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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o estado sanitario da glandula
mamaria de vacas paridas, em producao leiteira e a predominancia do
microorganismo staphylococcus sp no leite. Utilizou-se leite de 196 tetos de vacas
em diferentes lactagbes com média de producdo de 18quilos de leite diarios, 0s
quais eram destinados a Industria de laticinios. Inicialmente realizava-se exame de
CMT (Califérnia Mastite Teste) ao pé da vaca e dos resultados positivos era
realizada lavagem do Ubere e recolhido amostra de leite em tubos de ensaio
autoclavados e acondicionados em caixa isotérmica com gelo, e conduzidos ao
laboratério de Microbiologia Animal da Universidade Estadual DO Maranh&o. No
ensaio microbiologico aliquoatas de 1,0mL da amostra de leite foram tranferido
para tubos de ensaio e adicionado a tubos de ensaio contendo 9,0 ml do caldo de
Brain Heart Infusion (BHI), para diluicdes seriadas até 10>. Em seguida essas
diluicdes eram levadas a estufa por 24 horas a 37°C. ApGs 24h de estufa, a
diluicdo seriada 1073 do leite em BHI (1mL), era transferido para Placas de Petri
contendo agar especifico para o crescimento de staphylococcus sp e incubadas
24h a 37°C para o crescimento de col6nias. Os microorganismos isolados em agar
especifico eram identificados por meio da coloracdo diferencial de Gram e
producéo de catalase, onde era realizado em lamina, adicionando a uma colonia,
0,2 ml de H,0O, (peroxido de hidrogénio) 3%. Os resultados obtidos mostraram que
0S microorganismos isolados foram identificado como stphylococcus sp, os que
apresentaram morfologia tipica de cocos Gram positivos, agrupados em cachos e
producédo de enzima catalase.



INTRODUCAO

A mastite é a infec¢cdo mais freqliente dos animais destinados a producao
de leite, e que mais onera a pecuaria leiteira. As perdas econdmicas sao causadas
tanto a honorarios profissionais, medicamentos, morte ou descarte precoce de
animais, como em nivel de laticinios, pela queda na qualidade do produto final e
diminuicdo no rendimento industrial para a fabricagcdo dos seus derivados e pelas
alteracdes na composicao do leite mastitico (FONSECA E SANTOS 2000).

Sob o ponto de vista de saude publica, deve-se considerar que gquando esta
afeccdo é desencadeada por agentes infecciosos, o que ocorre em sua grande
maioria, existe alto risco de sua transmissdo ao homem, a partir do leite
contaminado. A mamite (do latim mammae) ou mastite (do grego mastos) bovina é
uma doenca de grande importancia, sobre ha qual muito se tem investigado.
Identificar uma mama doente, na maioria dos casos nao representa uma tarefa
dificil, mas considerar um quarto efetivamente sadio ou em vias de apresentar
alguma alteracao ainda é discutivel. Além disso, a maioria das mamites apresenta-
se sem sinais fisicos de processo inflamatério agudo, sendo crbénicas ou
incipientes e, apesar do aspecto inofensivo, causam sérios prejuizos econdmicos
e servem de fonte de infeccdo. Mastite normalmente ocorre em resposta a
infeccdo intramamaria, principalmente bacteriana, mas também micoplasmatica,
micotica (fangica), ou infecgbes por algas. A maioria das mastites € causada por
infeccdo bacteriana da glandula mamaria (RIBEIRO et al., 2001).

Segundo SEARS et al. (1993) a qualidade do leite estd diretamente
relacionada com saude, alimentacdo e manejo dos animais, com a qualidade da
mao-de-obra, manejo adequado dos equipamentos e utensilios utilizados durante
a ordenha e transporte até a industria. Todos esses fatores influenciam a sua
composicgao original (proteina, gordura, etc.) e, as caracteristicas de sabor, cheiro
e viscosidade, certificando ou n&o a qualidade do produto RADOSTITS (2002).

A reducdo quantitativa e qualitativa do leite provocada pela mastite
subclinica no quarto infectado, na vaca ou no rebanho, varia muito, dependendo
de fatores ligados a natureza do(s) agente(s) etiolégico(s), da resposta imunitaria
do animal, da evolucdo, duracdo da infeccdo e da propagacdo da mastite no
rebanho. Estas condi¢cdes ainda sao influenciadas pelos cuidados e medidas
sanitérias adotadas (BAREILLE et al., 2003).

Segundo DINGWELL et al. (2004) a ordenha é uma pratica aparentemente
simples, mas de importancia fundamental na exploragéo leiteira. A forma como se
processa a ordenha influencia a qualidade do leite e o preco que a industria de
laticinios paga ao produtor.

A inflamacdo da glandula maméria, a qual frequientemente tem origem
bacteriana (PEELER et al., 2003; SONDERGAARD et al., 2003; SANTOS et al.,
2004), relatam que mais de 80 diferentes espécies de microorganismos foram
identificadas como agentes causadores de mastite bovina, sendo que as espécies
mais freqlientemente isoladas sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli
(HOLTENIUS, 2004).



OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade do leite “in natura” que
era destinado ao consumo humano na cidade de Imperatriz - MA, e registrar nas
diferentes lactacbes a probabilidade da infeccdo na glandula Mamaria, nos
quadros sub-clinicos, clinicos, agudas e crénicas em vacas paridas. Registrar
através da lactocultura a predominancia e incidéncia do microorganismo
Staphylococcus sp presentes no leite e qual o antibiético mais sensivel para o
mesmo através do TSA (Teste de Sensibilidade aos Antibioticos).

MATERIAL E METODOS

Coleta da amostra

As amostras foram coletadas e havendo resultado positivo para o CMT, o
teto infectado era limpo com agua e sabdo, em seguida seco com papel toalha e
uma posterior limpeza com solucao de hipoclorito de sédio a 0.2%. As amostras
de leite foram coletadas do respectivo teto em um tubo de ensaio autoclavado e
acondicionado em caixa isotérmica contendo gelo e conduzido as dependéncias
do laboratério de Microbiologia Animal da Universidade Estadual do Maranhéo,
para as analises.

Da amostra de leite era retirado 1,0 ml e adicionado a tubos de ensaio
contendo 9,0 ml de Brain Heart Infusion (BHI), para diluicdes seriadas até 103, Em

seguida essas diluicdes eram levadas a estufa por 24 horas a 37°C.

Isolamento e identificagc&do de Staphylococcus sp

Apb6s 24h de incubacdo, a diluicio seriada 102 do leite em BHI, era
transferido para Placas de Petri contendo agar especifico para o crescimento de
staphylococcus sp. Em seguida as placas foram conduzidas a estufa por 24
horasa 37°C para o crescimento de colbnias.

Os microorganismos isolados em agar especifico foram identificados por
meio da coloragdo diferencial de Gram e producdo de catalase, que foi realizado
em lamina, adicionando a uma colénia, 0,2 ml de H,O, (perdxido de hidrogénio)
3%. Eram considerados como Staphylococcus sp, os isolados que apresentam
morfologia tipica de cocos Gram positivos, agrupados em cachos e producao de
enzima catalase.

Semeadura em meio de Mueller-Hinton para TSA - Antibiograma

A prova da sensibilidade das cepas de staphylococcus sp isoladas eram
realizadas pelo método dos discos impregnados com antibiéticos. Inicialmente as
cepas eram semeadas em tubos contendo BHI e incubadas a 37°C durante 24
horas. Apés a incubacdo, um Swab era umedecido no caldo cultivado e semeado
em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton, esfregando-se o Swab em
varias diregcbes sobre o agar para se obter uma distribuicdo uniforme das
bactérias.



Depois, com auxilio de uma pinga, os discos! impregnados com antibi6ticos
eram depositados e levemente pressionados sobre a superficie do meio inoculado
na placa de Petri, mantendo-se, entre um disco e outro, a distancia de,
aproximadamente trés centimetros. Os antibidticos utilizados no teste foram:
Penicilina G (PEN 10), Clorafenicol (CLO 30), Cefalotina (CFL 30) e Amicacina
(AMI 30).

As placas foram incubadas por 12 a 24 horas e, apds, com uma régua,
realiza-se a leitura dos halos de inibicdo, anotando-se o diametro em mm. Os
resultados foram interpretados como resistente (R), sensibilidade intermediaria (I)
e sensivel (S), de acordo com a tabela fornecida pelo fabricante dos discos de
sensibilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 196 tetos analisados, 68 tiveram resultado positivo para mastite
subclinica, cujo resultado foi dado em escores, que variaram de tracos (leve
formacédo de gel) a + (fracamente positivo), ++ (reacdo positiva) e +++ (reagao
fortemente positiva); 116 tetos negativos e 12 tetos suspeitos.

Positivos + + + ++ +
N° detetos afetadoS 44 22 2
% detetos afetados 65% 32% 3%

Quadro 01: Relagéo de tetos positivos.

Positivos Negativos Suspeitos
N° de tetos 68 116 12
% 35% 59% 6%

Quadro 02: Proporcéo de animais afetados

Os registros zootécnicos sdo precarios na regido, dficultando a pesquisa quanto a
lactacdo dos animais, porém, a partir dos dados coletados podemos observar que a maior
incidéncia de mastite ocorreu em animais de primeira lactacdo que deram resultados
positivos no teste CMT, este resultado € devido a maior predisposicdo que as novilhas
apresentam para infecces intramamarias no periodo pré-parto, prejudicando o crescimento
do tecido secretor da glandula mamaria, afetando negativamente a produgéo de leite futura
e aumentando a ocorréncia de casos clinicos de mastite.

! DME SENSIDISC



L actacéo 1 2 3 4 5 6 11 13

N°deanimaig 13 9 3 3 3 1 1 1

% deanimais| 38% | 26% | 9% D% P 3% 3% 3%

Quadro. 03: Quantidade de animais afetados por fase de lactacéo

Os agentes mais freqlentemente isolados do Ubere destes animais foram as bactérias
do género staphylococcus sp. Os staphylococcus coagulase Negativos fazem parte na
microbiota normal da pele dos bovinos e podem ser facilmente isolados em novilhas. Os
agentes que causam mastite em novilhas podem ter origem do proprio ambiente, do corpo
dos animais e do leite proveniente de animais com mastite que € usado no aeitamento dos
bezerros. Com relacéo ao teste de sensibilidade a antibidticos, avaliouse a eficiéncia dos
seguintes antibidticos como estratégia para o controle da mastite subclinica: Penicilina G
(PEN 10), Cefalotina (CFL 30), Clorafenicol (CLO 30) e Amicacina (AMI 30). Entre esses
antibidticos testados, 0 que se mostrou mais eficiente em 100% dos casos foi a Cefaotina,
apresentando um halo de inibic¢do bacteriana com média de 3,5 cm de didmetro.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos com este trabal ho, verificamos que a mastite € uma doenca:

Multifatorial, de grande importancia para a pecuaria leiteira e de ocorréncia
fregliente naregido delmperatriz — Ma, devido afalhas no manejo dos animais;

As bactérias do género gaphylococcus sp ocuparam um papel de destaque na
etiologia das infecgbes intramamérias do gado leiteira na regido;

Em funcdo da metodologia adotada neste trabalho as novilhas apresentaram maior
indice de contaminacdo da glandula mamaria por staphylococcus coagulase
negativos,

Os antibidticos testados apresentaram maiores percentuais de sensibilidade ao
principio ativo Cefalotina, com um halo de inibicdo de 3,5 cm de didmetro, seguido
do Clorafenicol com um halo de 2,5 cm de didmetro, a Amicacina com 1,9 cm de
diametro e por fim a Penicilina G com um halo de inibicdo bacteriana apenas de 1,8
cm de didmetro;



A escolha do medicamento a ser utilizado no tratamento da mastite bovina causada

por staphylococcus sp, torna-se imperiosa a necessidade do conhecimento do perfil
de sensibilidade frente aos antibioticos e quimioterpicos das cepas isoladas.
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