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RESUMO

Foram avaliados antibiogramas alternativos, denominados
GLOBAIS, no controle da mamite bovina. Utilizou-se quatro
variagdes metodologicas, com pequenas alteragdes entre si, todos
comparados ac método de antibiograma classico, proposto por
BAUER et al (1966). Dois destes métodos utilizaram como indculo,
leite ndo enriquecido e foram denominados Agar Sangue Direto
(ASD) e Cérebro Coragio Direto (CCD). Nos restantes, Agar
Sangue Incubado (ASI) e Cérebro Coragdo Incubado (CCI), foi
usado inoculo enriquecido por incubagdo prévia do leite a 37°C por
15-18 horas. Os métodos diretos, ASD ¢ CCD, apresentaram baixa
taxa de crescimento. A incubagdo prévia do leite melhorou o
desempenho dos antibiogramas propostos. A utilizagdo das medidas
de didmetros indicadas para o método classico apesar da
sensibilidade baixa, manteve a especificidade alta, permitindo sua
utilizagdo como método de exclusio daqueles antibidticos para os
quais os patogenos sejam resistentes. O isolamento de mais de uma
bactéria por amostra refletiu em diminui¢do da sensibilidade

PALAVRAS-CHAVES: Mamite bovina - Antibioticoterapia -
Antibiograma
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SUMMARY

Alternative antimicrobial susceptibility tests for bovine mastitis
control, referred to as TOTALS were evaluated. Four methods
showing small variations were used and the results were compared
with those obtained by the Kirby-Bauer antimicrobial susceptibility
test. In two of these methods, referred to as Direct Blood Agar
(DBA) and Direct Brain Heart (DBH), non-enriched milk was used
as an inoculum. For the other testing methods - Incubated Blood
Agar (IBA) and Incubated Brain Heart (IBH) - inoculum enriqued
by previous incubation of milk at 37° C for 15-18 hours was used.
The direct methods - DBA and DBH - showed a low bacterial
growth rate. Previous incubation of milk resulted in improved
performance of the tests proposed. When zone diameter
measurements as indicated for the classic testing procedure were
used, sensitivity was low, yet specificity was high, thus permitting
exclusion of those antibiotics to which the pathogens are resistant.
Isolation of more than one bacterial species per sample resulted in
diminished sensitivity.

KEY WORDS - Bovine Mastitis - Antibiotic therapy -
Antimicrobial Susceptibility Test
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1 INTRODUCAO

A mamite ¢ o maior problema de saide do rebanho leiteiro. E
responsavel por redugdes na produgio e alteragdes na composigio e
qualidade do leite (BALDASSI et al, 1991).Vem, hi tempos,
desafiando pesquisadores experimentados no mundo inteiro,
mobilizando grandes investimentos, sendo mantida em constante
prioridade sdcio-econdmica.

Foi considerada por DAVIDSON et al (1982) a maior responsavel
por perdas econdmicas na pecuaria leiteira. Admitindo-se perda de
10% na produgdo leiteira brasileira, indice observado por NADER
FILHO et al (1983) em rebanhos de S3o Paulo, e considerando a
produgdo de 14.484.414.000 litros no ano de 1991 (ANUARIO...,
1992), o Brasil deixou de produzir mais de um bithdio de litros de
leite.

Para ser controlada requer medidas ligadas a higiene, manejo e
tratamento, inclusive o preventivo, que devem ser aplicadas de
forma conjunta para obtengdo de melhores resultados. Segundo
MATTHEWS et al (1992), a antibioticoterapia € importante
componente dos programas de controle, seja a imediata ao
diagnostico dos casos clinicos durante a lactagdo ou a terapia
programada para o inicio do periodo seco. A decisio de tratar vacas
com mamite depende da analise dos custos de descarte do leite,
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medicagio, servigos laboratoriais, profissionais, repeticdes de
tratamento quando necessario, analisados frente aos beneficios
decorrentes da normalizagdo da produgio de leite ¢ a ndo
propagacdo da infecgdo (YAMAGATA et al, 1987).

A via intramamaéria para a administragdo de antibiéticos, visando o
combate da mamite, ¢ pratica e conveniente naqueles casos em que
a inflamagdo ainda nio obstruiu o canal e/ou a cisterna do teto,
como também para tratamento no pericdo seco (McKELLAR,
1991). Entretanto, torna-se dificil combater ou controlar a mamite,
tendo como base tratamento, sem o conhecimento da sensibilidade
bacteriana para antibioticos, obtido através de testes denominados
antibiogramas. Estes devem ser realizados periodicamente
(McDONALD & ANDERSON, 1981; MATTHEWS et al, 1992).

A utilizag#o indiscriminada de antibioticos como principal forma de
controle da mamite, vem gerando grande incidéncia de agentes
resistentes. Esta observagdo € corroborada por LOUHI et al (1992),
quando asseguram que o ndo conhecimento da resisténcia
bacteriana seria o principal mecanismo de faléncia no tratamento da
mamite.

E necessario ressaltar que, nem sempre, a selegio do antibiético por
indicagdo de sensibilidade in vitro significa resultado efetivo in vivo,
seja por influéncia de fatores relativos ao animal e/ou ao agente,
principalmente quando em associagdo com outros germes, mesmo
os de baixa patogenicidade. Ou seja, o patégeno isolado pode ser
sensivel aos antibioticos no teste laboratorial mas, no campo, ndo
fornece resposta satisfatoria.

Para varios autores (PRICE ¢t al, 1956, OWENS & WATTS, 1987,
SAPERSTEIN, 1993; LOUHI-LEHTIO et al, 1994, WATTS &
YANCEY JUNIOR, 1994), no caso especifico das mamites, os
componentes do leite podem ser importantes fator responsavel por
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essas discrepancias. Justifica-se portanto, o desenvolvimento de
metodos de antibiogramas que minimizem a influéncia destes
elementos.

Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar
técnica de antibiograma alternativo, denominado global, o qual,
dentro da realidade brasilcira, possibilite amenizar possiveis
distor¢des de resultados em menor tempo de processamento, com
custos também reduzidos, considerando a influéncia de trés
varidveis observadas: numero de espécies de germes isolados,
propriedade de origem da amostra e contagem global de células
somaticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. PRINCIPAIS AGENTES ETIOLOGICOS

MURPHY (1956) agrupou os mais importantes agentes da infec¢dio
do ubere em quatro grandes categorias: Streptococcus agalactiae,
outros Streptococcus, Staphylococcus aureus ¢ germes bacilares,
considerando-os como responsaveis por 99% dos casos de mamite.

FIGUEIREDO (1962), estudando casos de mamite em 99 vacas do
municipio de Betim-MG, observou Streptococcus agalactaiae em
1,06% das amostras, outros Streptococcus em 35,10%,
Staphylococcus aureus em 5744% e bacilares em 4,25%. Foi
observado 2,12% de Corynebacterium pyogenes considerados
patogénicos pelo autor. Apesar de observar Staphylococcus
coagulase negativo em 5,05% do total de amostras, estes ndo foram
considerados patogénicos.

NADER FILHO et al (1983) observaram em isolamentos de
mamites ditas subclinicas oriundas de rebanhos de Barretos-SP,
Staphylococcus aureus em 58,08% das amostras, Strepfococcus
agalactiae em 10,42%, outros Streptococcus em 29,16%,
Staphylococcus coagulase negativo em 6,25% e Escherichia coli
em 2,08%. Nao foi isolado nenhum patogeno em 14,29% das
amostras.
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No isolamento de agentes etiologicos da mamite nos rebanhos de 17
municipios do estado de Sdo Paulo foi observado Corynebacterium
bovis em 32,50% das amostras, com variagdo, entre municipios, de
0a73,57% (COSTA et al, 1985a).

HOGAN et al (1989) e GONZALEZ et al (1990) observaram, em
propriedades da California, uma maior prevaléncia de coliformes em
amostras oriundas de mamites no periodo das chuvas, nos meses de
Vverao.

Os agentes causais das mamites ambientais (coliformes,
Streptococcus uberis ¢ Streptococcus dysgalactiae) costumam
permanecer pouco tempo no ubere, sendo baixo o nimero de
infecgbes cronicas (GONZALEZ et al, 1990).

LANGONI et al (1991) analisando 702 amostras selecionadas pela
prova de Whiteside, de propriedades da regido de Botucatu- SP,
observaram predominio dos géneros Staphylococcus sp (58,72%),
Corynebacterium sp (13,72%) e Streptococcus sp (10,97%).

BALDASSI et al (1991) observaram, em infec¢des subclinicas da
glandula mamaria, na regido de Ribeirdo Preto - SP, Staphylococcus
sp em 45,5% das amostras, Streptococcus sp em 25,2%,
Corynebacterium sp em 13,0% e coliformes em 7,2%.

Para WILSON (1995), quando a mamite contagiosa ¢ bem
controlada, o Staphylococcus coagulase negativo costuma ser o
mais freqiiente patogeno.

COSTA et al (1995) examinando 3.574 casos clinicos, de 28
propriedades dos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, observaram,
principalmente, os géneros Staphylococcus sp  (34,09%),
Streptococcus sp (28,05%) e Corynebacterium sp (21,77%).
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2.2. CONTAGEM GLOBAL DE CELULAS SOMATICAS

BROLUND (1985), estudando 1080 vacas em lactagdo, de 29
rebanhos, observou que a contagem global de células somaticas
(CGCS) ¢ influenciada, principalmente, pelo “status™ bacterioldgico
da glindula mamaria. Outros fatores ndo bacteriologicos, como
namero de lactagdes, produgdo leiteira, periodo de cotheita {(manha
ou tarde) e estadgio da lactagio também influenciam. Afora este
Gltimo, o de maior importdncia ¢ o nimero de lactagdes que, com
seu aumento, tende a elevar o afluxo de células sométicas. Assim
sendo, a classificagdio da glandula, sob o ponto de vista patologico,
ndo deveria ter limites fixos.

Segundo o mesmo autor, o diagnodstico da mamite através do CMT
seria questionavel, por ser método irregular para estimar a
contagem celular, considerando a influéncia do niimero de lactagdes
e outros fatores ndo bacterianos. NADER FILHO et al (1983) e
BALDASSI et al (1991), observaram em amostras selecionadas por
CMT ++ e +++, resultado bacteriologicamente negativo em 14,9%
¢ 19,8% das amostras, respectivamente. Por outro lado, HILL et al
(1978) observaram, experimentalmente, o desaparecimento de
Escherichia coli antes do surgimento de sinais clinicos devido a
acdo de neutrofilos.

Em rebanhos com alta CGCS tem sido observado predominio de
infecgdes por Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae,
enquanto que naqueles com baixa CGCS ocorrem, principalmente,
coliformes e Streptococcus ambientais - Strep. uberis ¢ Strep.
dysgalactiae (ERSKINE et al, 1988, HOGAN et al, 1989,
SCHUKKEN et al, 1989).

HARMON & LANGLOIS (1989) observaram, em relagdo a
Staphylococcus coagulase negativo, que 48,3% das amostras
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oriundas de mamites estabelecidas possuiam CGCS menor que
100.000 ¢ apenas 10,5% possuiam mais de 500.000 células.

2.3. CONTROLE E TRATAMENTO

Tratamentos de mamites devido ao Strepfococcus agalactiae,
utilizando penicilina, obtiveram 6timos resultados com até 90% de
cura (EDWARDS, 1954; ROBERTS et al, 1963). YAMAGATA et
al (1987) consideraram economicamente viavel o tratamento de
infecgdes subclinicas por esse agente.

Programas de controle para mamite sdo baseados em higienizagio
da sala de ordenha, desinfec¢io pos-ordenha, terapia imediata dos
casos clinicos e de todas vacas no inicio do periodo secco (NEAVE
et al, 1969). Para GONZALEZ et al (1990) esse programa tende a
diminuir a contagem de células somaticas dos tanques € os casos de
infecgdo por Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae,
mas ndo a taxa de infecgdes clinicas, que passa a ter predominio de
bactérias ambientais.

Para McDONALD & ANDERSON (1981) e NADER FILHO et al
(1983) a eficacia do tratamento melhora quando administrado o
mais precocemente possivel quando a inflamagio da gléndula esta,
ainda, nas proximidades da cisterna do teto.

McDONALD & ANDERSON (1981) ressaltam a importéncia de
antibiogramas periodicos para a eficicia de programas de controle
da mamite bovina. NADER FILHO et al (1986) observam que 0s
tratamentos de mamite geralmente limitam-se a aplicagdo por
tentativa dos medicamentos disponiveis.
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Para SMITH (1983) a maioria dos casos clinicos é tratada com
pouca ou nenhuma idéia do patoégeno responsavel. HOBLET et al
(1993) afirmam que o isolamento ¢ necessario para determinagio da
causa e defini¢do da estratégia de controle.

Isolamentos a partir de infecgdes subclinicas podem ndo justificar,
economicamente, tratamento durante a lactagdo, mas possibilitam
selecionar o antibiotico a ser usado durante o periodo seco
(HOBLET et al, 1993).

OWENS et al (1995), avaliando tratamento com associagic de
penicilina e novobiocina, frente a patégenos sensiveis a0s mesmos,
observaram alteragbes na eficacia do tratamento relacionadas a
severidade da infecgio. Infecgbes recentes com Staphylococcus
aureus apresentaram 91% de cura, enquanto casos crénicos apenas
38%.

MAGALHAES (1995) em estudo para detecgio de residuos de
inibidores bacterianos em leites comercializados na grande Belo
Honzonte, observou alto grau de positividade para os dos tipos “B”
¢ “Integral/fazenda” atribuido, entre outras razdes, ao uso
indiscriminado de agentes antimicrobianos.

2.4. ANTIBIOGRAMA

BAUER et al (1966) padronizaram o antibiograma mais utilizado na
rotina - o de difusdio em agar - também chamado de prova de Kirby-
Bauer, o qual utiliza discos de papel impregnados com doses
especificas e conhecidas de antibi6ticos, colocados scbre meio de
cultura distribuido em placas de Petri, recém semeada com a cultura
pura a ser testada.
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Uma das desvantagens do método de Kirby-Bauer ¢ o tempo gasto
entre colheita da amostra e resultado, o que, segundo
GREENWOOD (1981) obriga, muitas vezes, a iniciar a terapia
antes de se conhecer o resultado do antibiograma.

Os antibiogramas tem por principio aferir o crescimento bacteriano,
em meio artificial, frente a agio de agentes inibidores. Os meios
basicos destes testes, como o Mueller-Hinton, foram originalmente
desenvolvidos para simular o soro ou fluido intestinal de pacientes,
nem sempre refletindo ficlmente o ambiente de infecgio,
principalmente em relagio a mamite (LOUHI-LETHIO et al, 1994).
FERREIRO (1978), apesar da imprecisdo da extrapolagdo dos
dados, considera que antibiogramas sio validos, no minimo, como
teste de exclusdo.

2.4.1. Sensibilidade dos principais patogenos da mamite

Muitos autores avaliaram sensibilidade de bactérias isoladas de
casos de mamite, pelo método de Kirby-Bauer. A TAB. 1 resume
alguns dos trabalhos selecionados da literatura corrente, os quais
apresentam, aproximadamente, os mesmos antimicrobtanos.




e / TABELA 1 - Sensibilidade de bactérias isoladas de casos de mamites bovinas, testadas pelo método de
s S Kirby- Bauer, segundo vérios autores.

Autores Agentes CO ET PN TT GN SFT CF

._ McDONALD & Staph. coagulase positiva 98,9 68,7 256 968 1000 — 996
ANDERSON (1981) Staph. coagulase negativa 998 714 573 820 996 — 996
COSTA et al Staphylococcus sp 26,0 100 6,0 20,0 550 550 90,0

(1985b) Streptococcus sp 72,0 0,0 350 30,0 43,0 46,0 920
Corynebacterium sp 91,0 — 13,6 84,0 90,0 77,0 1000

DAVIDSON et al Staph. aureus — 580 960 50,0 1,0 — 11,0

(1982) E. coli — 520 690 80 0,0 — 80

- NADER FILHO et al Staph. aureus 676 — 135 70,3 946 622 —

(1986)

LANGONI et al Staph. aureus 753 — 13,7 572 72,1 82 820

(1991) Strep. agalactiae 846 — 577 692 385 308 806

E. coli 64,3 — 214 714 250 —
MATHEUS et al Staphylococcus sp — 92,0 650 660 100,060 — 1000
(1992) Streptococcus sp — 19,0 1000 960 460 — 100,0

CO = cloranfenicol ET = estreptomicina PN = penicilina TT = tetraciclina

GN = gentamicina SFT = sulfazotrim CF = cefalotina
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2.5, METODOS ALTERNATIVOS DE ANTIBIOGRAMA
PARA MAMITE E INFLUENCIA DOS COMPONENTES
DO LEITE

PRICE et al (1956), avaliando a influéncia do leite no resultado de
antibiogramas, utilizaram como diluente leite pasteurizado, integral
ou desnatado, oriundo de vacas com numero baixe de leucocitos.
Foram observados aumentos na concentra¢do minima necessaria
para inibigio e ag#o letal com ambos diluentes, sendo maiores os do
leite integral.

MAISI et al (1984) estudando a diferenga de crescimento
bacteriano nos leites “mamitico” e “sadio”, observaram crescimento
diferenciado das bactérias entre os leites, maior no mamitico devido
ao fato da glindula com infecgido ter aumento da permeabilidade,
ocorrendo entrada de hemo-componentes, principalmente proteinas
e ferro, podendo originar estimulos ao desenvolvimento bacteriano.

OWENS & WATTS (1987) utilizaram Agar Mueller-Hinton
reconstituido usando leite integral (3% de gordura), em substituigio
a agua destilada, para antibiograma de difusdo de amostras oriundas
de mamites por Staphylococcus aureus, resultando em diminuigio
do didmetro dos halos de todos os antibidticos testados. Assim, na
opinide dos autores, antibiogramas que utilizassem leite seriam mais
preditivos da situagio real de eficacia terapéutica que antibiogramas
em meio artificial.

Para KAARTINEN et al (1989), o leite “mamitico” conteria
produtos da quebra da caseina, utilizados como fonte de

-----

presentes em altos niveis que facilitariam a proliferagdo bacteriana
patogénica por inibir os ndo patogenos.
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SUTRA et al (1990) observaram a formagdo de capsula mucosa de
polissacarideos, expressada pelo Staphylococcus aureus quando se
multiplica em leite, sugerindo que a presenga de lactose poderia
influenciar sua manifestagdo. Para SANDHOLM et al (1991), esta
capsula protegeria a bactéria de antibacterianos de origem exdgena
e/ou enddgena.

HOBLET et al (1993) ¢ SAPERSTEIN (1993) avaliando “kit”
comercial de antibiograma por diluigbes que utilizava diferentes
concentragdes do leite afetado, observaram grande numerc de
agentes contaminantes.

Componentes como proteinas, lipideos, ions e pH do leite podem
reduzir a atividade antimicrobiana através de ligacdes elou
inativagdes. Também, a expressdo fenotipica, volume do inéculo e
taxa de crescimento da bactéria podem ter influéncia no efeito do
antibacteriano (LOUHI-LEHTIO et al, 1994).

Para WATTS & YANCEY JUNIOR (1994) antibiogramas gque
utilizam leite como um de seus componentes, ndo possibilitam
padronizagio tdo boa quanto a obtida com os meios artificiais como
o Agar Mueller-Hinton. A dificuldade de padronizagiio sio devidas,
principalmente, a variagGes nas proteinas, gordura e cations.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. EPOCA E LOCAL DA EXECUCAO DO TRABALHO

O experimento foi conduzido no periodo de fevereiro a abril de
1995, em trés fazendas da regido de Vigosa - MG denominadas
“A”, “B” e “C”. Este periodo correspondia ao final do ciclo das
chuvas, e equivalia ao término do verfio e meados do outono. As
andlises laboratoriais foram executadas no laboratério de
microbiologia do Departamento de Veterinaria da Universidade
Federal de Vigosa (UFV).

3.2. ANIMAIS E MANEJO

Foram utilizadas vacas no estiagio médio da lactagio, havendo nos
rebanhos predominio da raga Holandesa e, mesticos com Zebu, em
graus variados de sangue. Os animais utilizados no experimento
tinham de trés a oito anos, e estavam entre a primeira ¢ quinta
lactacio.

Um dos rebanhos, o da propriedade “A”, com 120 animais
produzindo leite € 42 (35%) vacas com mamites clinicas, utilizava
ordenha manual em condi¢des higi€nicas precarias. Ha que destacar
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serem a higienizagdo do ubere e a imersdo dos tetos, apés a
ordenha, realizadas de forma inadequada. A imersdo ndo era
completa, sendo umedecida apenas a regio proxima ao meato. As
baixas condi¢ées de higiene, inclusive na sala de ordenha, refletiam
nas condigdes sanitarias do rebanho, com animais positivos para
brucelose e tuberculose. O controle da mamite era baseado na
utilizagio indiscriminada de antibidticos, sem sele¢io prévia por
antibiograma.

O rebanho “B” utilizava ordenhadeira mecénica e possuia melhores
condi¢des sanitarias. Eram manejadas 25 vacas em lactagio com 2
(8,0%) casos de infecgdes clinicas. A higienizagdo era ferta através
de lavagem do ubere e tetos com agua de boa procedéncia,
adicionada de hipoclorito de s6dio, numa concentragdo de 400 ppm,
e secados com toalhas de papel descartaveis. Apds a ordenha os
tetos eram imersos em solugdo de iodo-glcerinado, tipo "Bovidine".
A sala de ordenha comportava dois animais de cada vez ¢ possuia
paredes revestidas por azulejos, permitindoc uma eficiente
higienizagdo da sala.

O rebanho “C”, com 70 vacas lactantes e apresentando 12 (17,1%)
casos clinicos, tinha bom manejo de ordenha (também mecdnica)
porém inferior a utilizada por “B”, ¢ com uma sala de ordenha para
50 animais, nio utilizada totalmente e higienizada de forma
imperfeita.

3.3. SELECAO E COLHEITA DE AMOSTRAS

Os tetos eram imersos em alcool-iodado a 10% e, apds rapida
secagem, era feita a colheita de leite em recipiente estéril. Apos ter
sido desprezado o primeiro jato, foram obtidas 45 amostras todas
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oriundas de quartos mamarios em que havia reagio positiva (++) ou
fortemente positiva (+++), ao “California Mastitis Test” (CMT)’,
segundo SCHALM & NOORLANDER (1957).

Foram utilizadas no experimento somente as 32 amostras
bacteriologicamente positivas quando foi possivel isolar, pelo
menos, um agente bacteriano considerado patogénico.

3.4. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO

O isolamento foi realizado em Agar’ adicionado de 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. Apos incubagio por 18-24 horas, a 37°C,
com auxilio de alga de platina, amostras das coldmas sugestivas
foram recolhidas e transferidas para tubos com Caldo Cérebro
Coragio’ (3C). Foi realizada identificacdo presuntiva dos possiveis
agentes patogénicos, através das caracteristicas das coldnias ¢
observagdes morfo-tinturais pelo método de Gram.

Posteriormente, as cocaceas, em suspensdo, foram triadas através
do teste de catalase. Para os microrganismos catalase-positivo, foi
feita a prova de coagulase, com plasma de coclho diluido 1:4. As
amostras catalase-negativa foram testadas pela prova de CAMP
(CHRISTIE et al, 1944).

1.CMT FATEC - Av. Fatec, 1900 - Aruja - SP
2. MERCK S.A. Indistrias quimicas - Estrada dos Bandeirantes, 1099.
3. DIFCO LABORATORIES - Detroit, Michigan - USA
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Os bacilos Gram negativos foram reconhecidos, presuntivamente,
pelos testes de fermentagdo da lactose, através de repique em meio
de Agar EMB Levine' ¢ formagdo de gis no Agar Ferro Agucar
Triplo?(TSI).

3.5. CONTAGEM GLOBAL DE CELULAS SOMATICAS

Foi feita a Contagem Global de Células Somaticas (CGCS),
segundo técnica de PRESCOTT & BREED (1910), modificada por
FIGUEIREDO (1962). Os esfregagos foram corados segundo
método de CHARLETT (1954).

3.6. ANTIBIOGRAMAS

As amostras de leite foram processadas mediante cinco métodos. O
método nimero um, considerado o de referéncia, obedeceu a
técnica do antibiograma classico, padronizado por BAUER et al
(1966), comumente denominado método de Kirby-Bauer. Os
demais com metodologia diversificada ¢ denominados GLOBAIS,
possuiam variagdes entre si.

No método dois, intitulado Agar-Sangue Direto (ASD), as amostras
foram semeadas, diretamente, sobre Agar, acrescentado de 5% de

1. DIFCO LABORATORIES - Detroit, Michigan - USA
2. DIFCO LABORATORIES - Detroit, Michigan - USA
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sangue desfibrinado de carneiro, utilizando-se leite "fresco” ou seja,
ndo incubado, desde que com menos de oito horas de colheita. A
distribuigio sobre a placa de Petri com Agar-sangue foi feita com
"swab", ligeiramente enxugado para eliminagdo do excesso de leite.
Apds secagem em estufa a 37°C, por 15 minutos, os discos
impregnados com antibiotico eram distribuidos, segundo esquema
padréo seguido em todos métodos.

O método trés, assemelhado ao dois, porém com utilizagio de Agar
Cérebro Coragio’, em placa de Petri, sendo nomeado Cérebro
Coragéo Direto (CCD).

Nos métodos quatro, Agar-Sangue Incubado (ASI) e cinco,
Cérebro Coragdo Incubado (CCI), foram utilizados os mesmos
meios de cultura dos métodos dois e trés, sendo o indculo pré-
incubado por 15-18 horas, a 37°C.

Todas placas foram incubadas em estufa a 37°C, e a leitura
realizada apos 24 horas. Decorridos 48 horas da semeadura, era
feita a segunda e ultima leitura sempre que ndo ocorrera
crescimento bacteriano, em quantidade adequada, nas primeiras 24
horas.

Os antibacterianos utilizados para impregnagéo dos discos® foram:
cloranfenicol (30 mcg), estreptomicina (10 mcg), penicilina G
(10U, tetraciclina (30 mcg), gentamicina (10 meg), sulfazotrim
(25 mcg) e cefalotina (30 meg).

1. DIFCO LABORATORIES - Detroit, Michigan - USA

2. SENSIBIODISC
CECON - Centro de Controle e Produtos para Diagndstico Ltda
R, Maranguape Vila Sénia- Sio Paulo-SP
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3.6.1. Leiturs

A leitura foi feita pela mensuragio do didametro dos halos. Nos
antibiogramas GLOBAIS, quando eram observados halos
superpostos, utilizava-se o didmetro do menor.

Na leitura final, também foi considerado microrganismo resistente
aqueles que apresentaram halos de inibigdo em faixa intermediaria
de classificagdo classica.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os antibiogramas modificados tiveram sensibilidade ¢ especificidade
calculadas comparadas ao método classico, utilizado como padrio.

Para avaliagio dos resultados comparativos entre antibiograma
classico e modificados, foi aplicado o Indice de Concordéncia
Kappa (FLEISS, 1981). Foram analisadas trés variaveis: nimero de
espécies encontradas na amostra, as condigdes existentes na
propriedade de origem e a contagem de células sométicas.

Em relacdo as variaveis as amostras foram agrupadas em uma ¢
duas ou mais espécies isoladas, pela propriedade de origem da
amostra e em contagens menores de 500.000, entre 501.000 ¢
1.000.000 e para maiores de 1.001.000 células/ml.




41

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras positivas ao CMT, 29,0% nédo foram utilizadas no
experimento por ndo ter sido possivel o isolamento de algum agente
patogénico, mesmo apos a incubagiio do leite. Esta porcentagem
esta acima das observadas por NADER FILHO et al (1983) e
BALDASSI et al (1991}, 14,29% e 19,8%, respectivamente. Este
resultado pode ser creditado a faléncia no isolamento do
microorganismo (BROLUND, 1985; LANGONI et al, 1991), talvez
pela eliminagdo prévia do agente pelo animal (HILL et al, 1978,
GONZALES et al, 1990) ou por falhas de especificidade do CMT
como indicativo de infecgio.

Nos métodos de antibiograma direto, sem incubagio, nio foi
possivel leitura em 24 das 32 (75,0%) amostras trabalhadas, devido
a auséncia ou crescimento disperso. O pequeno numero de amostras
com crescimento (oito), a partir do leite ndo enriquecido semeado
diretamente sobre os meios de cultura, indicam a importincia da
utilizacdo de pré-incubacio, pelo menos em amostras oriundas de
infecgdes subclinicas, como no presente trabalho, quando,
normalmente, é menor o numero de patdgenos. Confirmando a
observagdo, todas as amostras incubadas apresentaram crescimento
adequado a leitura.
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Os agentes isolados foram identificados, presuntivamente, conforme
o item 3.5 de Material e Métodos. Bacilares Gram positivos e
leveduras foram considerados apenas como agentes contaminantes,
de carater ndo patogénico. O crescimento de, pelo menos, um
agente contaminante foi observado em 14 amostras ou seja,
4375%. HOBLET et al (1993) e SAPERSTEIN (1993)
trabalthando com “Kit” comercial que utilizava o leite afetado,
também observaram “um alto grau de agentes contaminantes”, sem
citar a porcentagem obtida.

O isolamento dos agentes, presuntivamente, patogénicos (TAB. 2)
mostra um predominio do género Staphylococcus, presente em
62,50% das amostras. Resultado compativel com os observados por
FIGUEIREDO (1962), NADER FILHO et al (1983), LANGONI et
al (1991), BALDASSI et al (1991), COSTA et al (1995) que
obtiveram , respectivamente 62,49%, 64,33%, 58,72%, 45,5%,
34,09% de amostras contendo este género,

A alta porcentagem de amostras com presenga de bacilares
formadores de gas no Agar Ferro Agucar (TSI +), 28,13%, pode ser
devido a época de realizagio do experimento, o verdo, como
observado nos trabalhos de HOGAN et al (1989) e GONZALES et
al (1990), aliada as condigdes precarias de higiene do rebanho “A”,
responsavel por 44,4% dos casos de bacilares.

Dentre os agentes considerados de maior importincia na patologia
da glindula mamaria apenas o género Corynebacterium nio foi
isolado,, COSTA et al (1985a) avaliando rebanhos de -varios
municipios, observam grande variagio da freqiiéncia do
Corynebacterium, também ndo ocorrendo isolamento deste
patdgeno em alguns deles.

Nesta pesquisa, houve apenas um caso de isolamento duplo de
agentes patogénicos na mesma amostra (TAB. 2). Resultado bem
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abaixo dos obtidos por BALDASSI et al (1991) e LANGONI et al
(1991), de 20,6% e 23,76%, respectivamente.

Nio foram observado agentes da mamite bovina, hoje classificados
de contagiosos, no rebanho “B”, no qual era realizado
adequadamente programa de controle, segundo os paridmetros de
NEAVE et al (1969). Foi observadoc um predominio de
Staphylococcus coagulase negativo (71,0%) e presenga de alguns
agentes ambientais (29,0%), concordando com as afirmagbes de
GONZALES et al (1990) ¢ WILSON (1995).

A correlacio entre infecgdo da glandula mamaria e manejo,
principalmente ligado a métodos de controle, esta bem expressada
no indice encontrado na fazenda “B”, 8,0% de casos clinicos,
desempenho melhor que em “A” e “C” com 35,0% e 17,1%,
respectivamente.

A TAB. 3 mostra a sensibilidade, in vitro, das 32 amostras
analisadas frente aos diversos métodos realizados. Varios autores
(TAB. 1) citam grande variagdo de sensibilidade dos diferentes
agentes isolados, ocorrendo até em germes de mesmo género e/ou
espécie. Assim, por exemplo, a sensibiidade do género
Staphylococcus varia para o cloranfenicol de 26,0% para COSTA et
al (1985b) a 99,8% na pesquisa de McDONALD & ANDERSON
(1981), em relagdo a gentamicina de 1,0% (DAVIDSON et al,
1982) a 100,0% (McDONALD & ANDERSON, 1981;
MATTHEWS et al, 1992). Amostras de Escherichia coli mostram
variagdes de resultados para gentamicina, desde 0,0%
(DAVIDSON et al, 1982) a 71,4% (LANGONI et al, 1991).
Resultados dispares podem estar ligados a regides, época e, talvez,
manejo do rebanho. Assim, a utilizagdio de antibiogramas realizados
anteriormente, a ndo ser que sejam recentes e da mesma
propriedade, n&o devem ser utilizados, a menos que ndo haja
possibilidade de novo teste.




44

Além disso, com freqiiéncia, tem sido observado a presenca
emergencial de diferentes patogenos numa mesma propriedade,
contribuindo, ainda mais, para a necessidade de resultados recentes
de antibiogramas.

O antibiograma global procura identificar a sensibilidade, sem
preocupagio com a classificagio taxondmica do agente patogénico.
Ao contraric do que pensam SMITH (1983) e HOBLET et al
(1993) para avaliagido de sensibilidade a farmacos, ndo é necessario
a identificacdio do agente, isto tem importincia para os métodos de
controle, mas ndo precisa, necessariamente, ser simultineo ao
antibiograma. A nfio preocupa¢io com isolamento permite maior
rapidez nos resultados, indispensavel em muitos, ¢ desejada em
todos casos de mamite bovina, principalmente nos processos
agudos. Esta é uma das mais importantes premissas do
desenvolvimento do antibiograma global. Ao se referir a técnicas de
execucdo de antibiogramas GREENWOOD (1981} diz ser a
lentiddo dos resultados uma das principais desvantagem do método
de Kirby-Bauer.

Embora ndo de destacada importincia, entre as vantagens do
método global, esta a economia, pois, a rigor, pode custar cerca de
50% menos.

O GRAFICO 1 mostra a distribui¢io das amostras em fungio do
namero global de células somaticas, com predominio de contagens
na faixa de 501.000 a 1.000.000 células/ ml de leite (43,8%). A
preponderancia desta faixa, possivelmente, pode estar relacionada a
utilizagdo de amostras oriundas de infecgdes subclinicas.

Elevagdes do numero global de células somaticas por curto espago
de tempo, podem ndo estar relacionadas com a saude do rebanho, o
que limitaria a avaliagio do estado sanitario através de unico exame.
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Assim, ¢ aconselhavel o acompanhamento dos animais atraves de
exames periodicos que, indireta mas de modo bastante efetivo, pode
indicar anormalidade de secregdo ligada a infecgdo da glindula
mamaria.

Os métodos diretos, ASD e CCD, apresentaram nivels de
concordincia quase insignificantes quando comparados pelo indice
Kappa, ao método classico de Kirby-Bauer, 0,094 e 0,042,
respectivamente. Com relagio aos métodos ASI e CCI, ambos
trabathando com leite previamente incubados, os niveis de
concordancia foram classificados como regulares, isto €, 0,434 para
ASI e 0,348 para CCI. Este resultado demonstra, claramente,
melhora no desempenho dos antibiogramas quando ¢ usado a
incubag3o prévia do leite.

Todos os métodos propostos apresentaram baixa sensibilidade
(TAB. 4). Quanto a especificidade, conforme a mesma tabela, os
resultados foram de bom a 6timos, como ocorreu com os métodos
em que o leite usado para semeadura era enriquecido.

As analises estatisticas de ASD e CCD foram obtidas utilizando
apenas dados de 25% do total das amostras. Assim, tendo havido
crescimento bacteriano que possibilitasse leitura em apenas oito
amostras, foi impossivel a andlise segmentada dos antibiogramas
globais diretos em relagdo as variaveis numero de espécies
bacterianas encontradas na amostra, propriedade de origem e
contagem global de células somaticas. A influéncia das variaveis
para ASI e CCI foi analisada em relagdo ao indice Kappa, registrada
na TAB. 5. Com relagio a sensibiidade na TAB. 6, e a
especificidade na TAB. 7.

Quando ocorreu isolamento de patogenos, simultaneamente a outro
ou a germes contaminantes, foi observado queda no indice Kappa
(TAB. 5), refletindo principalmente na sensibilidade (TAB. 6).
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Com relagdo as propriedades, a que ofereceu methores resultados
ao indice Kappa, a sensibilidade e a especificidade foi a “A”, com
rebanho de manejo menos técnico, com maior possibilidade de
infeccio. Sem que sejam feitas novas € ampliadas pesquisas, fora
dos objetivos do projeto, ¢ dificil apresentar aceitavel explicagio.

O indice Kappa aumentou progressivamente com a contagem global
de células somaticas no método ASI e foi, no CCI, menor no
intervalo de 501.000 a 1.000.000 célulass/ml (TAB. 5). A
sensibilidade foi menor no intervalo <500.000 célutas/ml do método
ASI e pouca variagio no CCI (TAB. 6). A especificidade,
aparentemente, sofreu pouca influéncia apresentado-se ligeiramente
menor no intervalo de 501 a 1000 células (TAB. 7). Os resultados
ndo possibilitaram elucidar a influéncia do nimero de células.

A utilizagio do leite semeado diretamente sobre ¢ meio de cultura
parece dificultar a difusdo do antibidtico, gerando uma diminuigéo
no didmetro dos halos. Assim, muitas amostras classificadas como
sensiveis no antibiograma classico, foram, nos globats, consideradas
resistentes (TAB. 3). Estes resultados sdo semelhante aos
observados por OWENS & WATTS (1987). Esse fato pode
significar maior precisdo na sele¢io do antibidtico pois, como
observou PRICE et al (1956), a concentragio necessaria para
inibi¢dio dos patdgenos no leite é maior que no meio de cultura. Tais
evidéncias sugerem a conveniéncia de alteragdes no didmetro dos
halos indicativos de resultados de sensibilidade, com observagdes
clinicas da agdo comparativa dos antibacterianos.

Entretanto, ha que considerar varios outros fatores, como
alteragtes no agente quando em multiplicagdo no leite (SUTRA et
al, 1990; SANDHOLM et al, 1991) ou os relacionados a
componentes do proprio leite (LOUHI-LEHTIO et al, 1994).
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Além de incorporar esses fatores, os resultados dos antibiogramas
globais parecem ser influenciados pela presenga simultinea de
outros microorganismos € por alteragles verificadas somente em
leites anormais ou “mamiticos”, como observam MAISI et al (1984)
¢ KAARTINEN et al (1989).

Todas estas variaveis, sem davida, falam em beneficio dos métodos
de antibiogramas globais pois, evidentemente, elas concorrem para
maior seguranga dos resultados.

A precisio dos testes globais ndo pdde ser evidenciada pelo
presente trabalho por exigir maior volume de pesquisa ¢ demanda
de tempo também maior. Mas, ao aceitarmos o método de Kirby-
Bauer como 100% preciso, ou seja, sensibilidade e especificidade
iguais a 1,00, ASI e CCI possuiriam sensibilidades baixas mas
especificidades alta (TAB. 4), mesmo considerando as variiveis -
mimero de espécies isoladas, propriedade analisada, contagem
global de células somaticas (TAB. 7), indicando que o teste pode
ser utilizado como método seguro de exclusdo daqueles antibioticos
para os quais os patogenos sejam resistentes (FERREIRO, 1978),

Finalmente, até que novas e amplas pesquisas sejam produzidas, ¢
justificavel a recomendagdo de manutenciio dos didmetros indicados
para o método classico mantendo a especificidade alta, pois, o falso
sensivel ¢ mais prejudicial que o falso resistente. Haveria acréscimo
de custo por aplicagdes repetidas, e demora no tratamento efetivo
do caso clinico, com comprometimento da cura (McDONALD &
ANDERSON, 1981; NADER FILHO et al, 1983; OWENS et al,
1995) além do aumento de residuos de antibiGticos no leite
(MAGALHAES, 1995).

A ressalva de WATTS & YANCEY JUNIOR (1994) quanto a
dificuldade de padronizagdo dos antibiogramas devido a variagéio
dos componentes do leite, ndo procede em relagio aos
antibiogramas globais, ja que o resultado obtido esta relacionado as
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condigdes reais do leite afetado, isto ¢, envolve além das alteragdes
quantitativas e/ou qualitativas de seus componentes, a eventual
presenga de mais de um patogeno, ou de contaminantes, gue podem
exercer simbiose microbiana com alteragdo da patogenicidade de
um dos microrganismos, talvez o principal agente etiologico.
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TABELA 2-

Identificagdio presuntiva de patogenos, em amostras de leite oriundas de

glandulas mamarias infectadas, em trés fazendas situadas na regido de Vigosa

- MG, 1995.
Agentes isolados Rebanhos Total Freq.
relativa (%)
A B C
Staphylococcus coag + 1 0 5 6 18,75
Staphylococcus coag - 3 5 5 13 40,62
Streptococcus CAMP + 0 0 1 1 3,13
Streptococcus CAMP - 0 i 2 3 9,37
Bacilares 4 1 3 8 25,00
Bacilares TSI + ¢/ gas e 0 0 1 1 3.13
Staphylococcus coag. +
TOTAL 8 7 17 32 100,0




50

M <500 N 501<x<1000 H >1001
1000 cels./ml

GRAFICO 1 - Distribuigio das amostras de leite de acordo com a
contagem global de células somaticas categorizadas
em 3 faixas, oriundas de glindulas mamarias infectadas
, em trés fazendas situadas na regido de Vigosa - MG,
1995.




TABELA 3- Freqiiéncia de microrganismos sensiveis a antibacterianos testados, pelos métodos
de Kirby-Bauer (KB), Agar Sangue Direto (ASD), Cérebro Coragdo Direto
(CCD), Agar Sangue Incubado (ASI), Cérebro Coragdo Incubado (CCI), de
amostras de leite oriundas de glandulas mamarias infectadas, em trés fazendas
situadas na regido de Vigosa - MG, 1995.
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KB ASD CCD ASI CCI

n % n ) n % n % n %
COo 25 78 05 63 04 50 13 41 11 34
ET 07 22 0 0 02 25 01 03 02 06
PN 04 12 03 37 03 37 0 0 0 0
TT 12 37 02 25 03 37 01 03 03 09
GN 32 100 03 37 03 37 27 84 23 72
SFT 23 72 0 0 01 13 04 12 01 03
CF 19 59 05 63 04 50 14 44 14 44
CO = cloranfenicol ET = estreptomicina PN = penicilina TT = tetraciclina

GN = gentamicina SFT = suifazotrim CF = cefalotina
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TABELA 4- Sensibilidade e especificidade dos métodos de antibiogramas globais
propostos, considerando o método de BAUER et al (1966) como
padriio, de amostras de leite oriundas de glindulas mamarias infectadas,
em trés fazendas situadas na regido de Vigosa - MG, 1995.

ASD CCD ASI CCI
Sensibilidade 0,394 0,363 0,475 0,418
Especificidade 0,740 0,652 0,980 0,940
ASD - Agar Sangue Direto CCD - Cérebro Coragéo Direto

ASI - Agar Sangue Incubado CCI - Cérebro Coragio Incubado
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TABELA 5- Influéncia das variaveis sobre a concordincia entre as técnicas de
antibiogramas com semeaduras enriquecidas e o método de BAUER
et al (1966), calculada pelo indice Kappa, de amostras de leite
oriundas de glindulas mamdrias infectadas, em trés fazenda situadas
na regido de Vigosa - MG, 1995.

INDICE KAPPA

VARIAVEIS ASIE CCI

Numero de espécies 1 0,528 0,417
de germes isolados >2 0,325 0,295
A 0,592 0,635

Propriedade B 0,427 0,348

C 0,365 0,250

Contagem <500 0.331 0,407

de células somaticas 501 <x < 1.000 0,417 0,313
1000/ml >1.001 0.448 0,401

ASI - Agar Sangue Incubado CCI - Cérebro Coragio Incubado
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TABELA 6- Influéncia das variaveis na sensibilidade dos antibiogramas globais,
realizados com semeaduras enriquecidas, considerando o método"de
BAUER et al (1966) como padrio, de amostras de leite oriundas de
glandulas mamarias infectadas, em trés fazendas situadas na regido de
Vigosa - MG, 1995,

) SENSIBILIDADE
VARIAVEIS ASI CC1
Numero de espécies 1 0,547 0,469
de germes isolados >2 0,397 0,361
A 0,545 0,590
Propriedade B 0,533 0,500
C 0,429 0,328
Contagem < 500 0,347 0,423
de células somaticas 501 <x<1.000 0,483 0,414
1000/ml >1.001 0,448 0,422

ASI - Agar Sangue Incubado CCI - Cérebro Coragdo Incubado
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TABELA 7- Influéncia das variaveis na especificidade dos antibiogramas globais,
realizados com semeaduras enriquecidas, considerando o método de
BAUER et al (1966) como padrio, de amostras de leite oriundas de
glindulas mamarias infectadas, em trés fazendas situadas na regido de

Vigosa - MG, 1995.

] ESPECIFICIDADE

VARIAVEIS ASI CCI

Numero de espécies 1 0,984 0,951

de germes isolados >2 0,975 0,975
A 1,0 1,0

Propriedade B 0,948 0,894

C 0,981 0,959
Contagem <500 1,0 1,0

de células somaticas 501 <x<1.000 0,957 0,915
1000/ml >1.001 1,0 1,0

ASI - Agar Sangue Incubado

CCI - Cérebro Coragio Incubado
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5 CONCLUSOES

O método de antibiograma global, além da rapidez dos resultados,
oferece indicagdes mais abrangentes.

A incubagiio prévia do leite, para realizagio dos antibiogramas
globais, reduz eventuais dificuldades de leitura e aumenta a
sensibilidade e especificidade dos testes.

O isolamento de mais de uma espécie na amostra, alterou a
sensibilidade e especificidade do teste, mas sem comprometer o
valor de seu resultado.
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