Candida parapsilosis 14 25,45

Candida rugosa 1 1,81

Candida glabata 2 3,63

Total 55 100

5.2. Avaliacdo in vitro da eficicia dos desinfetantes

Na figura 3 encontram-se os resultados do papel de sensibilidade e resisténcia

das leveduras frente as solucdes de desinfetantes utilizados para o pré e pés-dipping.
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Figura 3. Porcentagem da eficacia in vitro dos desinfetantes utilizados no pré e pés-
dipping frente a 45 amostras de Candida spp isoladas a partir de casos de mastite

bovina em 41 rebanhos leiteiros de 4 estados brasileiros em 2009.

O perfil de sensibilidade das leveduras do género Candida spp. frente ao iodo
glicerinado nos tempos de 15”, 30", 60" e 300" foi de 82,23%, 97,78%, 100,00% e
100,00%, respectivamente. Com relacdo ao iodo isolado, observou-se que 80,00%,
93,34%, 93,34% e 100,00% das amostras de leveduras foram sensiveis aos diferentes
tempos de contato com o desinfetante. Ja a clorexidina, os isolados apresentaram
93,34%, 100,00%, 100,00% e 100,00% de sensibilidade. Quanto ao hipoclorito de
sodio, observou-se que 75,56%, 88,89%, 100% e 100% foram sensiveis nos diferentes

tempos estudados.
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5.3. Avaliacdo in vitro do emprego dos processos de pasteurizacdo e

fervura do leite contaminado com Candida spp.

As leveduras isoladas e identificadas no subitem 4.1, foram submetidas as
relagcbes temperatura/tempo empregadas nos processos de pasteurizacdo permitidos
no Brasil e também no processo de fervura do leite.

Na tabela 2 podemos verificar os numeros absolutos (N) e as porcentagens (%)
de resisténcia térmica apresentadas pelo género Candida spp. isoladas de mastite

bovina provenientes de propriedades leiteiras em 4 estados brasileiros em 2009.

Tabela 2. Numero absoluto (N) e porcentagem (%) de sobrevivéncia aos processos de pasteurizacéo
lenta, rapida e fervura, apresentado por 45 isolados de leveduras do Género Candida,
isoladas a partir de casos de mastite bovina em 41 rebanhos leiteiros de 4 estados brasileiros

em 20009.
Levedura Pasteurizacdo Lenta Pasteurizacdo Rapida Fervura
N % N % N %
Candida spp. 3(45) 6,66 29 (45) 64,44 7(45) 15,55

Tabela 3. Média/Unidade Formadora de Colbnia (U.F.C.) de Candida
spp. isoladas a partir de casos de mastite bovina em 41
rebanhos leiteiros de 4 estados brasileiros em 2009.

Tratamento Térmico Média/U.F.C.
Pasteurizacao Lenta 0,15
Pasteurizacao Rapida 413,72
Fervura 3,54

Em relagdo a pasteurizagéo lenta, dos 45 isolados de Candida spp., menos de
7% dos isolados resistiram a temperatura de 65°C por 30 minutos (Tabela 2), tendo-se

observado uma média de 0,15 X 10 U.F.C./mL/isolado (Tabela 3). Referente ao
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tratamento da pasteurizacdo rapida, 64,44% dos isolados resistiram a temperatura de
75°C/20 segundos (Tabela 2), com uma média de 140,56 X 10 U.F.C./mL/isolado
(Tabela 3). Em relagéo a fervura, 15,55% dos isolados resistiram a este procedimento
(Tabela 2), tendo-se observado uma média de 3,54 X 10 U.F.C./mL /isolado.
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VI. DISCUSSAO

A producéo leiteira no Brasil vem crescendo nos ultimos anos, em 2005 foram
produzidos 24.620,859 (24,6 bilhdes) de litros de leite, ja no ano de 2010 a producgéao de
leite totalizou 30.715,460 (30,7 bilndes) litros de leite (IBGE, 2010).

O leite foi considerado como um dos produtos que apresenta elevadas
possibilidades de crescimento, tanto para a producdo quanto para a exportacdo, em
conformidade com as projecdes realizadas e descritas na tabela 4 abaixo. Estes dados
revelam seu grande potencial de desenvolvimento e consolidacdo como produto de
importancia na economia nacional segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2011).

Tabela 4. Producédo, Consumo e Exportacdo de Leite

LEITE (milhdes de litros)

Ano Producdo Consumo Exportacio
Projecéo linf. Lsup. Projecao linf. Lsup. | Projecdo linf. Lsup.
2010M1 | 315696 306912 324479 | 318019 | 300348 335691 | 2093 - 625,0
201112 | 323006 30.736,1 | 33.8830 | 324083 300436 349530 | 2187 - 7742
201213 | 329801 308735 | 351047 | 331487 301062 361911 | 2205 - 8992
201314 | 336456 31.0780 362132 | 337920 @ 302536 373304 240,2 - 1.006,9
201415 | 342956 313387 372525 | 344317 304558 384077 2509 - 1.103,7
201516 | 349435 316412 382457 | 350706 @ 30.700,1 @ 394410 2616 - 1.192,5
2016M7 | 355906 319753 392060 | 357091  30976,7 404415 2722 - 12753
201718 | 362376 323341 401411 | 3623476 | 312789 414162 | 2829 - 13533
201810 | 368845 327126 | 41.0563 | 36.0860 @ 316021 423609 | 2936 - 14272
2019/20 | 375314 331074 | 419553 | 376244 319426 433061 | 3043 - | 14978
2020/21 | 38.178,2 335158 | 42.8407 | 38.262,8 | 322981 442275 | 3150 | - | 15655 |

Fonte: Elaboracdo da AGE/Mapa e SGE/Embrapa com dados do IBGE/Pesquisa Pecuaria Municipal,
MDIC/Aliceweb; Embrapa Gado de Leite.

No entanto, a mastite bovina continua sendo um grande problema para a
indUstria leiteira, apresentando alta prevaléncia e reducdo na quantidade e na qualidade
do leite; apesar dos inUmeros programas propostos para controla-la e em consequéncia
diminuir os impactos econdémicos ocasionados na atividade leiteira (FREITAS et al.,
2005; SPANAMBERG et al., 2009).
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As leveduras tem sido relacionadas como patégenos emergentes em fungéo das
mudancas verificadas nos sistemas de producdo de leite e nos programas de controle
da mastite bovina, principalmente com o0 uso de antimicrobianos por periodo
prolongado. Diversas espécies tem sido isoladas de leite obtido de animais acometidos
pela mastite, sendo o género Candida a mais frequente (KRUKOWSKI et al., 2000;
SANTOS & MARIN, 2005).

Candida é comumente considerada uma levedura patogénica oportunista, em
hospedeiros sadios a levedura evoluiu para tornar-se um comensal de bastante
sucesso, expressando uma serie de compostos que facilitam a sua fixacdo nas
superficies de mucosas. Em hospedeiros debilitados as mesmas caracteristicas se
tornam fatores de viruléncia permitindo uma extensa fixagdo nas mucosas e permitindo
uma invasao destes tecidos, deslocando assim o ténue equilibrio entre comensalismo e
patogenicidade em favor da levedura (COLOMBO & GUIMARAES, 2003).

A candidiase € uma infeccdo causada por fungos do género Candida, sendo que
0 agente mais comum € a C. albicans, a qual pode ser isolada, em condi¢cdes normais,
a partir de pele, orofaringe, mucosa vaginal e fezes. Varias espécies de Candida,
incluindo C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. lusitaniae e C. guilliermondii podem
ser isoladas a partir de diferentes fontes, podendo ndo ser patogénicas ou podendo
causar infeccdes, particularmente em pacientes imunocomprometidos, ou submetidos a
tratamentos prolongados com antibidticos, corticosteréides ou drogas citotoxicas, dentre
outras condigcbes onde o organismo encontre-se debilitado (LACAZ et al.,, 1998;
LARONE, 1995; TRABULSI et al., 1999; VARTIVARIAN et al., 1993).

Candida krusei foi a espécie mais isolada (Tabela 1) o que coincide com as
descricbes de FARNSWORTH & SORENSEN (1972) para rebanhos nos Estados
Unidos e de AALBAEK et al. (1994) em rebanhos na Dinamarca e também com a
descricdo de SANTOS & MARIN (2005) para rebanhos brasileiros. Varios relatos da
literatura apresentam o isolamento das espécies de C. krusei e C. albicans em grande
namero em casos de mastite bovina (RICHARD et al., 1994; COSTA, 1991; AALBAEK
et al, 1994; KRUKOWSKI et al., 2000; FARSWORTH & SORENSEN, 1972;
CHENGAPPA et al., 1984; SANTOS & MARIN, 2005).
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A exploracdo moderna da pecuéria leiteira envolve necessariamente a producéo
de leite de alta qualidade. O contrario do que notoriamente ocorre em todo o territorio
nacional, onde o leite cru é de baixa qualidade (ARCURI et al., 2006; NERO et al.,
2005; ROCHA et al., 2006).

Dessa forma, a utilizacdo de desinfetantes na exploracéao leiteira desempenha
uma funcéo chave na rentabilidade da fazenda, contribuindo para a producao de leite
de alto padrédo e para a obtencdo de um estado sanitario adequado do rebanho, uma
vez que a contaminacao ambiental e o risco de doencas infecciosas sdo uma constante
nos rebanhos leiteiros (FONSECA, 1998).

A eficiéncia e as limitacbes de cada antisséptico € muito importante, uma vez
gue, seu uso inadequado ou mesmo baixas concentracdes da solucdo, leva a uma
selecdo natural de cepas resistentes em uma populacdo de microrganismos
(FONSECA, 1998; BRITO et al., 2000).

Em relac&o aos desinfetantes utilizados neste trabalho, verificamos que a melhor
atividade desinfetante in vitro foi obtida com a clorexidina. Resultados semelhantes e
este desinfetante foram obtidos por PEDRINI & MARGATHO (2003), ao analisarem sua
acao contra Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp. e
Escherichia coli. A clorexidina é bastante utilizado para o tratamento de infeccbes
superficiais de tetos em vacas devido a o seu efeito cumulativo e continuo,
permanecendo na pele no minimo por seis horas (SPINOSA et al., 2002), além disso
atua na presenca de matéria organica e € de facil aplicacdo. Além do mais, quando
comparado ao iodo, a clorexidina, nas concentra¢gdes indicadas, causa menor reacao
tecidual nos tetos dos animais (PHILLIPS et al., 1991)

Os resultados obtidos para o iodo isolado quando comparado ao glicerinado,
apresentou menores porcentagens de microrganismo sensivel ao antisséptico, pois as
leveduras se mostraram mais resistentes nos tempos de 15, 30 e 60 segundos, tempos
normais no processo de imersao do teto. No trabalho realizado por PEDRINI &
MARGATHO (2003), as solugbes de iodo a 2% e a 1% apresentaram melhor
desempenho contra todos os microrganismos causadores de mastites contagiosa e

ambiental. Porém nestas concentracfes é importante destacar a possibilidade do
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desinfetante deixar residuos no leite (JONES, 1998). Para MEDEIROS et al. (2009) ao
estudarem a sensibilidade in vitro de isolados de Staphylococcus spp. de vacas com
mastite subclinica frente ao iodo 0,57% nos tempos de 15", 30", 60" e 300", obtiveram
perfil de sensibilidade que foram de 93,90%, 97,80%, 100,00% e 100,00%,
respectivamente. Neste sentido, podemos mencionar que o iodo glicerinado apresentou
melhores resultados, além do mais, esta base emoliente em sua formulacdo, condiciona
a pele dos tetos minimizando irritagdo no local.

Em relacdo ao hipoclorito de sédio, os resultados obtidos neste estudo foram
insatisfatorios, pois 24,44% e 11,11% das amostras foram resistentes ao desinfetante
nos tempos de 15 e 30 segundos. PEDRINI & MARGATHO (2003) relataram que o
hipoclorito de sodio a 2% mostrou excelente eficacia contra todos 0os microrganismos
testados, contudo essa concentracao € extremamente irritante para a pele do animal.
Constataram ainda que o hipoclorito de sédio a 0,5%, concentragdo recomendada para
rotina, teve efeito antimicrobiano bastante reduzido.

A utilizacdo do cloro como agente desinfetante € muito comum nas propriedades
leiteiras do Brasil, uma vez que o produto apresenta baixo custo (AMARAL, 2004).

COSTA et al. (1998) também realizaram estudo sobre a atividade do cloro frente
a amostras de Staphylococcus spp e constataram resisténcia in vitro deste desinfetante
e ressaltaram a importancia do uso adequado uma vez que a presenca de matéria
organica determina uma diminuicdo na eficiéncia do mesmo.

Ao avaliarmos o comportamento das leveduras do género Candida spp., um dos
microrganismos emergentes do complexo etioldgico da mastite bovina frente a 3
diferentes processos térmicos (pasteurizacdo lenta, rapida e fervura) empregados no
leite, verificamos, que o processo da pasteurizacao rapida apresentou 6,66% das cepas
resistentes quando submetidas ao teste do tratamento térmico, seguido pelo processo
de fervura (15,55%) e pasteurizagéo lenta (64,44%). Cabe salientar que as médias de
U.F.C. de levedura/mL apdés a realizacdo dos testes foram de 0,15 X 10 U.F.C./mL
/isolado para pasteurizagéo lenta, 413,72 X 10 U.F.C./mL /isolado para o processo de

pasteurizacao rapida e 3,54 X 10 U.F.C./mL /isolado para a fervura.
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A pasteurizacdo lenta foi 0 mais eficiente dentre os tratamentos testados, em
termos de capacidade de promover a reducdo da populacdo de leveduras presentes
nas amostras, considerando a comparagdo com as solugcdes controles, uma vez que
apresentaram placas de petri com coldnias incontaveis, preenchendo toda a area das
placas com meio de cultura. Vale ressaltar, que todos os testes foram repetidos cinco
vezes para assegurar maior confiabilidade dos resultados obtidos.

Ao estudarem a susceptibilidade de algas aclorofiladas - Prototheca zopfii frente
aos processos de pasteurizacdes lenta e rapida do leite, MELVILLE et al. (1999),
observaram que 85 % dos isolados testados apresentaram resisténcia em pelo menos
um dos testes realizados, tendo concluido que, as variacbes de tempo e temperatura
utilizados nos procedimentos de tratamento térmico, poderiam determinar variacdes na
eficiéncia do método de pasteurizacdo relativos a estes microrganismos.

A resisténcia de leveduras e fungos filamentosos apds tratamento térmico
representa sério problema para o leite e seus derivados, pois podem influenciar as
caracteristicas organolépticas de derivados lacteos como os queijos (JODRAL et al.,
1993). Além disso, a contaminacdo destes produtos com estes microrganismos pode
representar potencial via de transmissao dos mesmos, bem como de suas toxinas para
o homem (RUZ-PERES, 2005). Neste sentido, VASQUEZ-BELDA (1995) relatou a
presenca de fungos toxigénicos em queijos com alta umidade e consisténcia mole.
Outro derivado lacteo altamente consumido pela populacdo mundial, e que pode sofrer
influéncia da presenca de fungos é o iogurte. JORDANO et al. (1989) isolaram algumas
espécies de Aspergillus nestes produtos, enquanto LI & LI (1998) ao analisar amostras
de iogurte verificaram um total de 67,33 % contaminadas por fungos filamentos e
leveduras, apresentando uma meédia de 39,5 X 102 U.F.C./mL para os fungos
filamentosos e incontaveis para as leveduras. Por sua vez SUZZI et al. (2003) isolaram
um total de 179 leveduras em amostras de manteigas, as mais frequentes, foram
identificadas como Trichosporon asahii (45), C. parapsilosis (33), Rhodotorula
mucilaginosa (32), Candida iconspicua (29).

A pasteurizacdo rapida é um tratamento térmico que visa eliminar os

microrganismos patogénicos que possam contaminar o leite, tornando-o um produto
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inbcuo ao consumo humano (BRASIL, 2002). No entanto, mediante o exposto,
verificamos a possibilidade da persisténcia de fungos no leite pasteurizado e fervido,
especialmente no que se refere a pasteurizacdo rapida, o que pode representar risco ao
consumidor. Assim sendo, a resisténcia de leveduras apos a realizacdo de tratamento
térmico, representa um risco para o consumo de leite e seus derivados, tendo em vista
gue estes microrganismos podem vir a causar doencas no consumidor, além é claro, de

interferirem na elaboracéo de derivados lacteos.
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VIl. CONCLUSOES

De acordo com os objetivos do estudo e os resultados obtidos, foi possivel tecer as

seguintes conclusdes:

e Foi isolada uma variedade de espécies de leveduras nas amostras de leite
analisadas, sendo as mais isoladas Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida

tropicalis.

e A maior atividade desinfetante in vitro foi verificada para a clorexidina, porém a
utilizacdo do hipoclorito de sddio como agente desinfetante ainda é muito comum nas
propriedades leiteiras do Brasil, uma vez que o produto apresenta baixo custo comercial
gquando comparado aos demais desinfetantes. Conclui-se também neste item, a
necessidade de avaliacdo periddica dos desinfetantes utilizados no pré e pés-dipping,
pois existem variagdes no perfil de sensibilidade e resisténcia que podem comprometer

0s programas de controle da mastite bovina causada pelas leveduras emergentes.

e O processo de pasteurizacdo rapida foi o procedimento no qual houve maior
sobrevivéncia por parte das leveduras submetidas ao teste na metodologia aplicada,
seguido pelo processo de fervura e o de pasteurizagcao lenta o que pode representar
potencial risco ao consumo de leite e seus derivados, tendo em vista que estes
microrganismos podem vir a causar doencas, principalmente em criancas e idosos, bem
como podem interferir com os procedimentos utilizados na elaboragdo de derivados

lacteos.
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