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RESUMO

No periodo de setembro a novembro de 2000, 543 amostras de leite cru foram analisadas na
Universidade de Sd3o Paulo-Pirassununga, com o objetivo de conhecer a etiologia e a
suscetibilidade in vitro dos agentes da mastite infecciosa bovina, além de estabelecer uma
relacdo entre os agentes identificados ¢ a forma de apresentagdo da enfermidade. Os
microrganismos foram cultivados em dgar sangue de cameiro ¢ identificados por suas
caracteristicas macroscopicas, microscopicas e bioquimicas. Os antibiogramas foram
realizados em agar Mueller Hinton, método de difus@o de disco, Os agentes isolados foram:
Corynebacterium spp, em 51,4% das amostras; Staphylococcus spp, em 40,3% (71,9%
coagulase positiva), Streptococcus spp, em 17,5% (desses, 63,8% eram Streptococcus
agalactiae); e ainda, Nocardia spp, leveduras e gram-negativos (50,0% eram Escherichia
coli). Foram isoladas 603 cepas, observando-se o predominio de agentes contagiosos (94.5%
sendo 49,0% Corynebacterium spp). Entre os ambientais houve predominio de
Streptococcus uberis (69,7%). Staphylococcus spp, Streptococcus spp, Nocardia spp e
leveduras estavam mais associados 2 mastite subclinica, enquanto Corynebactertum spp ao
quadro de animais portadores e gram-negativos a mastite clinica. Entre os agentes avaliados,
as cepas de Corynebacterium spp apresentaram a major suscetibilidade.
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INTRODUCAO

O leite destaca-se como um dos alimentos mais nobres utilizados
pelo ser humano, em virtude da quantidade, diversidade e qualidade dos
nutrientes que possui. Por isso, constitui também excelente meio de
crescimento microbiano, 0 que compromete suas propriedades nutritivas ¢ a
de seus derivados, além de oferecer riscos a satde publica (Cerqueira et al,,
1994; Avila & Gallo, 1996; Camargo et al., 1998). Assim, a produgdo de leite
de boa qualidade torna-se fundamental para assegurar seu potencial nutritivo
¢ resguardar a saide dos consumidores.

Entre os elementos que afetam a qualidade do leite destacam-se as
enfermidades da glindula maméria, como ¢ o caso da mastite infecciosa.
Enquadrada entre as principais doengas dos bovinos de leite, a mastite
interfere na cconomia da produgdo leiteira mundial, principalmente por
reduzir a produtividade dos rebanhos infectados (Veiga, citado por Brito &
Bressan, 1996). Além disso, afeta significativamente a composigdo do leite, 0
rendimento industrial e a qualidade dos produtos lacteos (Brito & Dias, 1998;
Schiellibaum, 2000; Santos, 2001).

A ocorréncia da enfermidade envolve uma série de fatores, e a sua
redugio, a niveis aceitaveis, pode ser obtida por meio de medidas que,
adotadas ern conjunto, “constituem um programa de controle de mastite”
(Fonseca & Santos, 2000). Assim as andlises microbiologicas s#o
complementares e indispensaveis em um programa de controle de mastite,
possibilitando o isolamento € a identificagdo do agente etiologico. Esse
processo € fundamental para orientar as medidas de controle a serem
adotadas (Veiga, 1998).

Entre essas medidas destaca-se a terapia antimicrobiana; no entanto,
sua realizagio sem conhecimento prévio dos agentes ¢ do seu perfil de
suscetibilidade diante dos principios utilizados podera resultar em insucesso €
maiores prejuizos ao produtor (Costa et al., 1997a), além de oferecer riscos a
sande do consumidor, em decorréncia da maior possibilidade de
desenvolvimento de espécies bacterianas multirresistentes e da presenga de
residuos dos antimicrobianos no leite.

As amostras para analises microbiolégicas podem ser provenientes
dos quartos com mastite clinica ou com altas contagens de células somaticas
(Fonseca & Santos, 2000). Portanto, as amostras de todos os quartos
mamérios das vacas em lactagdo permitem definir com exatiddo os agentes
infecciosos presentes no rebanho (Brito et al., 1999).

Outra vantagem do exame microbiologico consiste na possibilidade
de identificar os animais portadores no rebanho. Considera-se portador
aquele animal/quarto com resultados negativos nos testes de caneca telada e
California Mastitis Test (CMT), mas com resultados positivos nas provas

microbiolégicas (Costa et al., 1997b). A identificagdo desses animais torna-se
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Tabela 1. Resultados microbiolégicos das analises de 516 amostras de leite
colhidas em cinco propriedades leiteiras da regido de Pirassununga

(SP) e de 27 amostras enviadas ao laboratério. NAPGAMA
(2000). Pirassununga (SP)

_Agentes isolados N° de amostras' % Total de amostras
Corynebacterium spp 279 51,4
Staphylococcus spp’ 219 40,3
Streptococcus spp 95 17,5
Leveduras 4 0,7
Gram-negativos 4 0,7
Nocardia spp 2 0,4
Sem crescimento 52 9,6
Contaminagio 5 0,9

1. Em algumas amostras foi isolado mais de um agente. 2. 71,9% coagulase positiva,
3.63.8% 5. agedactiae; 23,8% S. uberis: 12,5% S. dysgalactiae.

Corynebacterium spp foi isolado em 51,4% das amostras, numa
freqliéncia superior 4 observada por Costa et al. (1985a) ¢ Mettifogo et al,
(1991), 32,5% e 25,8% respectivamente. Esse nimero assemelha-se,
entretanto, ao relatado por Brito et al. (1999), que encontraram 55,2%, em
relagio ao total de isolamentos,

Costa et al. (2000) também observaram maior freqiiéncia de
isolamento de Corynebacterium Spp (36,6%), em 31.463 amostras de leite
provenientes das 7 principais bacias leiteiras do Estado de Sio Paulo, Os
autores isolaram o agente em 54,1% das amostras provenientes de 33
propriedades produtoras de leite tipo C.

No presente estudo, observou-se que em 9,6% das amostras nio
houve crescimento microbiano, mas Brito et al. (1999) obtiveram 39,0%. Tal
diferenga talvez possa estar relacionada as praticas de higiene empregadas
nas propriedades, & metodologia utilizada e as caracteristicas dos rebanhos
analisados,

A Tabela 2 mostra as freqiiéncias de microrganismos contagiosos e
ambientais, bem como os agentes mais freqlientes. Observa-se o predominio
absoluto dos agentes contagiosos (94,5%). Esse achado ¢ corroborado pelos
resultados obtidos por Hillerton, citados por Brito & Bressan (1996), Brito &
Brito (1998) e Costa et al. (2000). Entre os agentes bacterianos classificados
como contagiosos, observou-se a predominancia de Corynebacterium spp em
49,0% dos isolados. Essa elevada prevaléncia sugere que talvez seja mais
apropriado ndo considerd-lo um patégeno secundario, assim como Costa et
al. (1985a), que ressaltaram sua alta infectividade e patogenicidade, em
oposigdo ao referido por Fonseca e Santos (2000). Essa predominancia de
Corynebacterium spp sugere a existéncia de falhas na higiene de ordenha -
principalmente na realizagdo da imersdo dos tetos em solugdo desinfetante
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ap6s a ordenha — e na terapia de vacas secas, uma vez que se consideram
esses procedimentos como altamente eficazes no controle dos ‘agentes
envolvidos nas mastites contagiosas, principalmente o Corynebacterium spp
(Honkanen-Buzalski et al., 1984; Ribeiro, 1996; Nickerson, 1998).

Tabela 2. Freqiiéncias de ocorréncia de microrganismos contagiosos e
ambientais isolados de 543 amostras de leite, NAPGAMA (2000).

Pirassununga (SP)
_Agentes N° Cepas Yo
Contagiosos (totais) 570 945
Corynebacterium spp 279 49,0
Staphylococcus spp 219 384
Ambientais (totais) 33 55
Streptococcus uberis 23 69,7

A elevada ocorréncia de S. wberis (69,7%) entre os agentes
ambientais foi também relatada por Costa (1998), que incriminou esse
microrganismo como um dos principais agentes etiologicos da mastite
ambiental.

A Tabela 3 apresenta, associadas a forma de qpresentac;o'da
enfermidade, isolados nas amostras colhidas em cinco propriedades leiteiras
da regifo de Pirassununga (SP). Staphylococcus spp e Sireptococcus spp
predominaram em casos de mastite subclinica. Segundo Blramley & Dodd
(1984) e Fonseca & Santos (2000), esses agentes sdo rgiaclonados entre 0s
principais causadores de infecgbes subclinicas, ocasionando expressivo
aumento na contagem de células somaticas, o que representa grave
comprometimento da produgio e da qualidade dp leite, gerando sérios
prejuizos ao sistema de produgo (Harmon, 1998; Wilson & Gonzalez, 1998;
Fonseca & Santos, 2000; Schiiellibaum, 2000; Santos, 2001). _

Observa-se que o Corynebacterium spp estava associado
principalmente ao quadro mastite subclinica. Brito et al. (1?99) isolaram esse
microrganismo predominantemente de amostras provementeslde quartos
mamarios com CMT negativo. Esses achados — aliados a afirmativa de que o
agente acarreta pequeno incremento na contagem de Félulas somaticas
(Fonseca & Santos, 2000), resultando em reagdes negativas ou tragos no
CMT (Dias Filho, 1987), além de o teste ser bastante suscgtivel a erros
devido & subjetividade da interpretagdo visual das rcagﬁes.clasmﬁcadas como
trago ou uma cruz — associam o agente aos animais que pf)dem ser
considerados como portadores. O fato de estar assoc:adq a0s animais que
apresentam o quadro de portador ndo diminui a importancia dq agente, pois,
além da possibilidade da disseminagdo entre os animais e do
comprometimento da qualidade do leite, o Corynebac!er.mm spp € citado
como causador de significativa redugdo na produgdo de leite (Zafalon et al.,
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1999). Esses aspectos, somados a elevada ocorréncia, expressam o potencial
impacto econémico da infecgdo por Corynebacterium spp e constituem

motivo de preocupagdo, pois o quadro de portador geralmente tem sido
desconsiderado por produtores e técnicos da 4rea.

Tabela 3. Freqiiéncia dos agentes da mastite infecciosa, isolados de 516
amostras de leite, de acordo com a forma de apresentag¢io da
enfermidade. NAPGAMA (2000). Pirassununga (SP)

Agentes MC% MSC% P% Total de cepas
Corynebacterium spp 33 398 56,8 271
Staphylococcus sp 34 692 274 208
Streptococeus spp 6,1 744 19,5 82
Nocardia spp 0,0 50,0 50,0 2
Leveduras 333 66,7 0,0 3
Gram-negativos 100,0 0,0 0,0 1

MC: Mastite clinica; MSC: Mastite subelinica: P; Portador,

O perfil de suscetibilidade in vitro das cepas de Staphylococcus spp,
Streptococcus spp e Corynebacterium spp pode ser visto na Tabela 4. Nas
linhas em que o somatério do percentual de resisténcia e de sensibilidade nio
atinge 100,0%, constata-se que essas amostras apresentaram halos de inibigdo
que indicaram uma suscetibilidade intermedidria e/ou parcial as drogas.

Os resultados relativos as cepas de Staphylococcus spp mostram
maior resisténcia as penicilinas e maior suscetibilidade as cefalosporinas.
Resultados semelhantes foram descritos por Costa et al. (1985b) e Langoni et
al. (1991; no entanto, verificou-se a existéncia de um padrio de
suscetibilidade bastante varidvel, principalmente em relagdo as penicilinas, e
que pode ser, provavelmente, segundo Sandholm et al.(1990), atribuido 2
produgdo de betalactamase e ao uso indiscriminado e inadequado do
antibiotico (Andrade, 1997).

As cepas de Streptococcus spp apresentaram maior resisténcia entre
0s agentes avaliados, com 100,0% para penicilina, ampicilina, tetraciclina e
tiamulina, Esse percentual ¢ superior aos encontrados por Costa et al.
(1985b), que obtiveram para as penicilinas variagdes de resisténcia entre
31,0% e 83,0%. Os antimicrobianos mais efetivos foram a neomicina e a
cefalexina.

A expressiva resisténcia apresentada pelas cepas de Streptococcus
spp pode ser um reflexo de préticas inadequadas na escolha e/ou no uso
indiscriminado desses antimicrobianos. Serve também para alertar sobre a
necessidade de rever o conceito de que agentes como Streptococcus spp, com

destaque para S. agalactiae, sdo altamente suscetiveis @ terapia
antimicrobiana (Fonseca & Santos, 2000).
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Tabela 4. Perfil de suscetibilidade in vitro de Staphylococcus spp,
Streptococcus spp e Corynebacterium spp, isolados de 543
amostras de leite. NAPGAMA (2000). Pirassununga (SP)

Staphylocaccus spp Streptococeus spp Corynebacterium spp
‘- o o @

PRINCIPIO C:Ipas %R %S C::Jas %R %S C:m %R %S
PEN 216 1000 0,0 90 100.0 0,0 261 100,0 0.0
AMP 216 100,0 0,0 84 1000 0,0 261 1000 0,0
OXA 216 574 42,6 84 929 6,1 261 1000 0,0
AMO 216 1000 0,0 84 929 0,0 261 14,6 ot
TET 216 884 9.3 84 1000 0.0 261 66,7 333
ERIL 216 15,3 56,1 84 39:7 0,0 261 379 257
NOR 219 0,0 42,5 90 84.4 0,0 261 0.0 559
SUT 216 2.3 30,6 84 48,8 0,0 261 66,7 ¥ A4
TIA 122 992 0.8 46 1000 0.0 41 0,0 100,0
MAM 218 133 0.5 47 00 362 261 0,0 100,0
CPZ 218 00 697 90 21,1 8.9 261 0,0 100,0
CFX 208 00 100,0 79 26,2 56,1 194 0,0 80,4
NEO 217 05 995 84 32,1 548 261 0,0 100,0
GEN 216 56,1 417 84 964 0,0 261 30,3 69,7
CEN 218 0,0 1000 B4 512 9.5 261 0.0 100,0

R: Resistente. S; Sensivel.

As cepas de Corynebacterium spp manifestaram alta suscetibilidade
a maioria dos principios testados. Costa et al. (1985b) também observaram
resultados semelhantes, acima de 75,0%, & maior parte dos antimicrobianos.
Essa alta suscetibilidade justifica as afirmagdes de que o agente ¢ altamente
sensivel a terapia da vaca seca (Honkanen-Buzalski et al., 1984; Fonseca &
Santos, 2000). Por outro lado, os maiores percentuais de resisténcia
apresentados pelas cepas de Corynebacterium spp foram observados para o
grupo das penicilinas, fato também constatado por Costa et al. (1985b). A
apresentagio de maior resisténcia a esse grupo pode ter origem na intensa
utilizagio dessa droga nas propriedades analisadas. Sabe-se que os produtos a
base de penicilinas estdo entre as drogas mais usadas pelos produtores rurais.

Considerando as varidveis que envolvem a interpretagdo e utilizagio
dos testes de sensibilidade in vitro, Costa et al. (1985b) mencionaram que
eles nio sofrem interferéncia de fatores como presenga de leite, reagio
tecidual de fibrose, veiculo utilizado no tratamento e mecanismos de defesa
do organismo, que poderiam reduzir ou aumentar a eficiéncia dos
antimicrobianos in vivo. Somam-se a esses fatores outros como a via de
aplicagdo, a assepsia, a dose, 0 intervalo e a duragiio do tratamento. Apesar
dessas variaveis, ha uma relagio direta entre os resultados do tratamento in
vivo e os testes de suscetibilidade in vitro (Costa et al., 1997a; Costa et al.,
2001). Assim esses testes tornam-se indispensaveis para a realizagio correta e
eficiente da terapia antimicrobiana, proporcionando maior produgdo e
qualidade do leite, redugéo dos prejuizos aos produtores e industrias, e ainda
dos riscos a saide dos consumidores.

40 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL

CONCLUSOES

% 1 A predominéncia de bactérias dos géneros Corynebacterium spp,
prc;phs‘ococcus s:ipp e Streptococcus spp indica a ocorréncia de falhas nos
cedimentos de controle da mastite i i
: contagiosa,
T giosa, nas propriedades
- 0O expressivo isolamento de agentes contagiosos através de amostras
oriundas de animais com quadro de portador alerta para o risco de esses
ammzls atuarem como fonte ‘de infecgdo para o rebanho e de comprometerem
a ;Tro u¢a9 e qgahda:de do le[te. Adverte ainda sobre a necessidade de realizar
cultura mu::robl([)légtca do leite de todos os animais ¢ ndo somente daqueles
com mastite clinica, CMT positivo ou
I com alta contage
B gem de células
. , Em wm_:de da grande variagio no padrdo de sensibilidade in vitro
0s agentes avaliados, torna-se necessario realizar antibiogramas, de modo

que a terapia antimicrobiana possa i iénei
81 ser feita com eficiéne i
il ia técnica e

ABSTRACT

Et:o]ogy and sus'ceptil?ilily in vitro of the bovine mastitis agents isolated from
cattle in the Region of Pirassununga (SP)-Brazil

During the period from September to November, 2000, 543 raw milk samples
were qnalyzed at 1_l1e University of Sdo Paulo-Pirassununga-Brazil withpthe
?bject_we of studying the etiology and susceptibility in vitro of tI,u: bovine
fnfecpous mastitis agents, besides establishing a relation between the
ld_ent:ﬁed agents and the clinical manifestation of the disease. The
microorganisms were cultivated in sheep blood agar, and identified .by its
macroscopic, microscopic and biochemical features. The antibiograms were
done in Mueller Hinton agar, disk diffusion method. The isolated agents
were: Corynebacterium spp., in 51.4% of the samples; Staphylococcus sp l
in 40.3% (71.9% coagulase positive); Streptococcus spp., in 17.5% (63 SF')%;
Strep{amccus agalactiae); and, Nocardia spp.; Icavehings‘ and Grl'lm-
negatwgs (50.0% Escherichia coli). 603 strains were isolated ‘observin the
predominance of contagious agents (94.5%; being 49.0% (.'f;rynebacfegrium
spp.). Among all the environmental agents there was predominance of
Srrepraclrocms' uberis (69.7%). Staphylococcus spp., Streptococcus spp

Nocardia spp. and leavenings were more associated to subclinical maqtitis“
whgreas CO!:}’HE’:‘?{JC!GH“HM spp. to carriers condition and Gram-negaliv‘es tc;
clinical mastitis. Among the tested agents, the Corynebacterium spp strains

have shown the highest susceptibility.
KEYWORDS: Bovine mastitis. Etiology. Antibiograms.
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