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PENHA. D.A.B; COSTA, F.N. Mastite bovina na llha de S&o Luis, MA:
frequéncia, etiologia e perfil de sensibilidade de bactérias aos
antimicrobianos [Bovine mastitis in Island of S&o Luis, MA: frequency, etiology
and sensitivity of bactéria to antimicrobial]. 2008. 98f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Veterinarias) - Universidade Estadual do Maranhdo, Sdo Luis,
20009.

RESUMO

A mastite bovina causa grandes perdas econdmicas para o rebanho leiteiro,
interferindo na produtividade e na qualidade do leite. Objetivou-se nessa
pesquisa determinar a frequéncia, a etiologia e o perfil de sensibilidade
antimicrobiana das cepas bacterianas isoladas de vacas leiteiras. Foram
avaliadas 217 vacas de 14 propriedades situadas nos municipios de Sédo Luis,
Paco do Lumiar, Sdo José de Ribamar e Raposa, no estado do Maranhao,
utilizando-se os testes da caneca de fundo escuro e California Mastitis Test
(CMT). Dos 857 quartos mamarios avaliados, 27 (3,12%) apresentaram mastite
clinica e 215 (25,08%) apresentaram mastite subclinica. Das amostras
reagentes ao CMT, 69 apresentaram escore 1 +, 103 escores 2 + e 43 escore 3
+. Foram colhidas 242 amostras de leite positivas para mastite clinica e
subclinica e realizadas analises microbioldgicas para o isolamento e
identificagdo dos microrganismos. O perfil de sensibilidade antimicrobiana das
cepas isoladas de leite foi avaliado pelo método de difusdo em discos, frente a
14 antimicrobianos, utilizando-se a técnica de difusdo em discos. Das amostras
positivas, isolou-se  Staphylococcus coagulase positivo  (14,23%),
Staphylococcus coagulase negativo (26,42%) e S. aureus (14,23%),
Streptococcus spp. (20,33%), Corynebacterium spp. (4,13%), Leveduras
(2,44%) e Bacilo Gram negativo (1,24%). Em 15,70% das amostras, ndo houve
crescimento microbiano. Os antimicrobianos que apresentaram maior eficacia
contra S. coagulase negativo, S. coagulase positivo e S. aureus foram a
vancomicina, sulfa+trimetropim, bacitracina e gentamicina, respectivamente. A
bacitracina, vancomicina e amoxicilina foram os antimicrobianos mais eficazes
contra as cepas de Streptococcus spp. O Staphylococcus coagulase negativo
foi o agente etiolégico isolado com maior freqiiéncia e apresentou maior perfil
de multirresisténcia, nos quais 32,65% foram resistentes a mais de 8
antimicrobianos, simultaneamente. Os resultados indicam a necessidade de
adocado de medidas de prevencdo e controle da mastite e do tratamento ser
baseado no perfil de sensibilidade antimicrobiana dos microrganismos
causadores da doenca.

Palavras-chave: mastite, bovinos, microrganismos, antimicrobianos



PENHA. D.A.B. Bovine mastitis in Island of S&o Luis, MA: frequenc v,
etiology and sensitivity of bactéria to antimicrobi al [Mastite bovina na llha
de Séo Luis, MA: frequéncia, etiologia e perfil de sensibilidade de bactérias aos
antimicrobianos] 2008. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinérias) -
Universidade Estadual do Maranh&o, Sao Luis, 2009.

ABSTRACT

The bovine mastitis causes great economic losses to the dairy herd, interfering
with the productivity and quality of milk. The objective of this research was to
determine the frequency, etiology and antimicrobial susceptibility profile of
bacterial strains isolated from of dairy cows. 217 dairy cows were evaluated of
14 properties located in S&o Luis, Paco do Lumiar, Sdo José de Ribamar and
Raposa, state of Maranh&o, using Tamis and California Mastitis Test (CMT). Of
857 rooms mammary evaluated, 27 (3.12%) had clinical mastitis and 215
(25.08%) subclinical mastitis. In samples of reagents to CMT, 69 showed score
1 +, 103 scores 2 + and 43 score 3 +. 242 milk samples positive for clinical and
subclinical mastitis were collected and microbiological analysis for the isolation
and identification of microorganisms. The profile of antimicrobial susceptibility of
strains was estimated by the method of distribution in disks, using the 14
antibiotics agents, using the technique of diffusion discs following. Coagulase
positive Staphylococcus (14.46%), coagulase negative Staphylococcus
(26.86%) and S. aureus (14.46%), Streptococcus spp. (20.66%),
Corynebacterium spp. (4.13%), yeasts (2.48%) and Gram negative bacilli
(1.24%) were isolated of samples. There was not microbial growth in 15.70% of
the samples. The antibiotics that showed greater efficacy to coagulase negative
Staphylococcus, coagulase-positive Staphylococcus and S. aureus were
vancomycin (96.0%, 95.9% and 96%), sulfa + trimetropim (92.0%, 77.5% and
96%), bacitracin (89.8%, 94.0% and 92,9%) and gentamicin (72.0%, 71.4% and
92.6%), respectively. The bacitracin (93.4%), vancomycin and amoxicillin
(92.6%) were the most effective antimicrobial agents against strains of
Streptococcus spp. The coagulase-negative Staphylococcus was the etiologic
agent most frequently isolated and showed higher profile of multiresistance in
which 32.65% were resistant to more than 8 antimicrobials, simultaneously. The
results indicate the need for adoption of measures for prevention and control of
mastitis and treatment based on the profile of antimicrobial sensitivity of
microorganisms causing disease.

Key words: mastitis, bovine, microorganisms, antimicrobial
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1. CAPITULO 1: INTRODUGCAO

O leite é considerado o mais nobre dos alimentos, pois fornece todos os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento do organismo (DIAS, 2007). A
qualidade deste alimento esta diretamente relacionada com a qualidade
higiénica da ordenha, e esta se inicia com a sanidade do rebanho, visto que
muitas enfermidades do gado leiteiro afetam a composicdo e a qualidade
microbiolégica do leite (SOMMERHAUSER et al.,, 2003; DINGWELL et al.,
2004).

A mastite bovina € a principal doenca que influencia nos padrdes de
qualidade do leite e seus derivados (MULLER, 2002). Segundo Brabes (1999),
ela é a reacao inflamatoria da glandula mamaria, que pode ser provocada por
fatores fisiologicos, traumaticos, alérgicos, metabdlicos, psicoldgicos, mas
principalmente por agentes infecciosos. Os microrganismos causadores da
infeccdo invadem o canal do teto e multiplicam-se no interior da glandula
mamaria, provocando lesfes ao tecido glandular. Estas lesfes resultam na
reducdo da producéo leiteira, alteracbes nas caracteristicas fisico-quimicas do
leite e contaminacdo do alimento com microrganismos causadores de
intoxicacoes alimentares. (WATTIAUX, 1999; DELLA LIBERA et al., 2001).

Na mastite, a extensdo da reacao inflamatoria varia de acordo com a
natureza do estimulo e a capacidade de resposta imunologica do animal
(MEDEIROS, 2008). Respostas inflamatorias que resultam em mudancas
evidentes no tecido mamario (edema, aumenta de temperatura, endurecimento
e dor) e/ou mudanca no aspecto da secrecao lactea (grumos, pus ou coagulos)
denominam-se mastite clinica (BRADLEY, 2002). Por outro lado, as respostas
inflamatérias com auséncia de alterac6es visiveis no leite ou no Ubere, porém,
com aumento do ndimero de células somaticas no leite e com reducdo da
producao leiteira, denominam-se mastite subclinica (DIAS, 2007).

As pesquisas realizadas, em varias regibes do Brasil, mostram que a
frequéncia da mastite subclinica é mais elevada que a mastite clinica,
observando valores de 16,50% a 41,10% na frequéncia da forma sem sinais
clinicos, em rebanhos leiteiros (SAMARA et al., 1996; ALMEIDA e SILVA,
1998; BRITO et al., 1999;RIBEIRO et al., 2003; FERREIRA et al., 2007).



Segundo Santos e Fonseca (2007), para cada caso clinico da mastite, ha dez
casos subclinicos no rebanho. Este fato representa um importante aspecto
epidemioldgico, pois a mastite subclinica contribui para a manutencdo de
fontes de infeccdo, disseminando os agentes infecciosos pelo rebanho e
provocando inUmeras perdas econdmicas, de forma quase imperceptivel ao
produtor (COSTA et al., 2001).

O desencadeamento da mastite esta relacionado a complexa triade:
animal, agente etiologico e meio ambiente, fazendo desta uma enfermidade
multifatorial (MEDEIROS, 2008). Os principais fatores relacionados ao animal
sdo o0 numero de paricbes, o estadio de lactacdo, a alta producdo e
conformacéo do Ubere e tetos (COENTRAO et al., 2008). As instalacées, o
clima e os procedimentos durante a ordenha, tais como a desinfeccdo dos
tetos, funcionamento e higiene dos equipamentos de ordenha, habitos
higiénicos dos ordenhadores s&o importantes fatores relacionados ao meio
ambiente (SOUZA et al., 2005). Quanto aos fatores relacionados ao agente
etiologico, destacam-se a espécie, a quantidade, a patogenicidade e a
infectividade do microrganismo. Estes dltimos fatores determinam
consideravelmente, as caracteristicas epidemiologicas da mastite bovina
(PRESTES et al., 2003).

De acordo com o tipo de microrganismo causador, a mastite pode ser do
tipo ambiental ou contagiosa. A primeira é causada por patdgenos cujo
reservatorio é o ambiente em que a vaca vive, principalmente onde ha acumulo
de fezes, urina, barro e camas orgéanicas. Caracteriza-se por alta frequéncia de
casos clinicos, geralmente de curta duracdo, com manifestacdo aguda. A
maioria das novas infec¢des ocorre no periodo entre ordenhas (COSTA et al.,
1998; BEAUDEAU et al., 2002).

Os Streptococcus spp. sdo considerados o grupo de microrganismos de
maior importancia na etiologia das mastites ambientais em ruminantes
(SANTOS et al, 2007). Sdo bactérias em forma de cocos, com arranjo em
cadeia, gram-positivas, catalase negativa, que possuem mais de 50 espécies
(INNINGS et al., 2005). Autores descrevem 0s Streptococcus spp. cOmo 0S

principais agentes relacionados com casos clinicos da mastite, de dificil



tratamento, devido a elevada resisténcia ao tratamento antimicrobiano (COSTA
et al., 1995; COSTA et al.,, 1998; RIBEIRO et al., 2001).

Outros agentes importantes das mastites ambientais sdo as bactérias
pertencentes ao grupo dos coliformes e as leveduras. Os coliformes sé&o
bactérias em forma de bastonetes Gram negativos que habitam o solo e o trato
intestinal de animais, apresentando grande capacidade de multiplicacdo nesses
locais. Por produzirem endotoxinas potentes, essas bactérias possuem
importancia clinica, pois podem provocar episodios de severa manifestacao
clinica, com sinais sistémicos, que levam o animal ao choque e morte
(OLIVEIRA et al., 2000). Em relacéo as leveduras e fungos filamentosos, estes
tém sido considerados patégenos ambientais emergentes, em funcdo do uso
abusivo dos antibioticos no tratamento de mastites bacterianas (COSTA et al.,
2008). As leveduras causam infec¢Bes intramamarias crbnicas que, muitas
vezes, implica na esterilizagdo dos quartos infectados ou no descarte dos
animais acometidos (ELAD et al., 1995).

A inflamacdo da glandula mamaria causada por microrganismos que
habitam, principalmente, o interior da glandula mamaria e a superficie da pele
dos tetos, denomina-se mastite contagiosa. A ordenha constitui o principal
momento de transmissdo dos agentes contagiosos, a partir da contaminacéo
dos tetos por meio de teteiras, mdos do ordenhador e panos utilizados na
limpeza e secagem do Gbere (SVILAND e WAAGE, 2002). E caracterizada por
baixa freqiiéncia de casos clinicos e alta freqiéncia de casos subclinicos,
geralmente de longa duracdo (SANTOS e FONSECA, 2007). Vérios estudos
epidemiologicos sobre a etiologia da mastite bovina revelam que os
microrganismos de origem contagiosa sao os mais freqientes e os principais
agentes sdo Staphylococcus spp., Streptococcus agalactiae e Corynebacterium
spp. (BARBALHO e MOTA, 2001; VOLTOLINI et al., 2001; ZSCHOCK et al.,
2004; ZAFALON et al., 2005).

O género Staphylococcus € apontado como a principal etiologia das
mastites clinicas e subclinicas em varias regides do Brasil (NADER et al., 1985;
LANGONI et al., 1991; LONGO et al., 1994; COSTA et al, 1995;
LANFFRANCHI et al., 2001; ALMEIDA et al., 2005; FREITAS et al., 2005;



FERREIRA et al., 2007). Sao bactérias cocoéides, Gram positivas e mesdfilas,
produtoras de enzimas coagulase, hemolisinas e DNAse, além de véarias
toxinas (CARTER, 1988). A espécie Staphylococcus aureus destaca-se como 0
microrganismo de maior ocorréncia em casos subclinicos, podendo estar
presente em cerca de 50% das infec¢des subclinicas da glandula mamaria dos
bovinos leiteiros (FREITAS e MAGALHAES, 1990; LANGONI et al., 1991; SA et
al., 2000; BARBALHO e MOTA, 2001; BUENO et al., 2003; ALMEIDA et al.,
2005). Paralelamente, o S. aureus é considerado um microrganismo de grande
relevancia na Saude Publica devido a producdo de toxinas causadoras de
intoxicagdes alimentares e diversas formas de alergia e doencas auto-imunes
(JAY, 1994; BALABAN e RASOOLY, 2000; DINGES et al., 2000; ZECCONI e
HAHN, 2000; SA et al., 2004).

Outras espécies de Staphylococcus que tém recebido destaque sao as
pertencentes ao grupo coagulase negativo. Apesar de serem considerados
patdgenos secundarios da mastite, alguns trabalhos tém apontado os
Staphylococcus coagulase negativo como o0s patdégenos mais frequentemente
isolados nas mastites clinicas e subclinicas em rebanhos leiteiros, destacando
a resisténcia das cepas bacterianas a varios antibidticos e a capacidade de
formacdo de biofiimes (ARCHER E CLIMO, 1994; GENTILINI et al., 2002;
MACHADO et al., 2008; MEDEIROS, 2008).

Outro género bacteriano da mastite contagiosa € o Corynebaterium spp.
Ele é considerado um agente de baixa patogenicidade (secundario), porém é o
mais contagioso dos microrganismos isolados dos casos de mastite bovina
(VICTORIA et al., 2005). S&o bactérias aerobias, gram-positivas e imoveis, que
se apresentam em grupamentos celulares paralelos (“palicadas”) ou criss-
crossing (“letras chinesas”) com formas cocoide, bastonete, em clava e
filamentosa (HIRSH e ZEE, 2003). A espécie de maior importancia na mastite é
C. bovis, isolada, quase exclusivamente, do canal do teto da glandula mamaria,
e estd associada com elevacdo da contagem de células somaticas (CCS) no
leite (QUINN et al., 1994; ZAFALON et al., 2005).

Uma medida primaria no programa de controle da mastite € a

identificacdo dos animais com a enfermidade. O diagnostico da mastite clinica



é realizado pela inspe¢cdo e palpacdo do Ubere, verificando as alteragcbes
inflamatorias, e com auxilio da caneca de fundo escuro ou telada, visualiza-se
alteracbes macroscopicas do leite como coagulos, grumos ou pus, nos
primeiros jatos de leite da ordenha (ROSENBERG 1989; RIBEIRO et al., 2003).

O diagnéstico da mastite subclinica € baseado em alteracdes celulares
no leite. Um método pratico, muito utilizado a campo, que estima a CCS no
leite € o California Mastitis Test (CMT) (THIERS et al., 1999). Este método
baseia-se na reacdo de um detergente aniénico (alquil-lauril sulfonato de sddio)
capaz de emulsionar os lipideos das membranas dos leucdcitos presentes no
leite, liberando o material nuclear (DNA), altamente viscoso. De acordo com a
intensidade da reacédo classifica-se em negativa (0 a 200.000 células/mL),
tracos ou suspeitos (150.000 a 400.000 células/mL), leve ou 1+ (300.000 a
1.000.000 células/mL) moderada ou 2+ (700.000 a 2.000.000 células/mL) e
intensa ou 3+ (maior que 2.000.000) (SCHALM et al, 1971). Voltolini et al.
(2001) ressaltam que o inicio e o final da lactacdo sdo as fases mais
estressantes para a vaca, razdo pela qual apresentara, naturalmente, uma
elevada contagem de células somaticas, portanto, apresentando CMT falso-
positivo.

Além do diagnostico dos animais doentes, o tratamento antimicrobiano
dos casos clinicos de mastite durante a lactacdo e subclinicos durante o
periodo seco exerce um papel fundamental no controle da doenca, pois reduz
as infeccdes intramamarias e provaveis fontes de infeccdo (ERSKINE et al.,
1993). O sucesso da antibioticoterapia depende principalmente da selecdo do
antimicrobiano apropriado e do uso correto e racional do medicamento. De
acordo com Andrei (1999), os antimicrobianos mais utilizados no tratamento da
mastite sdo amoxicilina, ampicilina, penicilina, enrofloxacina, estreptomicina,
gentamicina, oxitetraciclina, sulfa+trimetropim e tetraciclina.

Apesar do mercado disponibilizar varias op¢des de medicamentos
antimicrobianos para o tratamento da mastite, o ideal é que a escolha seja
baseada no isolamento, cultivo e perfil de sensibilidade antimicrobiano do
agente etiologico da mastite (SPNOSA, 2006). Tal fato é justificado pela

constatacdo do surgimento de microrganismos isolados de casos de mastite



bovina resistentes a varios antibiéticos e quimioterapicos (TEALE e DAVID,
1999).

Diversos estudos sobre a susceptibilidade antimicrobiana de patégenos
da mastite apontam para um aumento crescente no padrdo de resisténcia,
especialmente dos Staphylococcus spp. Tem sido registrado também o
fendbmeno de mudltipla resisténcia antimicrobiana em microrganismos isolados
de bovinos (VARGAS et al., 1996; LANGE et al., 1997; ANDRADE et al., 2000;
VIEIRA-DA-MOTA et al., 2000; GENTILINI et al., 2002; CORREA et al., 2005;
MACHADO et al., 2008). Fatores que tem contribuido, ao longo dos anos, para
a selecdo de bactérias resistentes a antibioticos, tornando-as predominantes
sdo as indicacOes terapéuticas realizadas de forma empirica, com 0 uso
excessivo de antibioticos e aplicacdes sub-terapéuticas, situacdes comuns em
vérias regides brasileiras (BARBERIO et al., 2002; MOTA et al., 2008).

Hirsh e Zee (1999) enfatizam que uma cepa bacteriana sensivel pode
adquirir resisténcia a diversos agentes antimicrobianos e ter o potencial de
passar esses genes de resisténcia para outras, independente de espécies ou
géneros bacterianos, representando risco para saude animal e para Saude
Publica. Assim, como forma de impedir a resisténcia bacteriana em rebanhos,
torna-se cada vez mais imprescindivel que a escolha do medicamento a ser
utilizado no tratamento da mastite bovina seja baseada no conhecimento do
perfil de sensibilidade das cepas isoladas frente aos antibioticos e
quimioterapicos (NADER et al, 2007).

O diagnostico e tratamento da mastite devem ser acompanhados de
outras medidas de controle, principalmente aplicadas durante a ordenha, tais
como a higienizacdo das instalacdes, utensilios e equipamentos de ordenha,
higiene pessoal do ordenhador, utilizagdo de substancias germicidas nos tetos
antes e apds a ordenha e tratamento e segregacdo dos animais com casos
clinicos da doenca (COSTA et al.,, 1999). Estes procedimentos evitam a
disseminacgao de agentes infecciosos da mastite, podendo reduzir a frequéncia
da enfermidade no rebanho, em niveis economicamente aceitaveis, uma vez
que sua erradicacao ndo se apresenta como uma meta viavel (PRESTES et al.,
2003).



Apesar dos avancos tecnoldgicos surgidos na cadeia produtiva do leite,
a mastite ainda é considerada um problema sério no panorama da pecuaria
nacional, acarretando prejuizos relevantes para este setor. As perdas
econOmicas devem-se aos custos com o tratamento, descarte precoce de
vacas, reducdo da producao leiteira e menor rendimento dos derivados lacteos
(RADOSTITS et al., 2002; LANGONI, 2001). Para um pais que tem produzido
alimentos de qualidade compativel com os padrbes de exigéncias
internacionais, esta € uma das doencas que deve ser prevenida e controlada a
fim de proporcionar para a populacdo um alimento seguro e de boa qualidade
nutricional.

Diante das consideracdes apresentadas e verificando que no estado do
Maranhdo ndo se conhece a frequéncia e a etiologia das mastites clinica e
subclinica, pois ndo ha estudos que evidenciem o0s aspectos epidemiolégicos
da doenca e a resisténcia antimicrobiana de agentes infecciosos da mastite, é
que realizou-se esta pesquisa com 0s seguintes objetivos:

» Determinar a frequéncia da mastite clinica e subclinica de vacas
leiteiras da Illha de S&o Luis, MA,;

e Pesquisar os microrganismos causadores da mastite;

» Realizar a identificacdo bioquimica das cepas de Staphylococcus spp.;

» Submeter as cepas bacterianas isoladas a testes de sensibilidade “in
vitro” a antimicrobianos;

» Obter informacdes epidemiologicas sobre a mastite bovina na Ilha de
Sao Luis, MA.

Estruturalmente este trabalho esta dividido em dois capitulos a seguir,
sendo o primeiro “Frequéncia e etiologia da mastite clinica e subclinica em
rebanhos bovinos da llha de Séo Luis, MA” e o segundo “Perfil de sensibilidade
antimicrobiana “in vitro” de cepas de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.
isoladas de vacas com mastite da Ilha S&o Luis, MA”. Os capitulos foram
elaborados na forma de artigos cientificos, sendo o primeiro de acordo com as
normas da Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia e o
segundo obedecendo as normas da Revista Arquivos do Instituto Biolégico, os

quais serdo submetidos a publicacéo.



2. CAPITULO Il

*Apresentado segundo as normas da Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnia



FREQUENCIA E ETIOLOGIA DA MASTITE EM BOVINOS DA ILH A DE
SAO LUIS, MA
Daniela Aguiar PenHalara dos Santos da Silva Oliveir&ernando Almeida de
Souz§; Francisca Neide Costa
RESUMO
Com o objetivo de pesquisar a frequiéncia e a efimlda mastite clinica e subclinica,
foram avaliadas 217 vacas de 14 propriedades tacks em S&o Luis, Paco do
Lumiar, S&o José de Ribamar e Raposa, no estaMadmhao, utilizando-se a caneca
de fundo escuro e €alifornia Mastitis Test(CMT). Dos 857 quartos mamarios
avaliados, 27 (3,12%) apresentaram mastite clieical5 (25,08%) apresentaram
mastite subclinica. Das amostras reagentes ao GBI Bpresentaram escore 1 +, 103
escores 2 + e 43 escore 3 +. As amostras de legiivas para os testes foram
submetidas ao exame microbiolégico para o isolameat identificacdo dos
microrganismos envolvidos. Das 242 amostras de laitalisadas, 204 (84,29%)
apresentaram crescimento de microrganismos e €idb3B)%) ndo houve crescimento.
Os microrganismos isolados foraftaphylococcuscoagulase negativa (26,42%),
Staphylococcugoagulase positiva (14,23%, aureus(14,23%), Streptococcuspp
(20,33%), Corynebacteriumspp. (3,25%), leveduras (2,44%) e bastonetes Gram
negativos (1,22%). Os resultados mostram uma edgué€ncia de quartos mamarios
com mastite clinica e subclinica e o agente eticbdgais freqientemente isolado foi
Staphylococcusoagulase negativa, indicando a necessidade d@i@die medidas de
controle e de melhorar as condi¢des de higienentRieaordenha.

Palavras-chave:mastite, bovinos, CMT, caneca telada, microrgangsmo
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FREQUENCY AND ETIOLOGY OF CLINICALLY AND SUBCLINICA LLY
MASTITIS IN DAIRY COWS IN SAO LUIS ISLAND, MA

ABSTRACT

Aiming to find the frequency and etiology of subatial and clinical mastitis, 217 cows
were evaluated in 14 properties located in Pacauduiar, Sdo José de Ribamar and
Raposa, state of Maranhao, Brazil, using TamisGaldornia Mastitis Test (CMT). Of
857 rooms mammary evaluated, 27 (3.12%) had climuastitis and 215 (25.08%)
subclinical mastitis. In samples of reagents to CI&9 showed score 1 +, 103 scores 2
+ and 43 score 3 +. The milk positive samples fog tests were subjected to
microbiological tests for the isolation and ideictition of infectious agents. Of the 242
samples of milk examined, 204 (84.29%) had growthmicroorganisms and 38
(15.70%) had not growth. The microorganisms isdlateere coagulase negative
Staphylococcug26.42%), Staphylococcuscoagulase positive (14.23%%. aureus
(14.23%),Streptococcus spp§20.33%),Corynebacterium sp3.25%), yeast (2.44%)
and Gram negative bacilli (1.22%). The results shdwgh frequency of breast quarters
with clinical and subclinical mastitis arfstaphylococcugoagulase negative was the
etiologic agent most frequently isolated was, iatlig the need for adoption of control
measures aimed at improving hygiene conditionsndumilking.

Key-words: mastitis, CMT, Tamis, microorganisms.

INTRODUCAO

A mastite bovina continua sendo uma das doencasait® impacto econémico
na cadeia produtiva do leite (Moroni et al., 2008s perdas econdémicas envolvem
tanto as propriedades de criagdo com finalidad¢éeid@i como as industrias
beneficiadoras. Nas propriedades rurais, essa neidi@le ocasiona custos com
tratamento, descarte precoce de animais doentedugdo na producdo de leite. Nas
industrias, o leite obtido de vacas com mastitemonee diminuicdo da qualidade e
rendimento dos produtos lacteos, bem como pdemisam a seguran¢a dos alimentos
pela veiculacdo de agentes patogénicos para os bareanos (Costa et al., 1999;
Zafalon et al., 2005).

O processo inflamatorio da glandula mamaria podepsevocado por varios



microrganismos infecciosos, que penetram atravé&swdal do teto, onde se multiplicam
e danificam o tecido glandular (Wattiaux, 1999).idMde 80 diferentes microrganismos
causadores da mastite foram identificados, madegjtransmitidos para outros animais
durante a ordenha, os chamados contagiosos, séme@uos os de maior ocorréncia
(Fagundes e Oliveira, 2004).

Estudos epidemiologicos realizados no Brasil mostcpie as bactérias mais
freqientemente isoladas de casos de mastites sd@lmsagiénerosStaphylococcus,
Streptococcug CorynebacteriumLongo et al., 1994; Costa et al., 1995; Barbatho
mota, 2001; Laffranchi et al., 2001; Ferreira et 2007). Destaca-seSiaphylococcus
spp. como o0 grupo de maior importancia e ocorréncia nos rhetermundiais e de
tratamento mais dificil devido a elevada resist&naos antibioticos e a diversos
mecanismos de viruléncia (Zecconi & Hahn, 2000jt&seet al., 2005). A espéct
aureuspossui grande relevancia na saude publica, emdertia alta freqiiéncia de
isolamento em leite cru e da capacidade de caongaticacOes alimentares em seres
humanos (Jay, 1994; Dinges et al., 2000).

Um aspecto caracteristico da mastite bovina € a fadfquéncia da forma
subclinica nos animais, fator que dificulta o sentwle nos rebanhos leiteiros (Costa et
al., 2001). Assim, uma das principais medidas ddrote da mastite é a eficacia no
diagndstico dos animais doentes, a identificac&oadentes causadores e a eliminacéo
da infeccdo mamaria (Radostis et al., 2002; Ze¢c@246).

O Califérnia Mastitis Test (CMT) € um método prético e popular,
internacionalmente aceito para diagnoéstico de camagomastites sublinicas (Schalm e
Noorlander, 1957). Quando aliado a analise mictobica do leite e apoiado em teste
de sensibilidaden vitro a antimicrobianos, estes testes oferecem orientpaé® o
tratamento e para as medidas de controle da mastiea em propriedades leiteiras
(Brito et al., 1999; Cunha et al., 2006).

No Brasil, de modo geral, o leite é obtido sob ogies higiénico-sanitarias
deficientes quanto ao manejo e higiene da orderimra, limpeza e desinfeccdo dos
equipamentos e utensilios de forma inadequadaxesié@ecia de qualificacdo da méo de
obra (Monteiro et al., 2007). Em consequénciagsgrta condi¢cdes predisponentes ao
surgimento dos casos de mastite bovina, o que podstituir um fator da baixa

produtividade leiteira e risco a saude da populagitsumidora, situagcdo comum na



regido Nordeste (Martins e Albuquerque, 1999; Cat&teballos, 2001; Padilha et al.,
2001).

Assim, diante das consideracfes apresentadas tatemu®-se a auséncia de
estudos sobre mastite em rebanhos leiteiros ndaedta Maranhéo, objetivou-se neste
trabalho determinar a frequéncia e a etiologia Mastites clinica e subclinica em

rebanhos leiteiros da llha de Sao Luis, MA.

MATERIAL E METODOS

No periodo entre margo a julho de 2008, foram eradas 217 vacas leiteiras
procedentes de 14 propriedades leiteiras situasksnoinicipios de Sao Luis, Paco do
Lumiar, Raposa e S&o José de Ribamar, estado danN&o. O rebanho amostrado
constituiu-se de vacas primiparas e multiparas, pemiodo médio de lactacéo,
submetidas a ordenha mecénica e/ou manual, déoésgadesa e de cruzamentos desta
com ragas zebuinas, criadas em sistema semi-mbensi ndo submetidas a
antibioticoterapia por até uma semana antes daitalH-oi aplicado um questionario
epidemiolégico aos responsaveis pelo rebanho paraokger informacfes sobre
procedimentos da ordenha e medidas de controlevemeao da mastite adotadas nas
propriedades (Apéndice 1).

As vacas em lactacao foram submetidas ao exameoctia glandula mamaria e
ao teste da caneca de fundo escuro, para deteecamgtite clinica, e aGalifornia
Mastitis Test(CMT), para deteccdo da mastite subclinica (Schatmal., 1971;
Rosenberg 1989). Apds a lavagem e desinfeccdo etos tom alcool a 70%, as
amostras de leite positivas para um dos testemfomhidas, de forma asséptica, em
frascos estéreis, na quantidade de 10 mL, idemtifis e transportadas em caixas
isotérmicas, sob refrigeracdo, para o LaboratogoBdcteriologia da Universidade
Estadual do Maranhao (UEMA), onde foram analisadas.

Aliguotas de 0,01 mL (10 pL) da amostra de leitaffosemeadas em placas de
Agar sangue base, contendo 5% de sangue de cadesfibrinado, e incubadas em
estufa bacteriolégica a 37°C, realizando-se leitpas 24, 48 e 72 horas. Foram
observadas as caracteristicas morfologicas dasiaslfaspecto, tamanho, coloracdo e
tipo de hemodlise), as caracteristicas morfotini®r@das células microbianas (forma,

arranjo e cor) e caracteristica bioquimica (produci catalase). A partir das



observacoes, realizou-se, entéo, a identificacélassificagdo dos géneros bacterianos
(Lennette et al., 1985; Carter, 1988).

As coldnias deStaphylococcuspp. foram semeadas em tubos contendo Agar
Soja Tripticase (TSA) inclinado, incubados a 37°@ R4 horas e estocados sob
refrigeracdo. Posteriormente, esses isolados fetdmmetidos as provas bioquimicas de
producao de coagulase livre, DNase e acetoinagfeapdo da glicose (anaerobiose) e
do manitol (aerobiose e anaerobiose), segundo wiegid de Mac Faddin (1980) e
Silva et al. (1997). Em seguida, foi realizada eaci®rizacdo dos estafilococos em
Staphylococcus aureuStaphylococcusoagulase positivo 8taphylococcusoagulase
negativo, de acordo com Baird-Parker (1990).

A analise estatistica dos dados obtidos foi do tipscritiva, calculando-se as

freqUéncias absoluta e relativa e os parametroétiane proporcédo (Sampaio, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas 217 vacas leiteiras, totalizand® @&artos mamarios, nos
quais 857 apresentavam-se funcionais e 11 naoeingisi (Qquartos secos ou perdidos).
Dos 857 quartos mamarios funcionais avaliados, 2282,23%) apresentaram
inflamacédo da glandula mamaria, nos quais 27 (3)1@66 mastite clinica e 215
(25,08%) por mastite subclinica (Tab. 1). A frequé&ndos quartos mamarios com
mastite, neste estudo, encontra-se com indicenetiério quando comparadas aos
resultados de outras pesquisas realizadas emrdésreegidoes do Brasil. Foi superior
aos estudos de Lins e Marreiros (1992), Samarh €t%®6) e Almeida e Silva (1998)
que verificaram indices de 21,94%, 16,50% e 18,8@%pectivamente. Entretanto, foi
inferior aos estudos de Costa et al. (1997), Ribetral. (2003) e Ferreira et al. (2007),
com frequéncia de 66,80%, 37,69% e 41,10%, resjaecteinte.

Avaliando a propor¢ao de quartos mamarios com teastnica e subclinica nos
rebanhos leiteiros estudados, verificou-se quevestau de 1:2 a 1:28, com uma média
de 1:8. Resultados semelhantes foram observadosCpsta et al. (2001) que
observaram uma variacdo da proporcdo da mastitieale subclinica de 1:2 a 1:43,
com uma média de 1:7, em rebanhos leiteiros de dMiBarais e Sdo Paulo. Os
resultados confirmam a predominancia da forma &uibal da mastite, um importante

fator epidemiolégico para manutencdo de fontesnfEcgdo no rebanho e, relevante



causa de reducéo significativa na quantidade eialégdade do leite produzido.

Tabela 1: Frequéncia da mastite clinica e subclinica em Ietmieiteiros da llha de

Sao Luis, MA, 2008

Mastite
Animais/quartos N® Clinica Subclinica
N % N %

Vacas 217 16 7,37% 105 48,38%
Quartos Funcionais 857 27 3,12% 215 25,08%
mamarios

Nao 11 - - - -

funcionais

Em 50% das propriedades visitadas, observaram-s@atds com quartos
mamarios nado-funcionais. Conforme relatado pelosdyiores, 3 destes animais
apresentaram inflamacéo cronica da glandula mayremna desenvolvimento de tecido
fibroso, resultando na perda do quarto. Os outnimais foram adquiridos de outras
propriedades com 0s quartos mamarios ja retirddstas situacées provocam perdas
econdmicas significativas para o produtor, viste tpduz a producéo de leite por vaca.
Ressalta-se a importancia do exame e monitorangteacas compradas de outros
locais, principalmente quanto a mastite subclinoés esses animais podem ser fontes
de agentes contagiosos, disseminando-os paramhel@antos e Fonseca, 2007).

Avaliando a ocorréncia da mastite nas 217 vacani@sgas, verificou-se que a
16 (7,37%) dos animais apresentaram mastite alait05 (48,38%) apresentaram pelo
menos um dos quartos com mastite subclinica (TabA frequéncia da mastite
subclinica encontrada foi semelhante aos obseryadloCosta et al. (1999), que
encontraram 46,10% de vacas com mastite subcli@ig#grior a Bueno et al. (2002)
que encontraram frequéncia de 63,68%. Os indicemalgtite clinica e subclinica
encontrados nos animais examinados séo considezbl@glos, pois, segundo Santos e
Fonseca (2007), os valores ideais sdo abaixo de&@% mastite clinica e 15% para
mastite subclinica.

A auséncia de préticas de controle e prevencaoatditey durante a ordenha,



pode explicar a elevada frequéncia da enfermidaderebanhos estudados. Na Bacia
leiteira de llha de S&o Luis, o sistema de produdéibeiro processa-se,
predominantemente, de forma rdstica, baseado remloadmanual, com bezerro ao pe,
com poucos cuidados higiénicos e sanitarios, prabciente durante a ordenha.
Observou-se que, em quase todas as 14 propriediadadas, era realizada a lavagem
dos tetos, porém em apenas duas eram efetuadeageisecom papel toalha individual
procedida de desinfeccdo dos tetos antes da oraggrdmamente numa propriedade era
feita a desinfeccéo dos tetos apos a ordenhaXFitym fator importante na veiculacao
de agentes contagiosos da mastite entre vacassé deupanos coletivos na secagem
dos tetos, procedimento adotado em 12 propriedadggmdas.

Brito et al. (2000) constataram que a lavagem dtsstcom agua seguida de
secagem com papel toalha reduz o nimero de mierigrgas da superficie dos tetos,
mas a reducdo € muito maior quando se emprega sinfetante. De acordo com
Souza et al. (2005), os procedimentos que maigiboatn para evitar a alta contagem
de células somaéticas no leite, o principal indiatia mastite em rebanhos leiteiros, sao
a anti-sepsia dos tetos antes e ap0s a ordenlsagyitam a disseminacédo de agentes
infecciosos e aparecimento de novas infecgdes.

Quanto as préaticas de tratamento e diagnéstico dsatitey em todas as
propriedades visitadas, o tratamento dos casogadirde mastite era uma medida
adotada. No entanto, em 12 rebanhos avaliadostvolosse que as vacas com mastite
clinica e em tratamento, permaneciam com as vdoasamente sadias, durante a
ordenha, constituindo-se como potenciais fontesféecéo para o rebanho. Verificou-
se ainda que nao havia preocupacdo dos produtemess rno diagnostico da
enfermidade no rebanho, pois apenas um realizaxame dos primeiros jatos de leite

pela caneca telada e poucos conheciam o CMT.



Procedimentos durante a ordenha
SIM = NAO
Exame dos primeiros jatos |1 13
Lavagem dos tetos antes da ordenha 13 1

Secagem com papel toalha descartavel 72 12
Desinfeccio dos tetos antes da ordenha 2 12

Desinfecciio dos tetos apos da ordenha [ 13
Linha de ordenha |72 12

Habitos higiénicos adequados do ordenhador [ 13

Figura 1: Medidas de prevencgdao e controle da mastite bodotadas, durante a
ordenha, em 14 propriedades leiteiras da llha dd_88, MA, 2008.

No exame microbioldgico, observou-se que das 24%staas de leite analisadas,
204 (84,30%) apresentaram crescimento de micrsges e 38 (15,70%) ndo houve
crescimento. Os resultados de positividade ao exaimbioldgico foram elevados,
semelhantes ao observado por Beloti et al. (199Badalho e Mota (2001), com
75,60% e 84,50% de positividade ao exame bactgraprespectivamente. De modo
geral, as amostras que apresentaram resultadosiveegao exame microbiologico
podem ser explicadas pela presenca de agentesioges que ndo se desenvolvem nos
meios de culturas utilizados na presente pesquigeela etiologia da mastite ndo ser de
ordem infecciosa, mas traumatica ou alérgica (Deliara et al., 2001).

Observando os resultados do exame microbiologickeiti e os resultados aos
testes do CMT e caneca de fundo escuro (Tab. @)icee-se que o menor isolamento
de microrganismos ocorreu has amostras oriundasagies clinicos da doenca, na qual
7 (25,92%) das 27 amostras de leite ndo houveigresto microbiano. Os resultados
falso-negativos sdo muitas vezes encontrados emsteanale casos clinicos, em virtude
do processo de inflamag&o, no qual os microrgarsspamiem estar no interior de
células fagocitarias, dificultando o isolamentoatnte pela técnicas microbioldgicas

rotineiras. Em alguns casos, a infeccdo pode j&itler eliminada, mas persiste uma



elevada contagem de células somaticas pelo processora das lesées na glandula
mamaria (BRITO et al., 2008)

Tabela 2: Resultados das amostras de leite reagentes aes textalifornia Mastits
Test(CMT) e da caneca de fundo escuro e do exame bddgico, S&o0 Luis-MA,
2008

Testes N° amostras Exame Microbiol6gico
reagentes Positivo Negativo
N % N %
+ 69 52 75,36 17 24,63
CMT ++ 103 92 89,32 11 10,67
4+ 43 40 93,02 03 6,97
Caneca telada 27 20 74,07 07 25,92

Em relagdo a etiologia das mastites clinica e &ubal verificou-se que o
género Staphylococcudoi o principal agente etiolégico da doenca nosantios
(55,78%), nos quais 59,06% dos isolamentos foranades subclinicos da doenca (Tab
3). Apesar da frequéncia do géné&taphylococcugm casos de mastite bovina ser
bastante variavel em pesquisas no Brasil, a maiapanta esta bactéria como
responsavel por mais de 50% das mastites subdimioa rebanhos leiteiros do pais
(Nader et al., 1985; Langoni et al., 1991; Longalet 1994; Lanffranchi et al., 2001,
Almeida et al., 2005; Freitas et al., 2005; Feareiral., 2007).

As infecgBes intramamarias p8taphylococcugstdo relacionadas com falhas
higiénicas durante a ordenha, visto que a prinaij@atle veiculacdo dessa bactéria sao
as maos dos ordenhadores, utensilios e equipamédilizedos na ordenha (Fagundes e
Oliveira, 2004). Observou-se que o sistema de t@l@nedominante nas propriedades
leiteiras da llha de S&o Luis € o manual (13 derbgpriedades), portanto, um ponto
crucial na prevencédo das infec¢des intramamartasilesdcicas deve ser a higiene do
ordenhador. Em quase todas as propriedades visjtaga ordenhadores possuiam
habitos higiénicos inadequados e pouca informaghmesa transmissdo da doenca. Na
Unica propriedade que adotava a ordenha mecanisgnmu-se que o ordenhador
realizava de forma adequada a lavagem e a deshufeleas maos e dos equipamentos de
ordenha, adotando medidas de controle e tratand@nteastite. Entretanto, observou-se

alta frequéncia de isolamento 8¢aphylococcus spi§94,44%) nas amostras de leite



analisadas. Este fato deve-se, possivelmente, lanernsos mecanismos de viruléncia
dos estafilococos que Ihes permitem resisténciati@amentos por antibioticos e
persisténcia no tecido mamario, tais como a formalg abscessos, dificultando seu
controle no rebanho (Piccinini et al., 1999; Yoet@l., 2001).

Tabela 3 Frequéncia dos agentes etiologicos isolados dditmalinica e subclinica

em rebanhos leiteiros, na Ilha de Sao Luis, 2008

Agentes etiolégicos Frequéncia Mastite
Clinica Subclinica
N % N % N %

Staphylococcus coagulase 35 14,46 01 3,70 34 15,81
positivo

Staphylococcus coagulase 65 26,86 02 7,40 63 29,30
negativo

Staphylococcus aureus 35 14,46 05 18,52 30 13,95
Streptococcus spp. 50 20,66 07 2593 43 20,00
Corynebacterium spp. 10 4,13 0 0 10 4,65
Leveduras 06 2,48 05 18,52 01 0,47
Bastonentes Gram negativo 03 1,24 0 0 03 1,40
Sem crescimento 38 15,70 07 2593 31 14,42
Total 242 99,99 27 100 215 100

Dentro do géner&taphylococcusforam isoladas 35 (14,46%) cepas do grupo
Staphylococcusoagulase positivo, 65 (26,86%japhylococcusoagulase negativo e
35 (14,46%)S. aureus Verificou-se que o grupo doStaphylococcuscoagulase
negativo foi o de maior frequéncia de isolamengpeeialmente nos casos subclinicos
da doenca (29,30%). Pesquisas realizadas por Medetral. (2008), no estado de
Pernambuco, Machado et al. (2008), nos Estadogglées sul e sudeste e Bahia, e
Laffranchi et al. (2001), nos estados do ParandcePR&ulo, também constataram este

grupo como o de maior ocorréncia nos casos de teastim isolamento de 22,97%,



14,5% e 68,05%, respectivamente. Em paises coninléanéia (Pitkala et al., 2004),
Estados Unidos (Makovec e Ruegg, 2003) e Bélgimpéps et al., 2007), a frequéncia
do grupo coagulase negativo tem se elevado emtesbtivinas, com indices de 49%,
17% e 50%, respectivamente.

Apesar de serem considerados como patdgenos seosnadsStaphylococcus
coagulase negativo tém merecido destaque, poiatenentado, nos ultimos anos, sua
importancia como causa das infecccbes intramaméanadovinos, sendo associado a
danos no tecido mamario e a reducao significattvardducéo de leite (Gentilini et al.,
2002). Segundo Rupp et al. (2001), Staphylococcugoagulase negativos possuem
capacidade de produzir varias enzimas que os faxkmr as superficies poliméricas
como ordenhadeiras e baldes, produzindo biofilrksse fato, provavelmente, € uma
caracteristica que facilita sua permanéncia no emie sua disseminagcao entre os
animais.

O grupo dos Staphylococcuscoagulase positivo e a espéck aureus
apresentaram iguais frequéncias de isolamento aesscde mastite (14,46%). Estes
grupos destacam-se pela capacidade de producamtdmtexinas causadoras de
intoxicacOes alimentares, altamente resistenteasteprizacdo do leite (Jay, 1994,
Zecconi e Hahn, 2000; Dinges et al., 2000). Obseltwaque 13 das 14 propriedades
visitadas comercializa o leite de forma “in natupafa as comunidades rurais, padarias
e creche da regido, esse produto contaminado Spaphylococcusprodutores de
enterotoxinas pode representar risco para 0S Codstes.

O génerdStreptococcuspp apresentou uma freqtiéncia elevada de 20,66% dos
isolados. Esses indices assemelham-se aos enasnp@adCosta et al. (1995), Costa et
al. (1998) e Nader et al. (1985), que relatarartamento de 28,05%, 21,1% e 26,80%,
respectivamente. A elevada frequéncia deste agesite relacionada a presenca de
umidade e dejetos na sala de ordenha, situacdaatas| amostras foram colhidas em
algumas propriedades, que favorecem o aumento dgstée no ambiente e possivel
infeccdo da glandula mamaria (Wattiaux, 1999). @xececao da espéct agalactiae
essas bactérias estao presentes principalmentealoeim que o animal vive, portanto
as medidas de controle devem ser direcionadasnpalfzorar as condi¢des higiénico-
sanitarias do ambiente de ordenha. Ainda verif@®waue oStreptococcus spfporam

0S microrganismos mais envolvidos nos casos chrieodoenca, com isolamento em 7



casos clinicos (25,93%). Conforme Ribeiro et aQ0@, este género € uma causa
comum da mastite clinica, especialmente no iniaitadtacao.

Destacam-se também como agente causador da nudisiita, neste estudo, as
leveduras. Das seis amostras em que se isolarasimagtrorganismos, cinco (18,52%)
foram de casos clinicos, cujos proprietarios dosnais relataram dificuldade de
resposta ao tratamento antimicrobiano. Isto demarsstimportancia de se realizar a
identificacdo do agente causador da enfermidadesat¢ se iniciar o tratamento
medicamentoso, visto que as leveduras ndo saouistr por antibidticos ou
quimioterapicos e podem ser importantes causasadéte) em locais com inadequadas
condicbes de higiene do ambiente (Costa et al§)200

Os agentes etiologicos com menor frequéncia foraBokynebacteriumspp.
(4,13%) e bastonetes Gram negativos (1,24%), tedtsdos de mastite subclinica. O
papel dosCorynebacteriunspp. como agente das mastites € controverso,afmiss
autores o consideram comensal da glandula mantéoigk@nen et al., 1984; Pociecha,
1989), outros afirmam sua patogenicidade por alggmificativamente a contagem de
células somaticas (Victoria et al.,, 2005). Indemene de sua patogenicidade, os
Corynebacteriumséo altamente contagiosos, quase sempre relao®rammn casos
subclinicos, com reacéo leve ao CMT, o que foi nlasl® neste estudo (Zafalon et a,
2005).

Percebe-se que tanto os agentes contagiosos diéen@sphylococcuspp. e
Corynebacterium spp.que sao disseminados entre vacas durante ahardgnanto os
agentes ambientaiSifeptococcuambientais, leveduras e bacilos Gram negativo®), q
sdo carreados do ambiente a vaca, principalmenieteiwvalo entre ordenhas, podem

ter contribuido para as infec¢des intramamariagelosnhos estudados.

CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho revelam elevada fneguéla mastite bovina nos
rebanhos leiteiros da llha de S&o Luis-MA, princiEnte da forma subclinica. Os
agentes contagiosos da mastite tiveram maior gEtido na etiologia da doenca, com
predominancia dé&taphylococcugoagulase negativo. Ha necessidade de melhorar o
manejo higiénico-sanitario do rebanho, do ambierdes ordenhadores, adotar medidas

eficazes na prevencdo e controle da mastite, cammoaf de reduzir os indices desta



doenga, aumentando a produtividade do rebanho komaeldo a qualidade do leite

produzido.
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RESUMO
Este trabalho objetivou conhecer o perfil de seliddgle antimicrobiana “in

vitro” de 35 cepas detaphylococcuscoagulase positiva, 65 d8taphylococcus
coagulase negativa, 35 &aphylococcus aurews 50 de 8eptococcus spp.soladas

do leite de vacas com mastite, procedentes de dgripdades leiteiras situadas nos
municipios de S&o Luis, Paco do Lumiar, Raposacel88¢ de Ribamar, no estado do
Maranhdo. As cepas foram avaliadas quanto aol plrfisensibilidade frente a 14
agentes antimicrobianos, utilizando-se a técnica difusdo em discos. Os
antimicrobianos que apresentaram maior eficaciarao8. coagulase positivo e S.
coagulase negativo & aureudoram a vancomicina, sulfa+trimetropim, bacitraci
gentamicina. Os antimicrobianos que apresentaranmpmeficacia frente a todos os
grupos deStaphylococcusestados foram a penicilina, a amoxicilina e amp& As
cepas bacterianas do géné&toeptococcugapresentaram maior perfil de sensibilidade a
bacitracina, vancomicina e amoxicilina, e menorsgeldade a estreptomicina e a
tetraciclina. O Staphylococcuscoagulase negativo apresentou maior perfil de
multirresisténcia, com 32,65% das cepas resisteatamais de oito antibibticos,
simultaneamente. Os resultados mostram que a varioang a bacitracina foram os

antimicrobianos mais eficazes frente as cepas daslala mastite, porém nenhum



apresentou 100% de eficacia, evidenciando a neegsside se determinar os padrées
de sensibilidade antimicrobiana dos agentes catssaida mastite.

Palavras-chave:mastite, antimicrobianoS§taphylococcus Streptococcus

PROFILE OF IN VITRO ANTIMICROBIAL SENSITIVITY OF
STAPHYLOCOCUS SSP. ANDSTREPTOCOCCUS SPP. ISOLATED FROM

COW’S MILK WITH MASTITIS IN SAO LUIS ISLAND, MA
ABSTRACT
The purpose of this study was to determine theitiro \susceptibility pattern of 35
coagulase-positiveStaphylococcusstrains, 65 coagulase-negativ@taphylococcus
strains, 35Staphylococcus aureus straiasid 50 &eptococcus spp. strainisolated
from cow’s milk with mastitis, on 14 dairy farms 880 Luis, Paco do Lumiar, Raposa
e Sao Joseé de Ribamar , the state of Maranh&oil.BFae strains were assessed for
sensitivity profile front to 14 antimicrobial agsnusing the technique of diffusion discs
following. The antibiotics that showed greater adfiy againstStaphylococcus
coagulase positive, coagulase-negative &daureuswere vancomycin, sulfa +
trimetropim, bacitracin and gentamicin, respectivélhe penicillin, amoxicillin and
ampicillin were less effective. The bacitracin, gamycin and amoxicillin were the
antimicrobials with greater efficiency t8treptococcus sppand streptomycin and
tetracycline were the least effective, respectiveifaphylococcusoagulase negative
showed higher profile of multidrug with 32.65% dfasns resistant to most of eight
antibiotics, simultaneously. The results show thatitracin were the most effective
antibiotics against the strains isolated from ntigstbut none had 100% efficiency,

showing the need to determine patterns of antirbiafcsusceptibility of the causative



agents of mastitis.

Key-words: mastitis, antimicrobialStaphylococcus, Streptococcus.

INTRODUCAO

A mastite € uma das principais causas do uso til@ierobianos em rebanhos
leiteiros (TENHAGEN et al., 2006). A justificativa a elevada ocorréncia dessa
enfermidade no gado leiteiro, provocando inUmeradggs econémicas para o setor de
leite (HUIJPS et al., 2008).

A utilizac&do da terapia antimicrobiana € a ferratagaimaria para o tratamento
da mastite clinica e da mastite subclinica em progs de controle da doenca
(MORONI et al., 2006). Quando bem conduzida, a b#sticoterapia em vacas
infectadas traz inUmeras vantagens, tais comogé&ddo niumero de microrganismos
patogénicos no leite, apds tratamento, aumento @mero de quartos sadios,
melhoramento do bem-estar animal e reducdo do mumervacas infectadas na
propriedade leiteira (SPNOSA, 2006).

Entretanto, diversos estudos sobre a susceptitdidie patogenos da mastite
bovina a antimicrobianos apontam para um aumemecente no padréo de resisténcia
aos varios principios utilizados no tratamento de&nga (TEALE; DAVID, 1999;
BRITO et al., 2001). As caracteristicas de viragi@rque contribuem para persisténcia
do agente causador no tecido mamario e o uso inadeqdos antimicrobianos nas
propriedades leiteiras sdo o0s principais fatores propiciam o aparecimento de
microrganismos multirresistentes (YOUNG et al., BOOADER et al., 2007).

O insucesso terapéutico da mastite bovina por téesi dos agentes

infecciosos aos antimicrobianos provoca impactosa @ saude animal e para a



economia do setor leiteiro, pois reduz as taxasude dos animais tratados, limitam as
alternativas de tratamento antimicrobiano e elewmmngastos com medicamentos e
assisténcia técnica. Aléem disso, tem implicacdea paSaude Publica, pois aumenta a
possibilidade de contaminacdo quimica do leiteveieulacdo de bactérias resistentes
por meio dos produtos lacteos (UNGEMACH, 1999).

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (8 para verificar o
desenvolvimento de resisténcia dos patdégenos,iawd o médico veterinario clinico
na escolha do medicamento apropriado para o tratanda mastite. Assim, esta
pesquisa objetivou avaliar o perfil de sensibilieladtimicrobiana “in vitro” de cepas de
Staphylococcusspp. e Streptococcusspp. isoladas de vacas com mastite clinica e

subclinica.

MATERIAIS E METODO

Foram testadas um total de 50 cepas Skeeptococcus spp.65 de
Staphylococcusoagulase negativo, 35 8&aphylococcusoagulase positivo e 35 &
aureus isoladas de quartos mamarios de 217 vacas #&steom mastite, procedentes
de 14 propriedades situadas nos municipios de 8&o Raco do Lumiar, Raposa e Séo
José de Ribamar, no estado do Maranhdo. Foi aplizadquestionario epidemioldgico
aos proprietarios, para se obter informacfes sabmedidas de controle e tratamento
da mastite adotadas nos rebanhos (Apéndice 1).

As cepas bacterianas foram isoladas, identificaddassificadas de acordo com
LENNETTE et al. (1985) e CARTER (1988). As colonides Staphylococcugoram
submetidas as provas bioquimicas de producdo dgulese livre, DNase, acetoina,

fermentacdo da glicose (anaerobiose) e do mamiewbbiose e anaerobiose), segundo



metodologia de MAC FADDIN (1980) e SILVA et al. @B. Em seguida, foi realizada
a caracterizacao dos estafilococos&taphylococcus aureuStaphylococcusoagulase
positivo e Staphylococcuscoagulase negativo, de acordo com BAIRD-PARKER
(1990).

Apos isolamento e identificacdo, as cepas bactesiforam repicadas em 2 mL
de caldo cérebro coracdo (BHI) e incubadas a 3#@@@tagir turvacdo correspondente
ao tubo 0,5 da escala de MacFarland. Apos estedueras cepas foram submetidas a
testes de sensibilidade “in vitro” a antimicrobianpelo método de difusdo em discos
em Agar Miieller Hinton, seguindo as recomendacoeSlds| (2000). Foram utilizados
0S seguintes principios de antimicrobianos: gerdiaai(10 pg), penicilina (10 U.1.),
ampicilina (10 pg), vancomicina (30 pg), oxaciliffa ug), estreptomicina (10 pg),
eritromicina (15 pg), tetraciclina (30 pg), amoki@ (10 pg), lincomicina (2 pug),
norfloxacina (10 pg), enrofloxacina (5 pg), baaina (10 U.l) e sulfa (25mcg) +
trimetropim (5mcg).

A analise estatistica dos dados obtidos foi do tipscritiva, calculando-se as

freqUéncias absoluta e relativa (SAMPAIO, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhum dos principios ativos avaliados nessa pesdoi 100% eficaz frente as
cepas deStaphylococcusestadas (Tab.1). As cepas de S. coagulase mositie S.
coagulase negativo apresentaram maior sensibilidadevitro” frente a acdo da
vancomicina (96,0% e 95,9%), sulfa+trimetropim (92,e 77,5%), bacitracina (92,0%
e 89,8%) e a gentamicina (72% e 71,4%), respecamtan A eficacia destes

antimicrobianos esta de acordo com o encontradoFREITAS et al. (2005), que



avaliando o perfil de sensibilidade “in vitro” de. $oagulase positivo frente a
antimicrobianos, observaram que a vancomicina fpriocipio mais eficaz (100%),
seguido da norfloxacina (96,0%) e sulfa+trimetropi@®,0%), diferindo-se apenas
quanto a bacitracina (48,0%) e a gentamicina (42,0%e apresentaram baixa eficacia
contra as cepas isoladas.

Quanto ao perfil de sensibilidade antimicrobiana $loaureusverificou-se que
a maioria das cepas apresentou sensibilidade aowécina e sulfa+trimetropim
(96,0%). VIEIRA-DA-MOTA et al. (2000) verificaramndlices de sensibilidade
semelhante para vancomicina (100%) e CRUZ et &98) para sulfattrimetropim
(98,9%). A gentamicina foi o segundo agente antimhi@no que apresentou maior
eficacia paraS. aureusjuntamente com a bacitracina e amoxicilina, ca/P% das
cepas isoladas sensiveis a estes quimioterapicsle®ados indices de sensibilidade
dosS.aureudrente a gentamicina também foram encontrado®NP@ER et al. (2007),
ANDRADE et al. (2000), e VARGAS et al. (1996) cor,6%, 90,72% e 95,09%,
respectivamente, em diferentes regides do pais.

A alta eficacia da vancomicina frente a todos aspgs deStaphylococcus
testados deve-se, possivelmente, a pouca utilizdeéte principio no tratamento de
animais. A vancomicina representa o agente deles@alra o tratamento das infeccdes
humanas provocad&taphylococcus aureussistentes a meticilina, sendo raro relato
de resisténcia adquirida & vancomicina (SHIOMOR&#let2002). E de interesse para
vigilancia epidemioldgica conhecer o perfil de s&&ncia das cepas &aphylococcus
frente a vancomicina, visto a possibilidade de wleigdo de desses microrganismos
resistentes de origem animal para seres humanesmpm dos produtos lacteos

(MOTA et al., 2005).



A sulfattrimetropim e a bacitracina apresentaraioaefa frentes as cepas de
StaphylococcusApesar de serem largamente utilizados no trateomda infeccbes
sistémicas e topicas em animais, ndo foi obsergadso desses antimicrobianos no
tratamento de animais das propriedades visitadagueo possivelmente explica os
resultados encontrados. A resisténcia bacterisass@s antimicrobianos ndo é comum,
mas pode ocorrer de forma gradativa e lenta, caxpasicdo continua (MEDEIROS,
2008).

Apesar de 50% das propriedades visitadas utilizagengentamicina no
tratamento intra-mamario da mastite clinica, estémacrobiano apresentou elevados
indices de eficacia. Conforme LANGONI et al. (2Q@Dygentamicina € considerada um
dos agentes antimicrobianos mais eficaz para teteondas mastites estafilococica,
apresentando boa correlagawitro ein vivo.

Avaliando o perfil de resisténcia ddStaphylococcusaos antimicrobianos
testados (tabela 1), percebe-se um alto percedtugrupoStaphylococcusoagulase
positivo (80%) e dé&taphylococcusoagulase negativo (79,6%) resistentes a peracilin
Os indices de resisténcia encontrados pa#aphylococcusoagulase negativo, neste
estudo, sdo semelhantes ao encontrado por CORR&A(2005) e MACHADO et al.
(2008), 77,8% e 93,5%, respectivamente. Entretadioram bem superiores quando
comparados com trabalhos realizados em outros spaismo Argentina (27,6%)
(GENTILINI et al., 2002), Finlandia (37,2%) (MYLLI®t al., 1998); Estados Unidos
(57%) (OWENS et al.,, 1997) e Dinamarca (36,1%) (&S RUP et al.,, 1995).
FREITAS et al. (2005) encontraram resultados idéstiquanto a resisténcia de cepas
de Staphylococcugrodutores de toxinas frente a penicilina (80%), estado de

Pernambuco.



A amoxicilina e a ampicilina também apresentarancpceficacia, representados
pelos elevados indices de resisténcia dos S. asyositivo (84% e 84%) e S.
coagulase negativo (77,5% e 75,5%), respectivamEstes principios, juntamente com
a penicilina, fazem parte do grupo dos beta-lactémiA resisténcia a esse grupo de
antimicrobianos € atribuida a provavel capacidadeptbducdo da enzima beta-
lactamase pelas bactérias, capaz de romper o ateladtamico, uma estrutura
molecular fundamental para acdo do antimicrobiaddRGQHER et al., 1994;
ANDRADE et al., 2000).

Quanto a resisténcia da espé&i@aureudrente a penicilina, verificou-se também
um elevado indice de resisténcia (96,4%) pelas scepaliadas. Este dado foi
semelhante ao encontrado nos estados de Sédo Pa 2% por NADER et al. (2007) e
do Rio de Janeiro, 96,1% por VIEIRA-DA-MOTA et &R000). indices inferiores
foram encontrados na lItalia, 69,1% por MORONI et(2006), Inglaterra, 47% por
TEALE; DAVID (1999), Noruega e Suécia, 15% por AARERUP; JENSEN (1998).

A penicilina e outros beta-lactamicos sdo consitessaum dos antimicrobianos
mais difundidos e utilizados no tratamento de eni@gades animais, sendo observado
seu uso em trés propriedades visitadas (SANTOS3)20@ acordo com FREITAS et
al. (2005), os estafilococos isolados de casos akdit® quase sempre apresentam altos
indices de resisténcia as penicilinas, 0 que ngglrseu uso no tratamento das mastites.
A resisténcia a penicilina, apresentada por miemiggnos isolados de casos de mastite
clinica e subclinica, no Brasil, € mais elevadaapiesgistradas em outros paises, o que
constitui sério problema néo apenas de saude anmas também de saude publica
(SPNOSA, 2006).

Um dos fatores que mais contribui para o aparedioné® linhagens bacterianas



resistentes a antimicrobianos é o tratamento instky da mastite nos rebanhos
leiteiros, o que foi devidamente observada nas rgd@des visitadas. Estas séo
constituidas, em sua maioria, de pequenos rebacbos,predominéncia da ordenha
manual, com praticas higiénicas deficientes no ggst de obtencdo do leite e sem
adocdo de um programa de controle da mastite. Easeqtodas as propriedades
avaliadas (92,8%), os produtores utilizam antinbi@oos de largo espetro, como a
penicilina G e tetraciclina, baseando-se a escafigsmas na disponibilidade e preco do
produto no mercado. Além disso, as dosagens e jpotel@ aplicacdo do medicamento
eram fundamentados em conhecimentos empiricos, @mtacdo do profissional
veterinario. Desse modo, observou-se que mais @eds® rebanhos leiteiros estudados
ja vivenciaram insucessos quanto ao tratamento aiitey resultando em perdas de
guartos mamarios e descarte das vacas com caswsosrdla doenca, sem resposta ao
tratamento.

Na Tab. 2, observa-se que a bacitracina (93,4%jcoraicina e amoxicilina
(92,6%) foram os antimicrobianos com maior eficdmate as cepas d&treptococcus
spp Quanto aos indices de resisténcia, a estreptoaiai tetraciclina e a lincomicina
foram os principios que apresentaram os maiorasemaom 93,4%, 85,7% e 75%,
respectivamente. Confrontando esses resultadososoobtidos por RIBEIRO et al.
(2001), verificou-se que foram semelhantes quantwaacomicina que também
apresentou eficacia, com 93,75% de sensibilidadegnp em relacdo aos indices de
resisténcia da tetraciclina e lincomicina, os taslds foram bem superiores aos 46,88%
e 59,38%, respectivamente, encontrados por esse aut

A tetraciclina foi relatada, em 10 das 14 proprila como o principal

antimicrobiano utilizado no tratamento de enferrdetado rebanho. Verificou-se que a



dosagem do medicamento e o tempo de tratamento aaantimicrobiano eram
incorretos, baseados no tempo de manifestacdo idas €linicos da doenca. Isto,
possivelmente, deve ter contribuido aos elevaddiEds de resisténcia encontrados.
Segundo SOUZA (1998), a resisténcia a tetracicinmediada por plasmidio, que
confere capacidade de producdo da proteina Tegipns&vel pelo transporte deste
antibiotico para fora da célula bacteriana. Essasténcia plasmidial é altamente
transferivel para outras bactérias e capaz de wdasen resisténcia para outros
antimicrobianos (PRESCOTT et al., 2002).

Um dado interessante é que 82,2% das cepasStdeptococcus spp
apresentaram sensibilidade a penicilina. Este éndlielevado quando comparado aos
resultados de RIBEIRO et al. (2001) com 6,25% e BRD SCASSERRA (1990) com
2,6%. A utilizacao da penicilina pode ser sugenddratamento de mastite causada por
Streptococcus sppao invés, da utilizacdo de um medicamento dmalgeracao, nos
rebanhos leiteiros avaliados.

Avaliando o perfil de resisténcia das cepas baosias a varios antibidticos
testados (Fig. 1), verificou-se que a maioria datados deStaphylococcusoagulase
positivo e S. aureusforam resistentes a dois, trés ou quatro antirniarms,
simultaneamente. O grupBtaphylococcusoagulase negativo foi 0 que apresentou
maior multirresisténcia, com 32% das cepas isola@assstentes a mais de oito
antimicrobianos, simultaneamente. O génStmeptococcus spmapresentou 57% dos
isolados resistentes a cinco, seis ou sete prog;ipimultaneamente.

A elevada multirresisténcia da bactéBtaphylococcus relatada por varios
autores (TEALE; DAVID, 1999; ANDRADE et al., 2000JEIRA-DA-MOTA et al.,

2000; FREITAS et al., 2005; NADER et al., 2007), especial ao grupo coagulase



negativo (GENTILINI et al., 2002; MACHADO et al.0@8). Esta caracteristica confere
as bactérias vantagem seletiva de colonizacdoeedéb, o que constitui um sério
problema para o tratamento dos animais. Apesar ddorilm das cepas de
Staphylococcusapresentar um indice intermediario de multirrésisia, ha forte
evidéncia que os genes de resisténcia podem sefdraos e disseminados entre
diferentes populacdes bacterianas, inclusive agrirpos diferentes do mesmo género
(MCDERMOTT et al., 2002). Portanto, os patdgenos rdastite considerados
secundarios comoStaphylococcuscoagulase negativo, que apresentou elevada
multirresisténcia aos antimicrobianos neste estygmdem funcionar como um
reservatorio dos genes de resisténcia antimicrabigara outras espécies de
Staphyloccuse até outros géneros bacterianos considerados gpat®grimarios da
doenca (ARCHER; CLIMO, 1994).

A elevada resisténcia bacteriana a varios antirnianms verificada neste estudo
€ preocupante, pois restringe as opcoes de tratardarmastite bovina, nos rebanhos
leiteiros da llha de S&o Luis. Portanto, enfatzaas importancia da escolha do
medicamento para o tratamento baseada no isolantentagente etioldgico e na
realizacdo dos testes de sensibilidade antimianabidestaca-se ainda que o sucesso do
tratamento depende ndo apenas da sensibilidadegdwges etiologicos, mas reflete
também os mecanismos de viruléncia do agente inBTe a resposta imunoldgica do

animal (COSTA, 1998).

CONCLUSAO
Os resultados obtidos neste estudo revelam queitadoena € o antimicrobiano

de escolha para o tratamento da mastite bovinaadaugorStaphylococcuspp. e



Streptococcuspp., em rebanhos leiteiros da Ilha de Sdo Luign®,cha necessidade de
se realizar o antibiograma para a escolha adegi@datimicrobiano para se utilizar no
tratamento da mastite. Ressalta-se a importanciagpo dos Staphylococcus

coagulase negativo como patdogeno emergente conadaewmultirresisténcia aos

antimicrobianos testados.
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Tabela 1: Frequéncia relativa (%) da sensibilidade (S), sensibilidade
intermediaria (1) e resisténcia (R) “in vitro” de 35 cepas de Staphylococcus
coagulase positivo, 65 de Staphylococcus coagulase negativo e 35 de S.
aureus isoladas de vacas, frente a antimicrobianos, Sao Luis-MA, 2008

Antimicrobiano S.coagulase S.coagulase S. aureus
positivo negativo
S I R S I R S I R
AMP 16,0 0,0 84,0 245 0,00 755 893 0,0 10,7
AMO 160 0,0 84,0 225 0,00 775 929 00 71
BAC 920 80 00 898 61 41 929 00 7.1
EST 600 0,0 40,0 408 0,00 59,2 786 00 214
ERI 440 240 320 633 223 143 536 28,6 17,8
ENR 600 80 320 674 122 204 893 36 7.1
GEN 720 00 280 714 00 286 929 00 7.1
LIN 80 40,0 520 184 286 53,0 10,7 46,4 429
NOR 68,0 20,0 12,0 651 245 10,2 928 36 3,6
OXA 680 00 320 633 00 36,7 786 36 17,8
PEN 200 00 800 204 00 796 36 00 964
SXT 920 00 80 775 00 225 964 00 3,6
TET 480 80 440 61,2 00 388 750 0,0 250
VAN 9%0 00 40 959 00 41 94 00 36

AMP - ampicilina; AMO - amoxicilina; BAC - bacitracina; EST - estreptomicina;
ERI - eritromicina; ENR - enrofloxacina; GEN - gentamicina; LIN - lincomicina;
NOR - norfloxacina; OXA - oxaciclina; PEN - penicilina; SXT - sulfametaxazol-
trimetropim; TET - tetraciclina; VAN - vancomicina



Tabela 2: Frequéncia relativa (%) da sensibilidade (S), sensibilidade
intermediaria (I) e resisténcia (R) “in vitro” de 50 cepas de Streptococcus spp.
isoladas de vacas com mastite, frente a antimicrobianos, S&o Luis - MA, 2008

Antimicrobiano S I R
AMP 89,3 0,0 10,7
AMO 92,9 0,0 7,1
BAC 93,4 3,6 0,0
EST 6,6 0,0 93,4
ERI 21,4 28,6 50,0
ENR 82,1 14,3 3,6
GEN 32,2 10,7 57,1
LIN 25,00 0,0 75,0
NOR 60,7 25,0 14,3
OXA 78,6 0,0 21,4
PEN 82,2 10,7 7,1
SXT 67,9 0,0 32,1
TET 10,7 3,6 85,7
VAN 92,9 0,0 7,1

AMP - ampicilina; AMO - amoxicilina; BAC - bacitracina; EST - estreptomicina;
ERI - eritromicina; ENR - enrofloxacina; GEN - gentamicina; LIN - lincomicina;
NOR - norfloxacina; OXA - oxaciclina; PEN - penicilina; SXT - sulfametaxazol-
trimetropim; TET - tetraciclina; VAN - vancomicina
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Figura 1. Perfl de multirresisténcia antimicrobiana de 35 cepas de
Staphylococcus coagulase positivo, 65 de Staphylococcus coagulase negativo,
35 de S. aureus e 50 de Streptococcus spp. isoladas de vacas com mastite,
Sao Luis, MA, 2008.



CONCLUSOES GERAIS

* O rebanho leiteiro da llha de Séo Luis apresentou elevada freqiéncia da
mastite clinica e subclinica;

* Os agentes etiologicos isolados dos casos de mastite bovina foram os
Staphylococcus, Streptococcus, Corynebacterium, leveduras e bacilos
Gram negativos.

* As cepas bacterianas isoladas dos rebanhos estudados apresentaram
perfil de resisténcia a varios antimicrobianos, principalmente ao grupo
dos beta-lactamicos e tetraciclinas.

» O antimicrobiano bacitracina foi o principio de escolha para o tratamento
das mastites causadas por Staphylococcus e Streptococcus, nos

rebanhos avaliados.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, sugere-se a
implementacéo de medidas direcionadas para melhorar as condi¢des higiénico-
sanitarias durante a ordenha, nas propriedades leiteiras da Ilha de S&o Luis.
Deve-se ainda adotar um programa de controle da mastite, como forma de
melhorar a produtividade e a qualidade do leite produzido nesses locais.

Alerta-se que a utilizacdo dos antimicrobianos para o tratamento da
mastite bovina deve ser orientada por um profissional médico veterinario e
auxiliada pela avaliacdo do perfil de sensibilidade antimicrobiana dos agentes
causadores da doenca.
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APENDICES



APENDICE 1: Inquérito epidemiologico da mastite bov  ina aplicado as
propriedades leiteiras da llha de S&o Luis

PESQUISA DA OCORRENCIA DA MAS:I'ITE BOVINA EM VACAS LEITEIRAS
DA ILHA DE SAO LUIS, MA
Conduzida: Daniela Aguiar Penha, Mestranda em Ciéncias Veterinarias, UEMA

QUESTIONARIO DO PRODUTOR
Proprietario do rebanho:

Endereco:

Nome da propriedade:

1. N°total de animais: 2. N°de vacas em lactacao:

3. Producédo média de leite/dia:___ 4. N°de ordenh as/dia e horario:

5. Raga (cruzamento):
6. Sistema de criagcdo: O semi-extensivo [ intensivo

7. Qual é o tipo de alimentag&o das vacas leiteiras?

O forragem 0O concentrados [ forragem+ concentrado + suplemento mineral
O concentrado+ suplemento mineral

OBS:

8. Como é o acesso ao alimento? O cocho 0O pasto

9. Qual é a origem da agua utilizada na sala de ordenha?

O CAEMA 0O poco artesiano O pocgo superficial O acudes

10. Realiza teste da caneca de fundo escuro para diagnosticar mastite? Qual &
a frequéncia?

O sim O ndo  Frequéncia:
11. Realiza o teste CMT? Qual é a frequéncia?
O sim O néo Frequéncia:

12. Separa as vacas com mastite dos outros animais durante a ordenha?

O sim O nédo

13. Faz algum tratamento antibiético nas vacas com mastite? O sim [ n&o
14. Qual é o produto utilizado no tratamento?
15. Qual e a dose e 0 tempo de duracéo dos
tratamentos?

16. Qual periodo é realizado? [ periodo seco O periodo de lactacéo
17. Ja teve perda de quartos mamarios por causa da mastite? Qual foi a
causa? Osim 0Ondo Causa:

18. Ja descartou alguma vaca com mastite que ndo melhorava com o
tratamento? Osim O néo

19. Faz controle de moscas? Osim O nédo

20. Os bezerros costumam apresentar diarréias? [ sim O néo

21. Ja4 houve casos de alguma doenca no rebanho leiteiro? Qual?

O sim O ndo  Doenca ou sintoma:
22. O rebanho é vacinado? Contra qual doenca?

O sim O ndo  Vacina contra:

23. Qual é o destino do leite produzido na propriedade?

OBS:



OBSERVACAO

MANEJO GERAL DA ORDENHA
1. Bezerro ao pé da vaca para inducao da ordenha? [ sim O néo
2. Teste da caneca de fundo preto é feito? [ sim O ndo
3. E feita a lavagem dos tetos? [ sim O néo
4. Utiliza algum produto desinfetante para limpeza dos tetos antes da ordenha?
Qual é o produto utilizado e a concentracdao? O sim O néo
Produto: Concentragao:
5. Faz secagem dos tetos? [ sim O néo
6. Qual é o material utilizado para secagem dos tetos? Opano individual
O pano coletivo O esponja O tolha descartavel O outro:
7. Utiliza algum produto desinfetante para limpeza dos tetos depois da
ordenha? Qual € o produto utilizado e a concentracdo? O sim [O né&o

Produto: Concentragao:
8. Armazenamento do leite ordenhado: O latdes O tanques [ baldes
INSTALACOES

» SALA DE ORDENHA
13. Presenca de cobertura? [ sim O néo
14. Tipo de cobertura: O amianto O telha O palha O Outro:
15. Tipo de piso: O concreto [ terra batida O Outro:
16. Presenca de pedilavio? 0O sim O nao

17. lluminacédo adequada? [ sim O néo
18. Ventilagao adequada: O sim O néo
19. Acumulo de dejetos? O sim O néo
20. Presenca de moscas? [ sim O ndo

21. Excesso de umidade? 0O sim O nao
22. Qual é o destino dos dejetos?
 AREA DE DESCANDO POS-ORDENHA

22. Presenca de lama ou barro? 0O sim O néo
23. Tipo de piso O maravalha 0O palha O terra batida O pasto [ concreto
24. Excesso de umidade? O sim O nao

« PERFIL HIGIENICO DO ORDENHADOR
25. Lava as méos antes da ordenha? O sim O néo
26. Unhas curtas e limpas? O sim O néo
27. Fardamento completo e limpo? O sim O néo
28. Afecgbes cutaneas nas maos? O sim O nédo
29. Realiza a anti-sepsia das maos? [ sim O néo
OBS:

Data da visita: / /

Horario da visita:




APENDICE 2: Ficha de avaliacdo clinica dos quartos  mamarios de vacas
em rebanhos leiteiros da llha de S&o Luis

PESQUISA DA MASTITE BOVINA EM VACAS LEITEIRAS DA IL HA DE SAO
LUIS, MA
Conduzida: Daniela Aguiar Penha, Mestranda em Ciéncias Veterinarias, UEMA

QUADRO DE AVALIACAO CLINICA INDIVIDUAL

Tetos OBSERVACOES
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APENDICE 3: Procedimentos de coletas das amostras d e leite de vacas
com mastite clinica e subclinica, em propriedades | eiteiras da llha de Séo
Luis, MA.

Apéndice 3.1: Quarto mamario posterior esquerdo com sinais de inflamacéo (a)
e teto com leséo (b)

Apéndice 3.2: Diagnoéstico da mastite clinica utilizando a caneca de fundo
escuro (a) e diagnostico da mastite subclinica utilizando o CMT (b)

Apéndice 3.2: Coleta (a) e acondicionamento (b) das amostras de leite em
frascos estéreis




APENDICE 4: Isolamento e identificacdo de microrgan  ismos das amostras
de leite, procedentes de vacas com mastite.

Apéndice 4.1: Crescimento de colbnias bacterianas (a) e hemdlise do tipo beta
(total) em agar sangue base, acrescido de 5% de sangue de carneiro

Apéndice 4.2: Morfologia e coloragdo Gram de Staphylococcus spp. (a),
Streptococcus spp. (b), Corynebacterium spp. (c) e leveduras (d), ao
microscopio

6(3‘




APENDICE 5: Provas bioguimicas e teste de sensibili dade a
antimicrobianos das cepas bacterianas isoladas dos casos de mastite
Apéndice 5.1: Provas positivas para producdo de catalase (a), DNAse (b),
manitol em aerobiose (c), coagulase (d), acetoina) (e), glicose e manitol em
anaerobiose (f)

Apéndice 5.2: Teste de sensibilidade antimicrobina “in vitro” de cepas
bacterianas pela Técnica de difusdo em discos: colocagédo do disco de
antibiotico em Agar Muller-Hinton (a) e leitura dos halos de inibicao (b)
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