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As mastites clinica ou subclinica sdo as principais doencas
que afetam o rebanho bovino leiteiro, com impacto sobre a economia,
a industria e com reflexos na satide publica. Considerando-se que
Santa Izabel do Oeste se encontra na segunda maior bacia leiteira
do Estado do Parana e que os casos de mastite epidemiologicamente
subdividem-se em ambientais ou contagiosas, buscou-se identificar
os possiveis agentes etiologicos causadores das mastites bovinas,
utilizando-se um método diagnodstico preliminar rapido e barato
que diferenciasse estes dois tipos da enfermidade, a fim de orientar
o tratamento e a profilaxia. Optou-se por duas triplacas, sendo

RESUMO

que a triplaca I continha em cada cavidade os seguintes meios de
cultura: agar sangue; agar bile-esculina e agar sal manitol; a triplaca
II possuia os meios agar MacConkey; dgar Baird-Parker e agar
sabouraud-dextrose com cloranfenicol. Adicionalmente, utilizou-se
um tubo com agar sabouraud-dextrose com cloranfenicol incubado
a temperatura ambiente, para pesquisa de fungos filamentosos.
Observou-se que na grande maioria das amostras foram isolados
Staphylococcus coagulase negativos, coliformes, Staphylococcus
aureus, bacilos gram negativos ndo fermentadores, corinebactérias,
Streptococcus spp. € Streptococcus agalactiae.
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ABSTRACT

ETIOLOGICAL PROFILE OF BOVINE MASTITIS FROM DAIRY FARMS
OF SANTA IZABEL DO OESTE, PARANA, BR

Clinical or sub-clinical mastitis are the main illnesses that
affect dairy herds, with impact on the economy, the industry, and
with consequence to public health. Considering that the city of
Santa Izabel do Oeste is located in the second bigger milk region
of Parana state, and that mastitis cases are epidemiologically
classified as ambient or contagious, the purpose of this study was to
identify possible etiologic agents of bovine mastitis, by the use of a
preliminary, fast and cheap diagnostic method to differentiate these
types of illness, to orient treatment and prophylactic measures.
Two triplates were employed. Triplate I was composed by blood

agar, bile-esculine agar and mannitol-salt agar, while triplate
IT was composed by MacConkey agar; Baird-Parker agar and
sabouraud-dextrose agar with cloranfenicol. Additionally, a tube
with sabouraud-dextrose agar with cloranfenicol incubated at room
temperature temperature was used for the research of filamentous
moulds. It was observed that the great majority of the isolated
samples had Staphylococcus coagulase negative, coliforms,
Staphylococcus aureus, no-fermenters bacilli gram negative,
Coryneforms, Streptococcus spp. and Streptococcus agalactiae.

KEYWORDS: Coliforms, Coryneforms Staphylococcus, Streptococcus, mastitis.

Ci. Anim. Bras., Goiania, v. 11, n. 4, p. 860-866, out./dez. 2010



Perfil etiologico da mastite bovina na bacia leiteira de Santa Izabel do Oeste, Parana 861

INTRODUCAO

A inflamacdo da glandula mamaria ou mastite
encontra-se entre as principais doengas de bovinos
leiteiros (COSTA, 2000) e causa prejuizos aos pro-
dutores, & industria e provoca riscos a satude publica.
A mastite é considerada a doenga que proporciona as
maiores perdas econdmicas na producdo de leite e
estima-se que esta doenca cause prejuizo ao redor de
USS$ 1,8 bilhdes/ano nos EUA (NATIONAL MASTI-
TIS COUNCIL, 1996). No Brasil, calcula-se que a alta
prevaléncia de mastite nos rebanhos bovinos promova
reducdo de 12% a 15% na produgdo anual de leite, que
¢ de cerca de 20 bilhdes de litros/ano (FONSECA &
SANTOS, 2000).

Quanto a apresentagdo, a mastite pode ser classi-
ficada como clinica, que ¢ a forma na qual visualizam-
se as altera¢des no leite e no animal, ou subclinica,
forma na qual a identificagdo requer a adogdo de
recursos indiretos de diagndstico (COSTA, 2000). A
auséncia de visualizacdo direta da mastite subclinica
favorece sua disseminag@o no rebanho e proporciona ao
produtor uma falsa tranquilidade em relagdo a ocorrén-
cia da enfermidade, visto que ¢é estimado que existam
35 casos subclinicos de mastite para cada caso clinico
(FONSECA & SANTOS, 2000). A mastite bovina,
frequentemente, tem origem bacteriana (COSTA et
al., 1995; NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1996;
LANGONI et al., 1998) e, dentre os mais de oitenta mi-
crorganismos diferentes identificados como causadores
desta enfermidade, as espécies mais frequentemente
isoladas sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis e Escherichia coli (HARMON, 1994).

Acredita-se que, nos rebanhos leiteiros que
ndo adotam medidas de controle contra mastite, haja
infec¢do em metade das vacas, com média de dois
quartos mamarios por animal (NATIONAL MASTITIS
COUNCIL, 1996). As estimativas brasileiras apontam
valores de 20% (LANGENEGGER et al., 1970), 38%
(FONSECA & SANTOS, 2000) e até 71% (COSTA et
al., 1999) para a prevaléncia da doenga em rebanhos
dos estados de Minas Gerais e Sao Paulo.

O exame microbiologico de amostras de leite co-
letadas assepticamente é considerado o método padrao
para determinacdo da satide do ibere e para o diagnds-
tico da mastite bovina (RADOSTITIS et al., 1994).

Para tanto, procedimentos padronizados sugeridos
pela Federagao Internacional de Laticinios e Conselho
Nacional de Mastite sdo adotados em diversos paises
do mundo (HARMON et al., 1990) ¢ os resultados
permitem compreender problemas especificos dos
rebanhos, orientar medidas racionais de controle da
mastite e sugerir mudangas de manejo (RADOSTITIS
etal., 1994; BRAMLEY et al., 1996).

Existem diversas metodologias quanto a coleta
de amostras de leite para avaliacdo da prevaléncia de
mastite num rebanho. Pode-se avaliar o leite de todas
as vacas em lactagdo, somente dos casos clinicos ou dos
quartos mamarios com contagens de células somaticas
elevadas segundo o California Mastitis Test (SEARS
et al., 1993; BRAMLEY et al., 1996), sendo também
possivel investigar amostras compostas dos quatro
quartos mamarios de uma vaca, ou obter amostras
de leite do tanque da fazenda (SEARS et al., 1993;
BRITO et al., 1998). A avaliagdo do leite do tanque
atende programas de monitoramento de rebanhos,
detecta a presenca de patogenos especificos e reduz os
custos com exames laboratoriais (SEARS et al., 1993;
BRAMLEY et al., 1996).

Objetivou-se com este trabalho, isolar e identi-
ficar os principais agentes etiologicos causadores de
mastite no rebanho leiteiro da regido de Santa Izabel do
Oeste, a fim de gerar subsidios no desenvolvimento de
um sistema microbioldgico que permita identificag@o
rapida e barata dos patogenos envolvidos.

MATERIAL E METODOS

Coletaram-se 427 amostras de leite na regido
de Santa Izabel do Oeste, no Estado do Parana, entre
agosto de 2006 e margo de 2007. Os rebanhos foram
selecionados ao acaso e apresentavam caracteristicas
diversas quanto a raca, grau de sangue, produgdo de
leite, instalagdes, tipo e manejo da ordenha.

Inicialmente, o leite desses animais para ava-
liagdo foi coletado conforme o teste da caneca telada
(RADOSTITS et al., 1994) e o California Mastitis
Test — CMT (SCHALM & NOORLANDER, 1957).
O uso da caneca telada permite identificar os casos
de mastite clinica conforme a presenca de secrecdo
anormal (flocos, grumos ou anormalidade na coloracao
ou na consisténcia). O CMT foi realizado de acordo
com LANGENEGGER et al. (1970), classificando-se a
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reacdo inflamatoria de acordo com os escores 1 (negati-
vo0), 2 (trago que indica reagao suspeita), 3 (fracamente
positivo, +), 4 (positivo, ++) ou 5 (fortemente positivo,
+++). A variacdo de escores 3 a 5 depende da consis-
téncia do gel formado pela adi¢dao do reagente ao leite
e tais escores sdo os que melhor indicam a presenga
de mastite subclinica (BRITO et al., 1996).

Foram coletadas amostras de leite de todos
os quartos mamarios com mastite clinica ou mastite
subclinica que apresentaram escore de 3 a 5 segundo
o CMT. As amostras foram obtidas imediatamente
antes da ordenha apds cuidadosa higienizagdo e de-
sinfec¢@o dos tetos com alcool 70%. Apos desprezar
os trés primeiros jatos de leite, coletaram-se os jatos
seguintes diretamente em frascos estéreis e descarta-
veis, que foram colocados em caixas isotérmicas com
gelo e encaminhados imediatamente ao laboratorio
para realizagdo do exame microbiologico (HARMON
et al., 1990).

Utilizaram-se duas triplacas, sendo que em cada
uma semearam-se 10uL de cada amostra de leite, com
alga calibrada e descartavel, em cada um dos qua-
drantes (NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1996).
Na triplaca I, em cada cavidade havia agar sangue de
carneiro 5%, agar bile esculina e agar sal manitol. Na
triplaca II, em cada cavidade havia agar Baird-Parker
com gema de ovo e telurito, agar MacConkey e agar
sabouraud-dextrose com cloranfenicol. As triplacas I
e Il foram incubadas a 35 °C e realizou-se leitura das
triplacas apds 24 e 48 horas.

As colonias isoladas no agar-sangue foram ob-
servadas quanto a morfologia, tamanho, pigmentacgao
e presenca de hemolise. Observaram-se os microrga-
nismos isolados ao microscopio por meio de esfre-
gacos corados pelo método de Gram. A significancia
do ntimero de colonias dos microrganismos isolados
foi interpretada segundo os critérios propostos pelo
NATIONAL MASTITIS COUNCIL (1987).

As bactérias do género Streptococcus foram
identificadas conforme a auséncia de produgdo de
catalase, testes de CAMP, hidrolise do hipurato de
sodio, crescimento em NaCl 6,5%, produgao de pyr-
rolidonilarilamidase e hidrélise da esculina. Fez-se a
classificagdo de acordo com HOBLET et al. (1986),
que dividem os Streptococcus em S. agalactiae (reagio
positiva nos testes de CAMP e hidrolise do hipurato
de sodio, crescimento variavel em NaCl 6,5% e reacao
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negativa na hidrélise da esculina), Streptococcus sp.
esculina positivos (reagao variavel no teste de CAMP,
na hidrolise do hipurato, em NaCl 6,5% e hidrolise da
esculina, o que inclui S. uberis, S. bovis, espécies de
Enterococcus e outros Streptococcus que hidrolisam
a esculina) e Streptococcus sp. esculina negativos
(reacdo negativa no teste de CAMP, na hidroélise da
esculina e do hipurato de s6dio e auséncia de cres-
cimento em NaCl 6,5%, o que inclui S. dysgalactiae
entre outros).

As bactérias do género Staphylococcus foram
classificadas com base nos testes de resisténcia a ba-
citracina e na producdo de catalase (SCHLEIFER &
KLOOS, 1975; BAKER, 1984; BAKER et al., 1986;
KLOOS & BANNERMAN, 1995).

O teste de producdo de coagulase foi feito
em tubos e em laminas, com plasma de coelho em
EDTA, de acordo com HARMON et al. (1990). Para
diferenciar as espécies de Staphylococcus coagulase
positivos empregaram-se os testes de producao de
acetoina e utilizagdo anaerdbica do manitol (KLOOS,
1990). Detectou-se a producao de acetoina em tubos
com caldo a base de peptona e glicose incubados a
37 °C por 48 horas. Utilizaram-se 0,5 mL da cultura,
0,3 mL de a-naftol a 5% (p/v) em alcool absoluto
e 0,1 mL KOH 40% (p/v). A utilizacdo anaerdbica
do manitol foi testada em tubos tipo eppendorf, que
continham caldo parpura de bromocresol e que foram
vedados com quinze gotas de vaselina esterilizada.
Avaliou-se a sensibilidade a acriflavina em placas de
agar P (PHILLIPS & NASH, 1985) e de Baird-Parker
suplementadas com emulsdo de gema de ovo e telurito.
Antes de verter os meios, adicionou-se solugao de acri-
flavina até ser alcangada a concentragao final de 7pg/
ml(DEVRIESE, 1981). O indéculo foi uma suspensao
em caldo de soja tripticaseina cultivada por dezoito
horas em agar-sangue, padronizado com o tubo 0,5 da
escala de MacFarland. Incubaram-se placas com e sem
acriflavina com a mesma suspensao de cada amostra
e avaliadas apos 24 e 48 horas de incubag@o a 35 °C.
Apenas as amostras que apresentaram crescimento
exclusivamente nas placas sem acriflavina foram con-
sideradas sensiveis.

Os estafilococos coagulase negativos foram
identificados pelos métodos convencionais de KLOOS
& SCHLEIFER (1975), baseado no tamanho e pigmen-
tacdo das col6nias; crescimento aerobico e anaerdbico;
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presenca de fator de aglutinagdo, hemolisina, ornitina des-
carboxilase, urease, pyrrolidonyl-arilamidase; resisténcia
a novobiocina e a polimixina; utilizagdo da arginina;
produgdo de acetoina; redugdo de nitratos; hidrolise de
esculina; acidificacdo aerdbica e anaerdbica de arabino-
se, celobiose, frutose, glicose, lactose, maltose, manitol,
manose, rafinose, ribose, sacarose, trealose e xilose.

As bactérias Gram negativas fermentadoras de
lactose e oxidase negativas foram identificadas pelo
sistema EPM-mili-citrato, para triagem de enterobac-
térias. As bactérias Gram negativas nao fermentadoras
de lactose foram identificadas pela reag@o positiva na
prova da oxidase e pelo sistema NF prov-mini kit para
organismo nao fermentador.

Os bastonetes Gram positivos pequenos,
pleomorficos e ndo esporulados, com morfologia
semelhante a difteroides, foram identificados como
Corynebacterium sp. Além disso, observaram-se ca-
racteristicas como colOnias pequenas circulares (1 a
2mm de diametro), esbranquigadas ou cremosas, com
superficie rugosa, visiveis somente apos 48 horas.
Consideraram-se contaminantes e, portanto, descarta-
das as amostras em que houve crescimento de trés ou
mais colénias diferentes no isolamento primario, sem
o predominio de nenhuma delas.

Foram incluidas como cepas controle: Pseudo-
monas aeruginosa (ATCC 9027), Enterobacter aeroge-
nes (ATCC 13048), Proteus mirabilis (ATCC 25933),
Escherichia coli (ATCC 8739), Enterobacter cloacae
(ATCC 13047), Shigella flexneri (ATCC 12022), Kle-
bsiella pneumoniae (13883), Staphylococcus epider-
midis (ATCC 12228), Streptococcus pyogenes (ATCC
19615) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos exames microbioldgicos das
amostras estudadas estdo apresentados nas Tabelas 1
e 2. Conforme o observado, em 10,77% das amostras
ndo foram isolados microrganismos no exame micro-
bioldgico e em 9,13% do total ocorreu contaminagao,
ou seja, crescimento de trés ou mais tipos diferentes de
coldnias. Considerando-se a possibilidade de haver iso-
lamento de mais de um agente etioldgico por amostra,
o total de microrganismos isolados foi de 427.

Os Staphylococcus sp. coagulase negativos e
o Corynebacterium sp. sdo patdogenos secundarios

da mastite (HARMON & LANGLOIS, 1989) e seus
papéis na glandula mamaria ainda sdo questionados.
Embora apenas algumas espécies de Staphylococcus
sp. coagulase negativos estejam relacionadas com a
infeccdo mamaria e a prevaléncia desses, pode haver
influéncia do desinfetante empregado na limpeza dos
tetos apds a ordenha (HOGAN et al., 1987; WHITE
etal., 1989). Atualmente, tais agentes sdo vistos como
patogenos contagiosos emergentes (HOGAN et al.,
1987; WHITE et al., 1989), sendo que os resultados
do presente estudo corroboram esta informagao, ja
que esta classe foi a mais frequentemente isolada
nas amostras. O controle desses agentes esta ligado
a adocdo de boas praticas de higiene e de manejo do
rebanho durante a ordenha. As amostras classificadas
como Corynebacterium sp. foram catalase positiva e
apresentaram caracteristicas morfotintoriais e coloniais
tipicas de C. bovis.

Outros estudos tém chamado a atengdo para
a elevada porcentagem de isolamento de C. bovis
em quartos mamarios, sendo muitas vezes o agente
de maior prevaléncia no rebanho (HARMON et al.,
1990). Este achado esta relacionado com a auséncia
ou ineficiéncia do processo de desinfec¢do dos tetos
apos a ordenha. No Brasil, amostras de leite oriundas
de quartos mamarios com mastite subclinica com
escore 4 ou 5 pelo CMT apresentaram prevaléncia
de C. bovis de 9,23% (LANGONI et al., 1991) a
9,71% (FERREIRO et al., 1985) e, no caso de mastite
clinica, esta prevaléncia atingiu 21,77% (COSTA et
al., 1995).

O Staphylococcus aureus foi o patdogeno
primario mais frequentemente isolado (18,70%).
Ao contrario de diversos paises que erradicaram o
Streptococcus agalactiae, esse agente foi isolado
de 3,5% das amostras com crescimento bacteriano.
E fundamental que vacas que apresentem glandula
mamaria infectada por S. aureus e/ou S. agalactiae
sejam identificadas, mesmo que ndo haja inflamagao
evidente, a fim de se estabelecer medidas de controle,
visto que, dadas as caracteristicas da disseminagao e
infeccdo, esses dois agentes constituem importante
fonte de infecgdo para os rebanhos (HARMON, 1994;
BRAMLEY et al., 1996). A alta frequéncia desses
agentes etiologicos sugere que nos rebanhos avaliados
nao estdo sendo realizadas medidas de controle da
mastite eficientes.
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TABELA 1. Resultado do exame microbioldgico de todos os quartos mamarios de 427 amostras de leite oriundas de rebanhos localizados

na bacia leiteira de Santa Izabel do Oeste, PR

Microrganismo isolado

Numero de amostras

Porcentagem

Amostras ndo contaminadas e
Todas as amostras .
com crescimento

Coliformes 39
Streptococcus agalactiae 12
Streptococcus sp. — esculina positivos 21

Streptococcus sp. — esculina negativos 15
Staphylococcus — coagulase positivos 0

Staphylococcus sp. — coagulase negativos 104
Staphylococcus aureus 64
Staphylococcus hyicus 12
Staphylococcus intermedius 3

Corynebacterium sp. 29
Pseudomonas sp. 24
Leveduras 19
Amostras contaminadas 39
Sem crescimento 46
Total 427

9,13 11,40
2,81 3,50
4,92 6,10
3,51 4,40
0 0,0
24,36 30,40
14,99 18,70
2,81 3,50
0,70 0,90
6,79 8,50
5,62 7,00
4,45 5,60
9,13 -
10,77 -
100,00 100,00

TABELA 2. Resultados obtidos na identificacdo das espécies de Staphylococcus sp. coagulase negativos isolados das IMI em proprie-

dades leiteiras de Santa Izabel do Oeste, PR

Quanto a novobiocina Staphylococcus coagulase negativo Numero de amostras Porcentagem

S. chromogenes 21 18,42
S. epidermidis 20 17,54

S. haemolyticus 1,75

. S. hominis 5 4,39
Sensivel S. hyicus 30 26,32
S. simulans 1 0,88

S. warneri 11 9,65

Subtotal 90 78,95

S. saprophyticus 0,88

Resistente S. sciuri 2 1,75
S. xylosus 11 9,65
Subtotal 14 12,28

Total 104 100

As espécies de Staphylococcus coagulase posi-
tiva ou negativa incluem, principalmente, S. dysgalac-
tiae, S. uberis, S. bovis e espécies do género Entero-
coccus. O S. dysgalactiae apresenta caracteristicas de
patdgeno contagioso e ambiental (HARMON, 1994) e,
muitas vezes, no exame microbioldgico € identificado
pelas reacdes negativas na maioria dos testes. Neste
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estudo, ele esta incluido entre as amostras que nao
hidrolisam a esculina. Os outros Streptococcus e os
Enterococcus sdo considerados patdogenos ambientais,
pois a fonte de infec¢do para o rebanho ¢ o proprio
ambiente da fazenda e, assim, as medidas profilaticas
envolvem o controle de patdgenos no meio (HOGAN
etal., 1987).
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Os coliformes Pseudomonas spp. e leveduras
também sdo patoégenos secundarios de origem am-
biental e seu controle se baseia em medidas higiénico-
sanitarias ¢ de manejo do rebanho (HOGAN et al.,
1987).

CONCLUSOES

Diante do exposto, pode-se concluir que o mé-
todo de triagem microbioldgico utilizado foi satisfa-
toério nos quesitos rapidez, custo e agentes etioldgicos
diagnosticados. Ademais, verifica-se que os casos de
mastite bovina clinica ou subclinica presentes na regido
da bacia leiteira de Santa Izabel do Oeste derivam, prin-
cipalmente, das falhas de higiene antes, durante e apos
a ordenha, ja que ha grande prevaléncia de patdgenos
secundarios e ambientais, sendo frequente o isolamento
de Staphylococcus coagulase negativo.
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