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RESUMO

Com o objetivo de identificar a diversidade de Staphylococcus coagulase negativo (SCN)
envolvidos nos processos inflamatorios clinicos e subclinicos da glandula mamaria bovina e
tracar o perfil de susceptibilidade dos agentes isolados, foram avaliadas 120 amostras
bacterianas isoladas de 35 rebanhos bovinos leiteiros pertencentes a regido sul de Minas
Gerais. Foi realizado o diagnéstico de mamite clinica e subclinica a campo pelo teste da
caneca de fundo escuro e pelo California Mastitis Test. Amostras de leite foram coletadas
assepticamente para analises bacteriologicas e contagem de células somaticas em tanque por
meio da citometria de fluxo. Verificaram-se baixos indices de mamite clinica (3,3%) causadas
por SCN. Realizaram-se diversas provas bioquimicas para identificar as espécies de SCN,
além dos testes de sensibilidade a diferentes antimicrobianos de uso em medicina veterinaria.
Observou-se uma diversidade de espécies isoladas, destacando-se o Staphylococcus hyicus
como o mais frequente (15%). Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos pela técnica
de difusdo com discos para 19 antibioticos revelaram 100% de sensibilidade a danofloxacina,
enrofloxacina e florfenicol. Das amostras avaliadas, 33 delas (27,5%) foram resistentes a
penicilina, 25 (20,8%) a estreptomicina, 22 (18,3%) a ampicilina e 17 (14,2%) a tetraciclina. O
percentual de multiresisténcia revelado pelos isolados de SCN nas amostras estudadas nao é
preocupante, posto que a maioria foi sensivel aos antibiéticos disponiveis no mercado.

Palavras chave: mamite, Staphylococcus coagulase negativo, bovinos leiteiros
ABSTRACT

This research was aimed to identifying the coagulase negative Staphylococcus (SCN) diversity
involved in the clinical and subclinical inflammatory processes of the bovine mammary gland
and to draw the profile of the isolated agent susceptibility. 120 SCN were isolated from 35 dairy
flocks belonging to the south area of Minas Gerais State - Brazil. The clinical and subclinical
mastitis diagnosis were available by strip cup and California Mastitis Test. Milk samples were
collected aseptically for bacteriological analyses and somatic cells counting in tank through flow
cytometric. Index bass of clinical mastitis were verified in the flocks (3,3%) caused by SCN. The
species of SCN were identified by biochemistries methods and the susceptibility tests by
diffusion disks with 19 antibiotics. Staphylococcus hyicus was the most frequent (15%). The
susceptibility tests revealed 100% of sensibility to the danofloxacin, enrofloxacin and florfenicol.
Of the appraised samples, 33 of them (27,5%) were resistant to the penicillin, 25 (20,8%) to the
streptomicin, 22 (18,3%) to the ampicilin and 17 (14,2%) to the tetraciclin. The percentile of
multiresistent revealed by the isolated of SCN in the studied samples is not preoccupying,
position that most of the samples is sensitive to the available antibiotics in the market.

Key-words: mastitis, Staphylococcus coagulase negative, dairy herds



1. INTRODUGAO

O Brasil é o sexto maior produtor mundial de
leite, com mais de 25 bilhdes de litros de
leite por ano, com produtividade média de
1.181 litros/vaca/ano, atendendo a um
consumo per capita médio de 137
litros/habitante/ano. A produgdo de leite no
Brasil constitui uma das principais atividades
agropecuarias em fungdo de sua
importancia social e econdmica, sendo um
dos maiores setores de geracdo de renda
nacional e arrecadacgéo tributaria. O estado
de Minas Gerais se destaca como o maior
produtor nacional, respondendo por 28,1%
do total do leite produzido, destacando-se a
regido sul como uma das mais importantes
bacias leiteiras do estado. Apesar do
volume de leite produzido, a qualidade da
matéria-prima € um dos maiores entraves
ao desenvolvimento tecnolégico e a
consolidagdo da industria de laticinios no
Brasil;, a mamite aparece como um dos
problemas mais sérios da pecuaria leiteira.

A mamite ou mastite € uma enfermidade da
glandula mamaria que se caracteriza por
processo inflamatério, quase sempre
decorrente da presenga de microorganismos
infecciosos, interferindo diretamente na
fungdo do 6rgdo, uma vez que uma vaca
com mamite tem a sua produtividade de
leite diminuida, com perdas estimadas entre
10 e 26% da produgao lactea normal, de
acordo com o grau de intensidade do
processo inflamatério e do estadio de
lactagdo em que ocorre a infeccao.

As mamites também interfferem na
qualidade do leite, observando-se teores
menores de agucares, proteinas e minerais,
como a lactose, caseina, gordura, calcio,
fésforo e um aumento significativo de
imunoglobulinas, cloretos e lipases, ficando
o leite impossibilitado de ser consumido e
utilizado para fabricacdo de seus derivados,
sem considerar os prejuizos causados pela
condenacéo do leite na plataforma da usina.
Os prejuizos econdmicos causados pela
mamite, aliados as questbes de saude
publica, tornam a doenca uma das maiores
preocupagbes da Medicina Veterinaria por
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varias razdes: epidemiologia abrangente,
ser de causa plurietiolégica e apresentar
controle complexo na dependéncia dos
agentes envolvidos e do meio ambiente no
qual séo criados os animais.

Os Staphylococcus coagulase negativos
(SCN) nem sempre foram reconhecidos
como importantes agentes causadores de
mamite por estarem relacionados as baixas
contagens de células somaticas em
rebanhos onde estavam presentes. No
entanto, este grupo tem crescido de
importancia entre os agentes causadores de
infecgbes intramamarias (1IM) em rebanhos
leiteiros, especialmente em novilhas, em
todo o mundo e por sua capacidade de
produzir enterotoxinas. Considerando-se a
importancia dos SCN, objetivou-se com o
presente trabalho caracterizar as espécies
causadoras de mamite em vacas leiteiras,
determinar a severidade das infecgdes, bem
como avaliar a susceptibilidade
antimicrobiana in vitro dessas amostras, a
fim de contribuir com os estudos de
tratamento e controle da doenga em
diferentes rebanhos da bacia leiteira da
regido sul do Estado de Minas Gerais.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Importancia das mamites bovinas

De acordo com a Federacao Internacional
de Gado de Leite (IDF), a mamite € a
denominagédo do processo inflamatério da
glandula mamaria que provoca mudancgas
fisico-quimicas e microbiolégicas no leite,
aumento do numero de células somaticas,
além de mudangas no tecido mamario. Uma
vez instalado na glandula mamaria, o
microorganismo se nutre dos componentes
do leite e se multiplica, atingindo numeros
muito elevados. Neste processo, sé&o
produzidas toxinas ou outras substancias
(fatores de viruléncia do agente) que
causam danos ao tecido mamario. Estas
substancias estimulam o sistema imune do
animal, atraindo leucdcitos  (células
somaticas) do sangue para o leite, a fim de
destruir os microrganismos invasores. Como
resultado da inflamagdo, as paredes dos



vasos sanglineos da glandula mamaria
afetada se tornam dilatadas e permeaveis a
ions de cloro e sddio - que deixam o leite
com sabor salgado - e a enzimas, que
causam alteragdes na proteina e na gordura
do leite. Devido as lesbes, as células
secretoras passam a apresentar uma
capacidade reduzida de produgdo e
secrecao de leite, ocorrendo também morte
das células e liberagcdo de enzimas no
interior da glandula, agravando o processo
inflamatério (Brito et al., 2008).

A mamite bovina apresenta duas formas de
manifestacdo: clinica e subclinica. Estas
variacbes se devem a diferencas na
intensidade do processo inflamatério. A
mamite clinica é de facil diagnostico por
apresentar alteracdes visiveis na glandula
mamaria, como edema e vermelhiddo. Ha
dor local e o leite fica ralo ou apresenta
grumos, pus e sangue. Na forma subclinica,
as alteracbes nao sao visiveis, sendo
diagnosticadas somente por métodos que
permitam a detecgdo de alteragdes na
composi¢cao do leite, tornando-se um sério
problema para a criagao e producéo leiteira
(IDF, 1987). No Brasil, a maioria dos casos
de mamite que afetam quartos mamarios
dos bovinos leiteiros é da forma subclinica.
Nas regides de Séo Paulo e Minas Gerais,
Costa et al. (1995) detectaram a ocorréncia
de mamite clinica e subclinica de 17,5% e
72%, respectivamente, dos animais
estudados. As altas frequéncias de mamites
indicam a ocorréncia de falhas na execucao
de medidas de controle da enfermidade
(Bueno et al., 2002).

Varios sao os fatores que podem predispor
um animal a mamite e, dentre os principais,
pode-se citar causas traumaticas externas,
tais como cortes, ferimentos, camas duras e
ordenha manual ou mecanica, bem como a
presenga de leite residual, que ocorre em
ordenhas mal realizadas ou vagarosas,
propiciando a entrada de bactérias através
do esfincter do ubere. Fatores anatémicos,
como o tamanho e o didmetro do canal do
teto, a conformacéo do ubere, fatores estes
determinados por heranga genética também
podem colaborar para o aparecimento da
mamite. Adicionalmente, a idade do animal,
visto que os animais mais idosos tém maior

predisposicdo a desenvolver mamite e
outras doengas infecciosas, tais como
variola bovina, febre aftosa, brucelose,
tuberculose, leucose linféide bovina, dentre
outras, provocando queda na resisténcia
organica dos animais e, por conseguinte,
favorecendo o aparecimento das mamites
(Schalm et al., 1971).

Dessa forma, é a doenga mais importante
dos rebanhos leiteiros em todo o mundo,
responsavel por grande perca na produgao
de leite, acarretando prejuizos socio-
econbmicos que afetam diretamente a
atividade leiteira. As perdas econbémicas sao
provocadas tanto em nivel de fazenda, pela
diminuigdo da producao de leite, custos com
mao-de-obra, honorarios  profissionais,
atendimento laboratorial, medicamentos,
descarte precoce ou morte de animais,
como em laticinios, pela queda da qualidade
do produto final e diminuigao no rendimento
industrial para a fabricagdo dos seus
derivados e pelas alteragdes na composigao
do leite mamitico, responsaveis pela
depreciacdo da sua qualidade nutritiva
(Dobbins, 1977; Langoni, 1999; Ribeiro et
al., 1999; Fonseca e Santos, 2000; Cunha
et al., 2006).

As perdas econbmicas repercutem
negativamente na pecuaria e os prejuizos
em propriedades brasileiras decorrentes
desta afecgdo foram de aproximadamente
US$332 dolares/vaca/ano (Costa, 1998). A
mamite é encontrada em todos os
continentes, atingindo, inclusive, os paises
desenvolvidos. Nos Estados Unidos, o
prejuizo econdmico estimado por ocasido da
doenca é de cerca de US$ 2 bilhdes de
dolares/ano (Costa et al.,, 1986) ou 200
dolares/vaca/ano (Costa, 1998). Os reflexos
dos prejuizos que a mamite causada por
Staphylococcus  aureus e  espécies
coagulases negativas acarretam para a
industria, quando comparados com quartos
sadios, foram relatados por Nicolau et al.
(1996), sendo causados pelo aumento dos
valores médios de pH, do teor de cloretos e
da contagem de células somatica (CCS),
principalmente do numero de leucdcitos
polimorfonucleares, e a diminuigdo nos
valores médios de acidez, densidade, teor
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de gordura, extrato seco total e
desengordurado, crioscopia e caseina.

O controle dessa doenga se faz prioritario
devido aos novos parametros de qualidade
para a producgao de leite, estabelecidas pela
Instrugao Normativa 51 (IN 51) do Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) cujo objetivo ¢é padronizar a
producéo leiteira brasileira, estabelecendo
um padrao de exceléncia e baixos niveis de
contaminagéo (Brasil, 2002).

2.2. Etiologia da Mamite

Diversos  microrganismos podem  ser
considerados agentes  etiologicos de
mamite, tais como as bactérias, os
protozodrios, os virus e os fungos
filamentosos, as leveduras e as algas.
Causas de origem nédo infecciosa também
podem estar relacionadas a etiopatogenia
da doenga. Em medicina veterinaria, os
microrganismos do género Staphylococcus
sd0 0s principais agentes responsaveis pela
mamite no gado leiteiro (Honkanen-Buzalski
et al., 1994; Lopes et al., 1999; Bergonier et
al., 2003). Essas bactérias sdo importantes
devido a sua elevada prevaléncia e por
apresentarem, comumente, resisténcia aos
antibidticos utilizados no tratamento da
mamite, elevando os custos com a criagao
(Amaral et al., 2003) e pela capacidade de
produgdo de enterotoxinas (Brabes et al.,
1999). Nos ultimos anos, a prevaléncia de
SCN em amostras de leite de rebanhos
bovino leiteiros na Holanda aumentou em
26% (Sampimon et al., 2007).

Devido a disseminagédo de Staphylococcus
em diferentes nichos, tem aumentado a
importancia de identificar com acuracia as
diferentes espécies. A  especificagao
também é crucial em medicina humana e
veterinaria para a determinacdo das fontes
de infeccdo, caracterizagdo da patologia e
para a condugéao dos estudos
epidemiologicos. A evolugdo da doenga e
suas consequéncias para a produgdo ou
para o animal dependem exclusivamente do
agente infeccioso envolvido no processo.
Inumeros sdo os agentes causadores do
processo infeccioso, ja tendo sido descritos
137 espécies de microrganismos
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responsaveis por processos de mamite
(Watts, 1988), entretanto, investigacdes
sobre a sua etiologia demonstraram que
90% ou mais dos casos tem como agentes
etiolégicos os  estafilococos e os
estreptococos (Fernandes et al., 1973;
Ferreiro, 1980 e 1984; Ferreiro et al., 1981).

Dentre os agentes etioldgicos, as bactérias
tém maior incidéncia, constituindo cerca de
80 a 90% dos casos. S&o observados com
maior  freqiéncia os S aureus,
Staphylococcus coagulase negativo,
Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae,
S. uberis, Corynebacterium spp.,
Escherichia coli, Nocardia ssp, Prototheca
zopfi (Brabes et al., 1999; Costa, 1999).

Entre os estafilococos, S. aureus ¢
provavelmente o agente etiolégico mais
freqientemente isolado das mamites
bovinas (Devriese, 1979; Watts, 1988;
Tuteja et al.,, 1993), e esta predominancia
ocorreu ap6s o advento dos antibidticos e
seu uso indiscriminado, favorecendo ao
aparecimento de microrganismos
resistentes  (Ferreiro, 1980; Blood e
Radostits, 1991). Atualmente, 40 espécies
sdo descritas dentro do  género
Staphylococcus, a maioria coagulase-
negativo, porém essa classificagdo ainda
esta em desenvolvimento (Euzéby, 2008).

Esse complexo de carater multifatorial e
etiologico dificulta o controle da doenga,
principalmente quando se leva em
consideragdo a patogenia das IIM e a
resisténcia desenvolvida pelos
microrganismos aos antimicrobianos. O uso
indiscriminado de antibidticos com dosagens
inadequadas, principalmente em casos de
mamite, favoreceu o desenvolvimento de
cepas patogénicas multiresistentes, cuja
ocorréncia na glandula mamaria é
observada frequentemente (Jhala, 1976;

Rahman e Baxi, 1983). Entretanto,
rebanhos submetidos a poucas
intervencdes terapéuticas com
antimicrobianos, apresentam grande

sensibilidade, tanto assim que o teste de
sensibilidade ao cloranfenicol pelo método
da difusdo em discos, em 217 amostras de
Staphylococcus aureus isolados de casos
de mamite subclinica em rebanhos bovinos



praticamente  isentos de tratamento
terapéutico, mostrou resisténcia somente
em 5,07% das amostras (Cardoso e
Schwarz, 1992).

Os patégenos causadores de mamite sdo
classificados em dois grupos diferentes:
contagiosos e ambientais. Os chamados
contagiosos necessitam do animal para a
sobrevivéncia, se multiplicam na glandula
mamaria, canal do teto ou sobre a pele,
sendo transmitidos de uma vaca infectada
ou quarto mamario infectado para uma vaca
sadia ou quarto sadio, principalmente
durante a ordenha. Os patdgenos
ambientais sao oportunistas, estando
presentes no ambiente em que o animal
vive, dessa forma, a infeccdo pode ocorrer
no periodo entre ou durante a ordenha
(Costa, 1998; Mendonga et al., 1999).

Os Staphylococcus spp. séo
microrganismos contagiosos distribuidos na
natureza de forma ubiquitaria, com algumas
espécies habitando nichos ecolégicos
especificos. Sdo encontrados naturalmente
na pele e nas membranas mucosas de
animais de sangue quente e em humanos,
bem como em uma ampla variedade de
alimentos, tais como carnes, leite, queijos.
Também podem estar presentes no solo,
areia e agua (Kloos e Schleifer, 1986). Os
SCN de origem humana podem apresentar
distintas caracteristicas epidemiolédgicas de
acordo com a sua espécie (Mota et al.,
2004). Estes microrganismos podem
sobreviver por meses em amostras clinicas
secas, sendo resistentes ao calor e
tolerando uma concentragdo aumentada de
sal. Contudo, ao contrario destes, séo as
bactérias esporuladas as que mais resistem
no meio ambiente (Anvisa, 2004).

As espécies de Staphylococcus podem ser
identificadas com base na morfologia da
coldnia, produgdao de coagulase, utilizagado
de oxigénio, hemolisinas, resisténcia a
certos antibidticos, atividade de varias
enzimas e produgdo acida aerdbica de
certos carboidratos. Dentre os SCN, S.
epidermidis e S. saprophytycus s&o os
patdgenos oportunistas mais relatados
(Balows et al., 1991).

Os Staphylococcus tém a capacidade de
penetrar e se instalar profundamente nos
tecidos da glandula mamaria, formar
microabscessos, resistir a fagocitose e
sobreviver no interior dos fagocitos,
dificultando a acdo dos antibidticos
utilizados no tratamento da mamite (Cruz et
al., 1997).

O termo Staphylococcus coagulase negativo
se aplica as bactérias estafilocécicas que se
diferenciam dos S. aureus. O nome
“‘coagulase  negativo” se refere a
incapacidade destas bactérias em coagular
o plasma sanguineo em teste laboratorial.
Isto diferencia estas espécies dos
estafilococos coagulase positivos de acordo
com a resposta ao teste de produgado de
coagulase livre. Existem 31 espécies de
SCN conhecidas, das quais os mais
frequentes sao: Staphylococcus epidermidis,
S. saprophyticus e S. haemolyticus, este
ultimo de importancia devido a resisténcia
aumentada aos antimicrobianos e por ser
comumente confundido com o S. aureus,
pois apresenta o grau de hemdlise nas
placas de agar sangue de carneiro (Balows
etal., 1991; Anvisa, 2004).

A maioria das espécies de estafilococos sdo
coagulase negativas. As excegdes sdo: S.
aureus, S. intermedius, S. delphini, S.
schleiferi subsp. coagulans, S. lutrae e
algumas cepas de S. hyicus (Kloos e
Bannerman, 1999). Algumas espécies de
SCN s&o reconhecidas pelo seu valor
tecnologico e por estarem envolvidas em
reagdes desejaveis durante o processo de
fermentacdo dos alimentos, tais como a
formacdo de sabor e de aroma,
especialmente queijos e salsichas. Nesta
fungdo se destacam particularmente o S.
xylosus, S. carnosus e S. equorum (Irlinger
et al., 1997; Blaiotta et al., 2004). Em outras
circunstancias, SCN podem apresentar risco
a saude das pessoas. Neste aspecto,
destaca-se o S. saprophyticus, responsavel
por infecgbes do trato urinario em jovens e
adultos (Martineau et al., 2000).
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2.3. Mamite por  Staphylococcus
coagulase negativo (SCN)

SCN sédo patégenos comuns em rebanhos
leiteiros e estdo principalmente associados
aos casos subclinicos de mamite e a
presenga de células somaticas no leite, com
CCS préximas a 1.000.000 cels/mL de leite.
A presenca desses microrganismos € maior
em propriedades que reduziram o numero
de infecgdes causadas por outros
patdgenos, sendo mais frequentes em
animais de primeira lactagédo (Silva, 1999;
Laffranchi et al., 2001). A terapia de animais
em periodo seco, ao final da primeira
lactagdo, diminui o numero de casos nas
lactagdes seguintes. Apesar de serem
considerados menos patogénicos que os S.
aureus, as infecgdes causadas por SCN tém
sido associadas com perdas consideraveis
de leite por lactagcdo e tendem a persistir
durante todo o periodo da produgéo. Apesar
de sensivel aos tratamentos com uma
variedade de antibidticos, os indices de
curas espontaneas das infecgbes causadas
sé&o considerados baixos. Como resultado
das mamites causadas por esse
microrganismo, ocorre a fibrose interalveolar
do tecido mamario, perda da funcdo
secretoria e alteragdo da quantidade e
qualidade do leite produzido pelo animal
(Silva, 2003).

Historicamente, enquanto as espécies de
estafilococos coagulase positivas eram
consideradas patégenos oportunistas, as
espécies coagulase negativas eram
geralmente consideradas nido patogénicas.
Entretanto, essa visdo estd mudando,
particularmente devido as evidéncias que
algumas espécies de SCN podem ser
potencialmente  patogénicas para os
homens e animais (Balaban e Rasooly,
2001). A partir do momento que se buscou
diminuir o nimero de células presentes no
leite, verificou-se quao importantes eram as
infeccdes intramamarias causadas pelos
SCN. Além disso, os SCN contribuem muito
para os fendmenos de resisténcia aos
antimicrobianos (Silva, 1999).

Segundo Kloos e Bannerman (1999), cerca

de metade das espécies de SCN coloniza
naturalmente o homem e animais, incluindo-
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se dentre eles o S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. cohnii, S.
xylosus, S. capitis, S. warneri, S. hominis, S.
simulans, S. caprae, S. lugdunensis, S.
schleiferi e o S. gallinarum. No entanto, as
espécies isoladas com maior freqliiéncia
sdo: S. chromogenes, S. simulans, S.
epidermidis, S. xylosus, S. sciuri e S. hyicus
(Mdller, 1999). A infecgdo da glandula
mamaria por essas bactérias é de alta
incidéncia e longa duragao, podendo afetar
a composigédo e a produgao do leite. Estes
fatores justificam a atencdo dada aos SCN
como agentes etioldgicos da mamite bovina
(Timmis e Schultz, 1987). Apesar da sua
importancia como patégenos da mamite,
existem poucos relatos descrevendo o
potencial desses microrganismos em
relacdo aos fatores de viruléncia e aos
mecanismos de infecgdo. As enterotoxinas
estafilocécicas (SE) sdo os principais
agentes de intoxicagdo de origem
bacteriana no homem e tém sido relatadas
em varios surtos de doencas transmissiveis
por alimentos (Lamaita et al., 2005). Estas
toxinas sdo resistentes a hidrélise pelas
enzimas gastricas e jejunais (Freitas et al.,
2004). Pesquisas conduzidas a partir de
leite e sitios anatdbmicos de animais
demonstraram haver espécies coagulase
negativas, como S. xylosus, S.
haemolyticus, S. epidermidis, S. cohnii, S.
chromogenes, S. warneri, S. sciuri e S.
lentus, que produziam enterotoxinas em
meios de cultivo laboratorial (Valle et al.,
1990). Desta maneira, a primazia da
capacidade enterotoxigénica que pertencia
quase com exclusividade ao S. aureus foi
estendida, embora este fato ja houvesse
sido relatado, também, para outras espécies
coagulase positivas como S. hyicus e S.
intermedius (Devriese, 1977; Hirooka et al.,
1988).

Apesar da crengca de que, usualmente,
espécies  coagulase negativas nao
constituissem objeto de importancia na
epidemiologia das intoxicacdes
estafilocécicas, as pesquisas ora referidas
conclamam a exploragdes no sentido da
averiguacdo de espécies outras que as
produtoras de coagulase. A producéo
enterotoxinas estafilococicas por espécies
ndo produtoras de coagulase foi relatada



por Oliveira (1999), onde as estirpes de
origem bovina, S. wareri e S
chromogenes, experimentalmente
inoculadas em presunto cozido e creme de
confeitaria, produziram enterotoxina
estafilocécica tipo C e D (SEC e SED).

Para Brabes et al. (1999), S. intermedium,
S. hyicus e S. sciuri sdo capazes de
produzir enterotoxinas, sendo que as
enterotoxinas A e D sdao as que mais
aparecem envolvidas em surtos de
toxinfecgéo, podendo estar isoladas ou em
combinagdo. Li e Cheng (1997) ja haviam
descrito a producdo das enterotoxinas
anteriormente descritas para S. warneri
CCRC 12929 e S. haemolyticus CCRC
12923. Todavia, os dados relatados nessas
duas pesquisas ndo informam se as
quantidades de enterotoxinas produzidas
identificavam linhagens de baixa producéo,
0 que, contrariamente, se assegurou no
experimento ora realizado, onde todas as 14
linhagens teste se responsabilizavam por
infima producéo, situada entre 1,4 a 16,8
ng/mL de fluido sobrenadante de cultura.

Rapini et al. (2005) constataram que
amostras de Staphylococcus spp. isoladas
de manipuladores de queijo de cabra foram
capazes de produzir enterotoxinas e a
toxina da sindrome do choque toxico,
enfatizando a importancia desse grupo
bacteriano na intoxicagdo de origem
alimentar e a necessidade da adogédo de
condutas higiénicas e sanitarias durante a
manipulagéo do alimento.

Atualmente, os SCN se tornaram os
patégenos causadores de mamite
predominante em varios paises (Waage et
al., 1999; Pitkala et al., 2004; Rajala-Schulz
et al., 2004). Os SCN podem causar tanto a
mamite subclinica quanto a mamite clinica,
com severos sinais clinicos nos quartos
afetados, assim como varios efeitos
sistémicos. Estudos realizados por
Murdough et al. (1996) sobre a prevaléncia
de patégenos em leites provenientes de
bovinos com mamite subclinica detectaram
as espécies S. aureus, S. chromogenes e S.
xylosus. Segundo Sargeant et al. (1998) e
Brabes et al. (1999), a maior ocorréncia de
coagulase negativos no leite demonstra que

estas espécies vém crescendo como
importantes agentes etioldgicos da mamite.

Em estudo histopatolégico e microbiolégico
de processos inflamatorios de glandulas
mamarias de animais enviados ao abate,
Benites et al. (2000) encontraram
predominancia de SCN, sendo que estas
bactérias foram isoladas principalmente no
parénquima glandular e, em menor
frequéncia, na cisterna do teto e na cisterna
da glandula, o que confirma a importancia
que esses microrganismos vém assumindo
na etiologia da mamite bovina. Embora os
SCN normalmente causem somente mamite
subclinica e moderada mamite clinica
(Honkanen-Buzalski et al., 1994), eles sdo
prejudiciais, pois aumentam a CCS no leite
(Laevens et al., 1997; Chaffer et al., 1999) e
podem diminuir ligeiramente a sua producéo
(Timms e Schultz, 1987). De acordo com
Zhang e Maddox (2000), S. chromogenes
podem causar infecgbes mais severas que a
média causada pelas outras espécies de
SCN na glandula mamaria bovina. No
estudo de Myllys et al. (1994) ndo houve
diferenga significativa nos parémetros de
inflamacgao entre as infecgbes causadas por
S. aureus e S. chromogenes.

As espécies de SCN sdo isoladas
frequentemente de novilhas e de vacas
lactantes e nao-lactantes (Oliver et al., 1997;
Laffranchi et al., 2001). Edward et al. (1966)
sugerem que as infecgdes intramamarias no
gado leiteiro causadas por SCN previnem
IIM subsequentes por outros patégenos da
glandula mamaria. O predominio das |IM de
SCN em novilhas foi observado por
Nickerson et al. (2000). A mamite causada
por SCN parece ser doenca de vacas
novas, visto que a prevaléncia de SCN é
maior em vacas primiparas quando
comparadas com vacas multiparas
(Laffranchi et al.,, 2001; Tenhagen et al.,
2006). Geralmente, isso € atribuido a
eficiéncia da terapia da vaca seca no
controle desses microrganismos. Na maioria
dos casos, as infecgoes com SCN ocorrem
imediatamente apds a parigdo, declinam no
meio da lactagdo e os indices aumentam
novamente no final da lactacdo até a vaca
receber a terapia do periodo seco
(Honkanen-Buzalski et al., 1994).

15



Entretanto, Harmon e Langlois (1989)
afirmaram que a prevaléncia de
estafilococos coagulase negativo durante a
lactacdo permanece constante.

Os SCN foram isolados em 7 a 30% dos
quartos pesquisados em varios rebanhos
bovinos leiteiros. Eles aparecem como um
dos microrganismos mais isolados em
amostras de leite de rebanhos que
controlaram o patégeno principal (Harmon e
Langlois, 1995; Sears e MacCarthy, 2003).
Pitkala et al. (2004) encontraram 49,6% na
Finlandia. Os agentes mais prevalentes em
mamite bovina no Agreste do Estado de
Pernambuco foram os Staphylococcus
coagulase negativos - 36% (Freitas et al.,
2005), corroborando com os achados de
Pessoa et al. (1999) e Mota et al. (1999)
que encontram 35,5% e 54,3% de SCN no
mesmo estado, respectivamente. No Rio
Grande do Sul, Pereira et al. (1999)
isolaram 8,52% de SCN em 258 quartos
positivos com mamite subclinica na regiao
de Uruguaiana, enquanto que Pinto et al.
(1999) isolaram 29,35% SCN e Ribeiro et al.
(2007) isolaram SCN em 2.275 amostras de
leite no sul daquele Estado. Na regido
metropolitana de Belo Horizonte, foram
encontradas taxas de 20% de SCN (Reis et
al., 2003). Em Uberlandia, Minas Gerais,
Santos (2006) encontrou indices de 20,73%
de SCN. No periodo entre 1986 e 1988,
Langoni et al. (1991) verificaram que
23,19% de SCN foram responsaveis por [IM
no estado de SP. Roberson et al. (1996)
relataram que Staphylococcus hyicus
representou 17,7% dos agentes isolados a
partir de IIM de bovinos, enquanto Capurro
et al. (1999) obtiveram freqiéncias de 2%
para Staphylococcus intermedius e 1% para
Staphylococcus  hyicus. Em  cabras,
Deinhofer et al. (1995) observaram aumento
na quantidade de CCS, nos achados
patolégicos do ubere causados por SCN,
assim como na sensibilidade a novobiocina
em amostras de S. epidermidis, S. simulans,
S. chromogenes, S. lugdunensis e S.
warneri.

Brabes et al. (1999) observaram indices
elevados de mamite causada por S.
chromogenes (11,81%), S. sciuri (9,45%), S.
simulans (7,08%), S. hyicus (6,30%), S.
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xylosus (4,72%), S. warneri (2,36%), S.
epidermidis (0,79%), S. hominis (0,79%), S.
caprae (0,79%), S. saprophyticus. No
trabalho de Lithje e Schwarz (2006), houve
prevaléncia de S. chromogenes (33,2%), S.
simulans (23,2%), S. epidermidis (11,7%),
S. xylosus e S. haemolyticus (9,4% cada)
nos casos de mamite causados por SCN.

Os SCN foram os microrganismos isolados
com maior freqiéncia no leite de ovelhas
(Pengov, 2001), na pele do ubere, dentro do
canal do teto e na glandula mamaria de
cabras e ovelhas (Della Libera, 2007).
Hernandes et al. (2007) encontraram 27,5%
de SCN de 309 amostras isoladas de
mamite ovina na regido de Bauru, Sao
Paulo. Dentre os SCN isolados de caprinos,
S. caprae é a espécie mais prevalente,
seguido de S. epidermidis, S. xylosus, S.
chromogenes, e S. simulans em infecgdes
intramamarias caprinas na ltalia. Ao passo
que o S. epidermidis é a espécie que
geralmente esta associada a elevadas
contagens de células somaticas (Moroni et
al.,, 2005). Esses microrganismos possuem
grande importancia na reprodugao
experimental de mamite subclinica. A
resisténcia a um amplo espectro de
antibiéticos comumente utilizados no
tratamento de animais, tais como o
cloranfenicol e a tetraciclina, assim como a
resisténcia a combinacgao de
trimetropin/sulfametoxazol, foi alta no grupo
de ovelhas estudadas por Burriel (1997).
Adicionalmente, foram isolados do leite de
ovelhas S. xylosus e S. epidermidis
resistentes a meticilina, o que pode refletir o
manuseio humano. A elevada prevaléncia
de SCN resistentes (75,9%) encontrada pelo
autor sugere que 0s agentes
antimicrobianos devem ser usados somente
quando absolutamente necessario.

2.4, Identificagdo dos SCN

Normalmente, ndo se identifica SCN por
espécie na rotina laboratorial. Porém, a
acurada identificagdo bacteriolégica das
espécies e subespécies € necessaria para
desenvolver investigacdes epidemioldgicas
vélidas, avaliar a significancia da sua
patogenicidade e aplicar praticas de manejo
especificas. Knapp e Washington (1989)



relataram que o caldo trealose-manitol pode
ser usado para diferenciar S. epidermidis de
outras espécies de estafilococos, entretanto
os autores n&o utilizaram amostra
veterinaria no estudo. Watts et al. (1991)
afirmaram que o caldo trealose-manitol € um
método aceitavel para a diferenciacdo de
SCN isolados da glandula mamaria bovina.

Existem “kits” de identificagdo comercial
baseados na diferenciagéo fenotipica, dessa
forma, a identificagdo das espécies de SCN
geralmente é baseada em reagbes
bioquimicas. Eles séo rapidos, mas nenhum
pode identificar realmente a importancia dos
SCN devido a variabilidade de expressao de
algumas caracteristicas fenotipicas (Irlinger
et al, 1997; Ligozzi et al., 2002). A
eletroforese de enzima em multilocus ou a
andlise de composicdo de acido graxo
celular também tem sido usada, mas a
identificacao permanece incompleta
(Stoakes et al.,, 1994). Os métodos
genotipicos proporcionam os melhores
resultados em termos de reprodutibilidade e
discriminacdo das espécies. Os sistemas
comerciais de rapida identificacdo de
estafilococos tém sido desenvolvidos como
alternativa de protocolos de identificagdo
classicos (Bannerman, 2003). Entretanto,
estes sistemas de diagndsticos apresentam
problemas, tais como custo, tempo de
incubagdo, apresentando, geralmente,
resultados irreais (Perl et al., 1994).
Adicionalmente, varios desses kits sao
designados para a identificacdo de todas as
espécies de SCN (humana, veterinaria e
isolada de alimentos) e, dessa forma, n&o
sdo muito especificos (Cunha et al., 2004;
Carreto et al., 2005). Os testes que sé&o
desenvolvidos para determinar amostras de
origem humanas nao identificam todos os
SCN de origem animal (Bes et al., 2000),
ocorrendo falhas na identificagdo (Couto et
al., 2001).

O kit API Staph é ineficiente na identificacéo
de S. aureus por nao requerer o resultado
do teste fundamental e mais amplamente
aceito na identificagao de S. aureus, o teste
de coagulase (Koneman et al., 1997). A
acuracia de varios kits de identificagao
rapida esta entre 70 a >90% em amostra
humana (Kloos e Bannerman, 1994),

enquanto que os resultados obtidos com
esses kits de identificacdo rapida em
amostras de bovinos ndo foram muito reais
(Thorberg e Brandstrom, 2000). O nivel de
concordancia com métodos convencionais
foi menor que 42% (Langlois et al., 1983).
Alguns fabricantes incluiram mais amostras
de animais em seus kits de identificagao,
mas ainda é necessario avaliar diferentes
sistemas de tipificagdo antes que resultados
seguros no campo da veterinaria sejam
obtidos (Burriel e Scott, 1998). Dessa forma,
novos métodos de identificacdo baseado na
biologia molecular estao sendo
continuamente testados e desenvolvidos
(Couto et al., 2001; Skow et al., 2005).

Anteriormente, foi desenvolvida uma ordem
de oligonucleotideos chamada “Staph
Array”, considerada a uUnica ferramenta
descrita que distingue 36 espécies de
estafilococos de uma sé vez e que permite
uma identificagdo rapida e precisa de
amostras de estafilococos de origem clinica
e alimentar. Diferentes métodos
epidemioldgicos de tipificacdo sdo usados
no estudo de SCN, tais como a biotipagem,
a andlise de susceptibilidade antimicrobiana
padrdo, a tipificagdo sorolégica, a
fagotipagem, a deteccdo da produgédo de
biofilme, a analise do perfil de proteina, o
imunoblot e a tipificagdo de DNA. No
entanto, o teste mais utilizado é o de
susceptibilidade antimicrobiana e padrbes
de DNA extracromossomial. Entretanto,
nenhuma dessas técnicas é aplicada para a
diferenciacdo de amostras pertencentes a
mesma espécie de SCN, mas de espécies
pertencentes a diferentes origens (clinica,
humana, animal, ambiental). Geralmente,
nao é dificil isolar SCN de espécimes
clinicas, pois os estafilococos crescem
facilmente em meios utilizados em uma
ampla variedade de condi¢cdes (Maslow et
al., 1993).

O desenvolvimento de métodos para a
identificagdo das espécies e subespécies de
estafilococos permite os clinicos obterem
informagdes sobre a variedade dos SCN. E
necessaria uma identificagdo acurada para
se ter uma predicdo do potencial de
patogenicidade ou da susceptibilidade
antimicrobiana e o0 conhecimento da
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significancia clinica de cada espécie. Por
outro lado, a identificagdo das espécies é
um pré-requisito para que os estudos
epidemioldgicos sejam entendidos (Cunha
et al., 2004).

Piccolomini et al. (1994) compararam o
“Staf-System 18-R” com os métodos
bioquimicos tradicionais para identificar
diferentes espécies de Staphylococcus de
origem humana e afirmaram que o método
identificou  corretamente  93,9%  das
amostras. No sistema “in-house” para
identificagdo de rotina de espécies de
estafilococos desenvolvido por Monsen et
al. (1998) houve concordancia de 86,3%
com os esquemas de identificagao
tradicional.

Staph-Zym ¢é util na rotina de identificagéo
de amostras de SCN de importancia clinica
em medicina veterinaria. Entretanto, o custo
pode restringir o seu uso (Thorberg e
Brandstrom, 2000).

A ribotipagem automatizada (“automated
ribotyping”) é altamente confiavel na
identificacdo das espécies de SCN, a
principal desvantagem é porque requer um
equipamento de alto custo, no entanto,
possui um protocolo muito simples que
exige o minimo de mé&o-de-obra (Carretto et
al., 2005).

2.5. Contagem de Células Somaticas
(CCS)

A CCS corresponde a um dos mais
eficientes métodos para interpretar a saude
da glandula mamadria, principalmente quanto
a presenga de mastite subclinica. A
contagem tem uma estreita relacdo com a
qualidade do leite. Em termos de andlise,
ela traduz o total de células presentes no
leite, que podem ser do tipo epitelial ou de
defesa. As primeiras sdo oriundas da
descamagdo normal do tecido de
revestimento e secretor da glandula
mamaria. Ja as células de defesa sédo os
leucécitos, que migram do sangue para o
Ubere quando este sofre alguma agresséao
ou manifesta alguma infec¢do. Seu objetivo
€ englobar e digerir os microrganismos

18

invasores (Schukken et al., 2003; Arenales,
2005).

A CCS pode ser determinada por meio de
varias técnicas de diagnéstico, que podem
ser divididas em métodos indiretos
(California Mastitis Test-CMT e Wisconsin
Mastitis Test-WMT) e diretos (microscopia
direta e analisadores eletrénicos), sendo
utilizada em muitos paises como um
parametro de pagamento do leite segundo a
sua qualidade. A CCS varia entre animais e
entre amostras. Estas variagdes sao
justificadas por fatores como a idade da
vaca, 0 estagio de lactagdo, o stress
térmico, as estacdes do ano, as deficiéncias
no funcionamento de ordenhadeiras que
podem ocasionar lesées nos tetos
desencadeando, consequentemente, a
mamite. No entanto, o fator que mais
interfere sobre a CCS ¢é o nivel de infecgao
da glandula mamaria. O conhecimento dos
fatores que influenciam as infecgbes do
Ubere ¢é importante para uma correta
interpretacdo da CCS. Geralmente, a CCS
dos quartos infectados com SCN é de duas
até trés vezes mais altas que a dos quartos
nao infectados, mas a magnitude da
resposta da CCS é menor que a magnitude
estudada em outros patégenos. Varios
paises ja possuem limites maximos legais
de CCS para avaliagdo da qualidade do
leite, como Unido Européia e Nova Zelandia
(400.000 céls/mL), Canada (500.000
céls/mL) e Estados Unidos (750.000
céls/mL) (Ferrao, 2002).

No Brasil, o controle de qualidade do leite
tem se restringido a uma atividade de
vigildncia contra tentativas de fraude e
adulteracdo do produto entregue as usinas,
sendo raros os exemplos de iniciativa para
analisar o produto qualitativamente e ndo so6
por sua composicao fisico-quimica. O teste
mais usado no campo para a detecgédo de
mastite subclinica é o CMT, existindo uma
relacdo entre a intensidade das reacoes
positivas e perdas da produgéo de leite das
vacas em lactagdo (Araujo et al., 1999).
Segundo Barbosa et al. (2002), a CCS e o
CMT sédo altamente dependentes e
possuem alta correlagdo no diagnostico de
mamite, em vacas em lactagao.



Staphylococcus coagulase negativos foram
considerados nao patogénicos para a
glandula mamaria, até que Holmberg (1973)
demonstrou que S. epidermidis eram
patogénicos ao uUbere, com o encontro de
contagens de células somaticas acima de
500.000 células/mL de leite em casos de
infeccdo subclinica. Os resultados dos
estudos de Zafalon et al. (1999) e Thiers et
al. (2002) demonstraram que estes
microrganismos aumentam
significativamente o conteudo de células
somaticas no leite.

Costa et al. (2005) verificaram que a CCS
de glandulas mamarias infectadas por
Staphylococcus coagulase positivo tanto em
relagdo a média (598 x 10° céls./mL) quanto
a mediana (484 x 10® céls./mL)
apresentaram resultados superiores aquelas
infectadas por SCN (média de 399 x 103
céls/mL e mediana de 3945 x 10°
céls./mL).

2.6. Tratamento x Resisténcia a
Antimicrobianos

A mastite bovina é a causa mais comum
para o uso de antibidticos em rebanhos
leiteiros. Os residuos de antibiéticos no leite
representam o principal ponto critico de
controle de contaminagcdo quimica no leite.
A resisténcia as drogas esta relacionada ao
uso incorreto no tratamento parenteral e ou
intramamario de animais em lactacdo, ao
uso excessivo de antibiodticos, as aplicagoes
de subdoses de antimicrobianos para a
prevencdo de doengas, a promogdo do
crescimento e da eficiéncia alimentar em
animais de produgdo, associado a selegao
natural dos microrganismos (Meng et al.,
1998; Silva et al., 1999). Os riscos a saude
do consumidor sao apresentados
principalmente pelo desencadeamento de
fenbmenos  alérgicos em  individuos
sensiveis, pelos efeitos toxicos e
carcinogénicos, por alteragées no equilibrio
da microbiota intestinal e pela selecdo de
bactérias resistentes no trato digestivo dos
consumidores (Mansur et al., 2003).

Segundo Irlinger (2007), os SCN possuem
habilidade de adquirir resisténcia aos
antibidticos. O tratamento antimicrobiano

comumente utilizado para a mamite
causada por SCN R-lactamase negativo é a
penicilina G, parental ou intramamaria, em
combinagdo com aminoglicosideo. Ja nas
mamites causadas por SCN R-lactamase
positivo, tem-se utilizado a cloxacilina ou a
combinagao de ampicilina-cloxacilina. De
acordo com o autor, o tratamento de vacas
com mamite subclinica por SCN durante a
lactagdo ndo é recomendado. Na Holanda,
a cloxacilina s6 ou em combinagdo com a
penicilina sdo frequentemente utilizadas na
terapia do periodo seco (Tenhagen et al.,
2006).

Os SCN, além de serem responsaveis por
grandes prejuizos a pecuaria leiteira,
apresentam resisténcia a diversos
antibidticos utilizados rotineiramente no
tratamento desta doenca (Brito et al., 2001).
Ja foram descritos no Brasil casos de
infeccdes causadas por S. aureus
parcialmente resistentes aos antibidticos
mais potentes como a vancomicina e relatos
da capacidade que os Staphylococcus
coagulase negativos tém de desenvolver
resisténcia. Diversos estudos que tratam da
susceptibilidade a antimicrobianos de
patdbgenos da mamite bovina no Brasil
apontam para um aumento crescente no
padrdo de resisténcia. Desta forma, é de
grande importancia o isolamento e a
identificagcdo rapida e eficiente desses
agentes em laboratérios e a analise in vitro
da susceptibilidade antimicrobiana para um
melhor controle através de terapéutica
adequada (Silva et al., 2004).

O tratamento convencional com a utilizagédo
de antibidticos intramamarios pode ser
prejudicial a saude publica, devido a
presenga de residuos no leite, e este,
muitas vezes, ndo é inspecionado. Segundo
Castro et al. (1999a), alternativas eficazes e
menos onerosas ao produtor, que
amenizam o problema de saude publica,
devem ser avaliadas para tornar o
tratamento e controle mais seguros, tais
como a utilizagdo de enzimas proteoliticas,
onde os autores verificaram a eficacia de
64,3% no tratamento de mamite em cabras
na regido metropolitana de Recife,
Pernambuco. No mesmo trabalho, os
autores isolaram 78,9% de SCN.
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Em um estudo realizado por Perrenten et al.
(1998) com SCN em queijos, principalmente
com amostras de S. xylosus, houve
resisténcia ao cloranfenicol, a tetraciclina, a
eritromicina e em menor proporgao a
gentamicina, a penicilina, a lincomicina e a
kanamicina. Por outro lado, Rajala-Schultz
et al. (2004) relataram diferencga significativa
na proporcdo de SCN penicilina resistente
entre primiparas e multiparas. Ja no estudo
realizado por Taponen et al. (2006), o tipo
de mastite clinica ou subclinica e a duragao
do tratamento antimicrobiano de 3 a 4 dias
nao afetaram as taxas de cura.

Pinto et al. (1999) observaram resisténcia
dos SCN em relacdo a enrofloxacina de
9,09% e 45,7% a ampicilina, sendo que a
resisténcia frente ao cloranfenicol, a
penicilina e sulfazotrim foi acima de 26,31%
no Rio Grande do Sul. Benites et al. (2000)
avaliaram o padrao de resisténcia de
amostras de Staphylococcus coagulase
positivos e SCN isoladas de parénquima de
glandulas mamarias de vacas em lactacéo
enviadas ao abate e verificaram que a maior
resisténcia foi a penicilina (84,4%) e
ampicilina (86,6%) e a maior sensibilidade a
cefalotina e gentamicina.

Em Pernambuco, os  valores de
sensibilidade antimicrobiana apresentados
por Mota et al. (1999) foram: gentamicina
(100%), neomicina (92,4%), lincomicina
(90,6%), sulfazotrim (88,5%), cloranfenicol
(86,8%), cefalotina (82,7%) para SCN
isolados de leite bovino.

Devido aos consideraveis  prejuizos
econdbmicos determinados pela mamite,
programas de controle tém sido adotados
em varios paises. Estes programas tém, em
ultima analise, visado a redugdo das
infeccdes pré-existentes e a prevencdo de
novas infecgdes. As medidas de higiene séo
importantes no controle das infecgdes
intramamarias, mas em algumas situagoes,
faz necessaria a “blitz terapia”, como o
tratamento dos casos subclinicos em plena
lactagdo, além da terapia da vaca seca. O
diagnéstico  precoce, acompanhado do
tratamento adequado, pode normalizar a
producdo de leite, bem como eliminar uma
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fonte de infecgdo para os demais animais
de criagdo (Domingues, 1993).

2.7. Instrugdo Normativa 51 (IN51)

A Instrucdo Normativa n°® 51 do MAPA, que
regulamenta a producgdo, identidade,
qualidade, coleta e transporte do leite A, B,
C, pasteurizado e o cru refrigerado, entrou
em vigor no dia 1° de julho de 2005 nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste e em
1° de julho de 2007, nas regides Norte e
Nordeste.

A IN51 foi criada para melhorar a qualidade
do leite produzido no Brasil, regulamentar a
producdo e favorecer a abertura de novos
mercados para o leite brasileiro. Os
laticinios ficam obrigados a exigir dos
produtores condigdes adequadas de
acesso, higiene e manejo, instalacdes e
sanidade. O objetivo ¢é padronizar a
producéo leiteira brasileira, estabelecer um
padrao de qualidade e reduzir os indices de
contaminagdo. Os produtores pagos pela
qualidade do leite produzido devem manter
rigido controle sobre a sanidade geral do
rebanho, especialmente com relacdo a
mamite. De acordo com IN51, as analises
de contagem bacteriana total (CBT), a CCS
e a composicdo de todo o leite cru
produzido no pais e processado em
estabelecimentos sob fiscalizagdo federal
deverdo ser realizados mensalmente em um
dos laboratérios credenciados pelo MAPA
(Brasil, 2002). Para atender a demanda por
estas analises, o0 MAPA criou a Rede
Brasileira de Laboratérios de Anadlise da
Qualidade do Leite (RBQL), composta por
laboratérios localizados em diferentes
regides do pais.

Em levantamento da situagcdo da qualidade
do leite, Cassoli e Machado (2007)
observaram que 14% das amostras de leite
em Sao Paulo apresentavam alta CBT,
considerando o limite maximo de 1.000.000
estabelecidos pela IN51; CBT maiores sao
citados por esses autores em Goias (24%) e
em Minas Gerais (17%), ao passo que em
Santa Catarina, mais de 70% dos
produtores  apresentaram leite  com
contagens superiores a 1.000.000. Os
autores evidenciaram um impacto positivo



em industrias que iniciaram o programa de
valorizacao da qualidade do leite.

2.8. Programa de Qualidade do Leite no
Brasil (PNQL)

O PNQL tem como objetivos promover a
melhoria da qualidade do leite e derivados,
garantir a saude da populacdo e aumentar a
competitividade dos produtos lacteos em
novos mercados. O consumidor deseja
adquirir um produto seguro, com excelentes
caracteristicas nutricionais e maior vida util,
ao passo que a industria almeja maior
rendimento industrial, aumento da sua
produtividade, aumento da vida util de
prateleira dos seus produtos, reducdo dos
desperdicios, otimizacdo dos custos de
producéo e, consequentemente, o aumento
da competitividade dos produtos lacteos
nacionais. As vantagens do PNQL para o
produtor s&o: o0 reconhecimento e
valorizagéo do leite com qualidade superior,
0 pagamento diferenciado por qualidade e o
estimulo para que ele se especialize (Alvim,
2007).

De acordo com Dirr (2005), a producédo de
leite com qualidade tem se tornado cada
vez mais importante. No entanto, a higiene
adequada das maos dos ordenhadores, do
Ubere das vacas, do equipamento de
ordenha e do meio ambiente associado ao
correto manejo de ordenha, com utilizagao
de medidas de anti-sepsia dos tetos poés-
ordenha e a permanéncia do animal em pé
pos-ordenha, até a completa oclusdo do
canal do teto, sdo necessarias para atingir
este objetivo. Além disso, no momento da
ordenha deve ser feito os testes da caneca
de fundo escuro e o CMT, a pré-desinfecgao
das tetas do animal, a secagem com papel
toalha e a desinfeccdo das tetas apos a
ordenha. Outra acdo importante é a
conservagao do leite ordenhado em baixas
temperaturas. O leite deve ser resfriado em
tanques de expanséao direta ou em tanques
de imersao do latdo em agua gelada, sendo
recolhido e transportado por caminhdes
rodoviarios isotérmicos até o laticinio. Nos
casos em que o produtor nao tiver como
resfriar o leite na fazenda, ele devera
resfria-lo em um tanque comunitario ou no
proprio laticinio, no entanto, o leite deve ser

entregue, no maximo, duas horas apods a
ordenha. Dessa forma, os produtores
poderao melhorar a qualidade do leite e
aumentar a renda familiar.

No Brasil, o sistema de comercializagao do
leite e o aprimoramento das relagdes entre
industrias e produtores passaram por uma
evolugao, através do pagamento
diferenciado do leite, baseado em critérios
de qualidade da matéria-prima implantado
em algumas industrias de laticinios
(Cerqueira, 2006).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local de realizagao do experimento

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Diagnéstico e Pesquisa em Doencas
Infecciosas do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) e no
Laboratério de Pesquisas em Bacterioses
do Departamento de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

3.2. Rebanhos

No periodo de janeiro 2004 a dezembro de
2006, foram analisados 35 rebanhos
bovinos leiteiros localizados em 20
municipios pertencentes a bacia leiteira da
Regidao Sul do Estado de Minas Gerais.
Estabeleceu-se que os rebanhos a serem
utilizados no estudo deveriam empregar a
ordenha mecanica, ter numero minimo de
30 animais em lactagdo e que o numero
minimo de amostras a serem processadas
para cada rebanho seria de 15.

3.3. Amostras de leite destinadas a
bacteriologia

A coleta de amostras de leite de animais
que apresentaram mamite clinica ou
subclinica foi realizada em todos os
rebanhos ap6s a realizacdo do teste da
caneca de fundo escuro e do CMT, segundo
as orientagbes de Veiga (1998). Todas as
vacas em lactagao, exceto aquelas com até
15 dias de paridas e aquelas no ultimo més
de lactagao, foram submetidas ao teste. Os
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resultados foram anotados em fichas
apropriadas e posteriormente
correlacionados com os resultados
microbiolégicos.

Foram coletados assepticamente, em
frascos estéreis, cerca de 10 mL de leite de
cada um dos quartos de animais com
resultado positivo no teste de CMT ou que
apresentaram mamite clinica. A coleta foi
realizada de acordo com as normas
preconizadas por Veiga (1998), sendo as
amostras devidamente identificadas e
remetidas ao laboratério sob refrigeracéo.
Os animais que se encontraram sob

% de Mamite Subclinica =

N° de quartos reagentes ao CMT

tratamento antibiético na ocasido da visita
ou nos ultimos sete dias que a antecederam
foram excluidos da amostragem. Foi feita a
coleta de amostras de animais que
apresentaram reagdo positiva ao CMT (+,
++, +++) e daqueles com reagdo positiva
frente ao teste da caneca de fundo escuro,
observando-se um numero minimo de 15
amostras por rebanho a ser estudado.

3.4. Determinacao dos indices de mamite
Os indices de mamite subclinica foram

obtidos pela analise dos resultados do CMT,
empregando-se a equagao:

x100

NP° total de quartos examinados

A incidéncia de mamite clinica durante o periodo lactacional foi obtida de acordo com a

formula:

% de Mamite Clinica =

Teste da caneca de fundo escuro positivo «

100

N° total de animais em lactacao

3.5. Coleta e analise de amostras de leite
em tanque

Para a realizagdo da Contagem de Células
Somaticas de Tanque (CCST), amostras
oriundas do tanque de expansédo ou latbes
foram coletadas em frascos proprios,
fornecidos pelo Laboratério de Qualidade do
Leite da Escola de Veterinaria da UFMG,
onde as amostras foram analisadas por
citometria de fluxo (Somacount 500 -
Bentley - USA). Estas foram acompanhadas
de uma ficha contendo a identificagdo do
rebanho, data e horario da coleta, tipo de
amostra enviada (tanque ou latdo) e a
temperatura da amostra no momento da
coleta.

3.6 - Isolamento e Identificagao de
Microrganismos

Tao logo chegaram ao laboratério, as
amostras de leite oriundas de animais com
mamite clinica ou subclinica foram
incubadas em temperatura de 37°C por 8-12
horas para enriquecimento. ApoOs essa
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etapa, as amostras de leite foram semeadas
em placas contendo Agar Sangue,
incubadas a 37°C por 24-48H. Para o cultivo
das amostras e a identificagcdo foram
utilizados os seguintes meios:

e Agar Sangue: &gar Sangue Base,
contendo 5-10% de sangue de carneiro
desfibrinado, preparado conforme
descrito por Quinn et al. (1994).

e Caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(Oxoid): preparado conforme
recomendagbes do fabricante. Foi
utilizado para o isolamento de colbnias
sugestivas de Staphylococcus spp.
obtidas nos meios sdlidos.

A seguir, avaliou-se quanto ao crescimento
de colbénias sugestivas de Staphylococcus
spp. A identificagdo e o isolamento das
colénias foram realizados com base nas
caracteristicas macroscopicas
(pigmentagdo, tamanho, presenga de
hemdlise etc) das coldnias obtidas em Agar
Sangue e caracteristicas microscoépicas, em



esfregagos corados pela técnica de Gram,
de acordo com Quinn et al. (1994).

As col6nias que apresentaram morfologia
macroscopica e microscépica sugestiva de
estafilococos e resultados positivos no teste
de catalase e coagulase negativo, e que
também foram negativas nos testes de
oxidase e KOH a 3%, foram submetidas a
testes bioquimicos para identificagdo final
de SCN por testes bioquimicos, como
arabinose, arginina, esculina, inusitol,
inulina, lactose, maltose, manitol, manose,
rafinose, sacarose, salicina, sorbitol e
trealose, uréia, VP e nitrito, segundo Quinn
et al. (1994). Os resultados foram
interpretados de acordo a chave de
identificagdo de Holt et al. (1994).

3.7 - Determinagcdo do perfil de
resisténcia a antimicrobianos

Para a avaliagdo da susceptibilidade a
antimicrobianos dos isolados de SCN foi
utilizada a técnica de difusdo em agar,
segundo Bauer et al. (1966), empregando-
se o Agar Miiller Hinton (Oxoid) e os
resultados interpretados segundo a tabela
sugerida pelo NCCLS (2002).

Foram testados os seguintes antibiticos:
ampicilina  (10ug), cefalotina  (30pg),
cefoperazona (30ug), cefotaxima (30ug),
ceftiofur  (30ug), cloranfenicol (30ug),
danofloxacina (10ug), enrofloxacina (10ug),
estreptomicina (10ug), florfenicol (30ug),
gentamicina (10ug), lincomicina (15uQ),
neomicina (30ug), nitrofurantoina (300UlI),
novobiocina (30ug), penicilina G (10ug),
polimixina B (300 Ul), tetraciclina (30ug) e
as associacbes de sulfametoxazol e
trimetoprim (23,75ug/1,25u9).

Cinco colbnias com as mesmas
caracteristicas morfolégicas foram repicadas
para tubos de ensaio contendo 4 a 5 ml de
caldo BHI e incubadas a 35°C por um
periodo suficiente (2-6h) para apresentar
uma turbidez equivalente a 0,5 da escala
padrdo de McFarland. Em seguida, foi feita
a semeadura com a ajuda de swabs sobre a
superficie do meio de agar Mdller-Hinton. A
etapa seguinte consistiu na colocagado dos
discos, fazendo-se leve pressido para
permitir o contato entre os mesmos e a
superficie do meio inoculado. A incubagao
ocorreu a temperatura de 37° C por um
periodo de 24 horas, quando entdo foi feita
a leitura de acordo com o didmetro de
sensibilidade apresentado por cada amostra
frente aos diversos  antimicrobianos
utilizados, de acordo com o fabricante dos
discos de antibioticos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. indices de mamite nos rebanhos
trabalhados

Foram avaliados 35 rebanhos pelo teste da
caneca de fundo escuro e CMT, visando o
diagnostico da mamite clinica e subclinica,
respectivamente. Os indices de mamite
subclinica (IMSC) e clinica (IMC) em cada
um dos rebanhos estudados encontram-se
na tabela 1. A prevaléncia de casos de
mamites subclinicas variou entre 17,14% e
85,45%, com um indice médio (IMSC) de
52,20%, entre os rebanhos trabalhados. Em
relacdo as mamites clinicas, o indice médio
(IMC) foi de 9,87%, verificando-se varia¢des
entre rebanhos de zero até 28,57%.
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Tabela 1. indices de mamite subclinica e clinica e resultados das contagens de células
somaticas no leite de tanque de 35 rebanhos leiteiros da regido sul do Estado de Minas Gerais,
2004-2006.

Rebanhos IMSC IMC CCST x 10° cels/mL
1 65,13 15,78 1.178
2 41,24 11,11 468
3 58,75 25,00 1.471
4 62,26 6,60 651
5 57,95 4,54 678
6 60,32 6,25 304
7 66,66 3,57 484
8 17,42 4,54 149
9 50,00 0,00 325
10 58,59 9,37 1.008
11 51,92 9,79 656
12 76,58 6,34 1.182
13 70,20 18,36 1.000
14 80,55 19,44 1.809
15 47,80 15,78 548
16 85,45 16,36 1.702
17 53,88 4,44 1.010
18 22,40 6,25 415
19 50,00 18,51 1.532
20 30,26 6,86 201
21 69,61 9,41 1.956
22 35,41 22,22 927
23 54,60 28,57 3.181
24 67,30 6,15 1.284
25 53,16 2,53 790
26 43,56 4,54 336
27 17,14 1,90 336
28 36,98 8,21 420
29 71,83 1,40 465
30 69,75 12,90 1.314
31 34,16 10,00 969
32 27,13 6,53 2.277
33 40,00 10,00 533
34 63,57 5,00 1.200
35 35,66 7,35 750

Média 52,20% 9,87 9574

24



Observa-se que os indices de mamite
subclinica foram muito superiores aos niveis
aceitaveis (15%), valores de IMSC
considerados como inaceitaveis (Fonseca e
Santos, 2000). Somente dois rebanhos
(5,71%) apresentaram IMSC inferiores a
20%, enquanto 20 (57,14%) apresentaram
taxas superiores a 50%, sendo que destes,
cinco (14,28%) apresentaram IMSC = que
70%. A literatura nacional cita indices de
mastite clinica variaveis entre 7,46% e
17,45% e subclinica entre 34,31% e 46,54%
(Costa et al., 1995; Bueno et al., 2002).

Estes rebanhos apresentaram CCST média
de 957,4 x 10° cels/mL de leite, sendo que
somente 6 rebanhos (17,14%)
apresentavam CCST inferiores a 400.000,
18 rebanhos (51,42%) apresentaram
escores superiores a 750.000 ceI./mm3,
tendo 14 deles (40%) apresentado CCST
superiores a 1.000.000 cel./mm®. As CCSTs
obtidas demonstraram que uma parcela
expressiva dos rebanhos analisados

apresentava contagens de células
somaticas acima dos parametros
estabelecidos pela legislacdo vigente

(Brasil, 2002), resultando em indices
elevados de mastite subclinica no rebanho
(Schukken et al., 2003), trazendo reflexos
diretos na qualidade do leite e na
produtividade do  rebanho, segundo
Fonseca e Santos (2000).

Verificou-se que o0s maiores escores de
CCST e maiores IMSC ocorreram em
rebanhos infectados principalmente por S.
aureus e S. agalactiae. Cinco propriedades
tiveram o S. agalactiae como agente
principal e foram aquelas que apresentaram
0s escores mais elevados de CCST (1.702 a
3.181), o que demonstra o impacto deste
microrganismo na CCST em relagdo aos
demais patégenos contagiosos, conforme
relatado por Zafalon et al. (1999) e por
Costa et al. (2005).

Nos rebanhos de n° 9 e 33 prevaleceram
as infecgbes causadas por SNC. Estes
patdgenos embora n&o relacionados as
altas CCS, tém aumentado a sua

importancia na etiologia das IIM. O impacto
destes patdgenos sobre a CCST e os
prejuizos a elas associadas séo
consideraveis (Holmberg, 1973; Zafalon et
al.,, 1999; Thiers et al., 2002). Segundo
Costa et al. (2005), as glandulas mamarias
infectadas por Staphylococcus coagulase
negativo apresentam em média 399 x 103
céls./mL de leite.

4.2. Distribuicio dos microrganismos
isolados em casos de mamite subclinica
e clinica entre os rebanhos

Na tabela 2 se encontra a distribuicdo dos
microrganismos isolados dos 35 rebanhos
trabalhados. Foram isolados 1700
patdgenos relacionados aos casos de
mamite, principalmente os estafilococos
coagulase positivo (SCP) que estiveram
presentes em 97,14% dos rebanhos da
regido sul de MG com 34,29% dos
isolamentos. Em seguida vieram o0s
Streptococcus agalactiae com 21,82%,
presentes em 65,71% dos rebanhos
estudados. Juntos, SCP e Streptococcus
agalactiae representaram 56,11% dos
agentes isolados, demonstrando  a
predominancia da mastite contagiosa nos
rebanhos estudados. A importancia destes
patdgenos em casos de mamite em
diferentes regides do Pais foi demonstrada
por diversos autores (Costa et al., 1995;
Mota et al., 2004) com predominancia dos
agentes contagiosos Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e C. bovis na etiologia
da mastite bovina em rebanhos de S&o
Paulo, Minas Gerais e Pernambuco,
respectivamente.

Os SCN estiveram presentes em 30
rebanhos (85,71%), com uma taxa média de
isolamentos de 7,05% (Tab. 2). A
prevaléncia das infecgbes intramamarias
causadas por SCN apresenta diferencas em
diversas regides brasileiras (Langoni et al.,
1991; Pereira et al., 1999; Pessoa et al,,
1999; Pinto et al., 1999; Mota et al., 1999;
Freitas et al., 2005; Ribeiro et al., 2007),
variando entre 8,52% e 54,3%.
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Tabela 2. Distribuigdo de microrganismos isolados em casos de mamite subclinica e clinica em
35 rebanhos bovinos leiteiros da regido sul de Minas Gerais, 2004-2006.

Agentes Isolados N° de isolados

Freqiiéncia (%)

Rebanhos positivos

SCP’ 583
Streptococcus agalactic 371
Corynebacterium bovis 240
SCN? 120
Streptococcus uberis 111
Enterobactérias 62
Leveduras 57
Pseudomonas spp 39
Bacillus spp 44
Enterococcus spp 38
Streptococcus spp 26
Prototheca zopfii 5
Outros agentes 4
Total 1.700

34,29 34 (97,14)
21,82 23 (65,71)
14,11 32 (91,42)
7,05 30 (85,71)
6,52 30 (85,71)
3,64 20 (57,14)
3,35 18 (51,42)
2,29 10 (28,57)
2,58 23 (65,71)
2,23 19 (54,28)
1,52 11 (31,42)
0,29 2 (5,71)
0,23 -

100 -

1-Staphylococcus coagulase positivos; 2-Staphylococcus coagulase negativos

A freqiéncia de isolamentos foi geralmente
baixa dentro dos rebanhos, exceto nos
rebanhos de numeros 9 e 33, nos quais se
verificaram taxas de isolamento de 25,71%
e 22,91%, respectivamente. Estes rebanhos
utiizavam o confinamento total, com
rigoroso controle da higiene de ordenha,
mas apresentavam sérios problemas com o
manejo de camas. Verificou-se que as taxas
de isolamento de SCN nestes rebanhos
foram superiores as de SCP, além disso, a
participagdo de agentes ambientais na
etiologia da mamite foi mais expressiva.

Verificou-se a maior participagdo dos SCN
em casos subclinicos de mamite (96,67%)
em detrimento a ocorréncia de casos
clinicos (Fig. 1). Embora considerados por
muito tempo como agentes pouco
patogénicos para a glandula mamaria de
bovinos e, designados  “patégenos
menores”, tem-se verificado o crescimento
na importancia de SCN na etiologia das [IM,
sobretudo para vacas primiparas e em
rebanhos nos quais as infecgbes por S.
aureus e S. agalactiae foram controladas
(Laffranchi et al., 2001; Sears e McCarthy,
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2003; Tenhagen et al., 2006), fato também
verificado nos rebanhos trabalhados, onde o
maior percentual de vacas com mamite
subclinica causada por SCN foi o grupo de
vacas jovens e novilhas de primeira cria.

A mamite bovina é uma doenga multifatorial
de etiologia complexa e variada,
encontrando-se disseminada em todas as
regides produtoras de leite. O resultado da
identificagdo dos SCN isolados nos casos
de mamite nos rebanhos bovinos da regido
da bacia leiteira do sul de MG est& na tabela
3. Das 120 amostras de SCN isoladas,
foram identificadas S. hyicus subsp. hyicus
(18 isolamentos, 15,0%), S. hyicus subsp.
chromogenes, S. gallinarum e S. lentus (15
isolamentos de <cada, 12,5%) e S.
epidermidis (13 isolamentos, 10,8%) como
as mais prevalentes. Adicionalmente, 27
amostras de Staphylococcus coagulase
negativo foram identificadas com menor
frequéncia. Em 17 amostras de SCN né&o
foram identificadas a que espécies
pertencem, sendo caracterizadas com
Staphylococcus spp (14,3%).



Nuamero de isolamentos de SCN

Il 116 casos subclinicos

[0 04 casos clinicos

Figura 1. Resultados dos isolamentos de Staphylococcus coagulase negativo entre casos
subclinicos (96,67%) e clinicos (3,33%) de mamite em 30 rebanhos bovinos leiteiros da regiao

sul de MG, 2004-2006.

Tabela 3. Distribuicdo dos Staphylococcus coagulase negativos isolados em casos de mamite
subclinica e clinica e nos rebanhos bovinos da regido da bacia leiteira do sul de MG, 2006.

Espécie N° de isolados Percentual

Staphylococcus hyicus subsp. hyicus 18 15,0
Staphylococcus hyicus subsp. chromogenes 15 12,5
Staphylococcus gallinarum 15 12,5
Staphylococcus lentus 15 12,5
Staphylococcus epidermidis 13 10,8
Staphylococcus haemolyticus 07 5,8
Staphylococcus caprae 06 50
Staphylococcus simulans 05 4,2
Staphylococcus hominis 04 3,3
Staphylococcus sciuri 03 2,5
Staphylococcus capitis 01 0,8
Staphylococcus carnosus 01 0,8
Staphylococcus spp 17 14,3

Total 120 100

A determinacdo da etiologia das [IM
causadas por SCN pode se constituir em
importante ferramenta para os programas
de controle das mamites causadas por estes
microrganismos. Segundo Sears e
McCarthy (2003), SCN sdo microrganismos
que fazem parte da microbiota saprofita da
pele, que podem colonizar o canal do teto.
Sao comumente associados a IIM de

bovinos em rebanhos onde as infecgdes por
S. aureus e S. agalactiae foram controladas.
De acordo com aqueles autores, as
principais espécies do grupo isoladas de |IM
sdo S. chromogenes e S. hyicus, mas outras
espécies, incluindo S. simulans, S.
epidermidis, S. hominis e S. xylosus
também podem ser isoladas. Resultados
semelhantes foram encontrados entre os
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rebanhos da bacia leiteira do sul de MG e
associados, principalmente, aos casos
subclinicos da doenga, excegdo ao nao
isolamento de S. xilosus.

A espécie de SCN mais prevalente nos
casos de mamite clinica e, principalmente
da subclinica, foi S. hyicus, correspondendo
a 15,0% das amostras estudadas. Os
achados deste estudo sdo semelhantes aos
Harmon e Langlois (1989), Roberson et al.
(1996), Sears e McCarthy (2003) e Luthje e
Schwarz (2006) que afirmaram ser este o
agente mais frequentemente isolado nas
mamites contagiosas, transmitidas quase
que exclusivamente durante a ordenha,
representando grande importancia
epidemiolégica nas mamites bovinas.
Porém, Taponen et al. (2006) observaram
maior incidéncia de S. simulans (43,6%),
seguido de S. chromogenes (23,3%) nas
amostras de leite de vacas com mamite.

Os S. hyicus apresentam variagdes quanto
a sua capacidade de coagular o plasma
sanguineo, razéo pela qual podem participar
do grupo dos estafilococos coagulase
positivo ou coagulase negativo (Holt et al.,
1994; Quinn et al.,, 1994). Dos espécimes
isolados dos casos de mamite subclinica
elou clinica nos 30 rebanhos bovinos da
regido sul de MG, todos se apresentaram
como SCN.

Em nosso Pais, varios estudos sobre a
distribuicdo de casos de mamites em
diferentes regides, mostraram uma alta
prevaléncia das IIM causadas pelos SCN
(8,52% a 54,3%), entretanto, eles s&o
restritos a determinacédo da capacidade dos
estafilococos em coagular ou n&o o plasma
sanglineo ou, entdo, sdo citados como
Staphylococcus spp (Mota et al., 1999;
Pessoa et al.,, 1999; Pereira et al., 1999;
Pinto et al., 1999; Freitas et al., 2005;
Ribeiro et al., 2007). Desta maneira, nao foi
possivel estabelecer uma relagdo entre os
achados daqueles autores com os que aqui
sdo relatados. Apenas Ribeiro et al. (1999)
isolaram 14,8% de S. epidermidis em vacas,
em regido de clima temperado, enquanto
que Brabes et al. (1999) observaram indices
mais elevados de S. chromogenes
(11,81%), S. sciuri (9,45%), S. simulans
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(7,08%), S. hyicus (6,30%), S. xylosus
(4,72%), S. warneri (2,36%), S. epidermidis
(0,79%), S. hominis (0,79%), S. caprae
(0,79%), S. saprophyticus.

Os resultados obtidos no presente trabalho
estdo de acordo com as citagdes feitas por
Luthje e Schwarz (2006) que encontraram
altos indices de S. chromogenes e S.
epidermidis e baixos indices de S. sciuri, S.
capitis, S. hominis e S. caprae.

Embora SCN sejam considerados
genericamente como agentes contagiosos,
alguns deles, como os S. sciuri e S. xylosus
podem ser de origem ambiental, sendo
encontrados em camas organicas (Harmon
e Langlois, 1989; Sears e McCarthy, 2003),
0 que poderia justificar a maior freqliiéncia
de isolamentos destes patdogenos em
sistemas de confinamento, onde
normalmente existem problemas com a
higiene das instalagbes e de camas. Neste
trabalho S. sciuri representou 2,5% dos
isolamentos e n&o foram isoladas amostras
de S. xylosus, provavelmente por influéncia
das condigdes de ordenha e fatores
relacionados ao manejo dos animais, como
assinalado por Mendongca et al. (1999).
Segundo esses autores fatores relacionados
a nutricdo, manejo, higiene e condi¢cdes
ambientais, aliados as caracteristicas
genéticas, podem influenciar os indices de
mamites nos rebanhos, assim como a
prevaléncia de determinadas espécies.

Nao foi possivel a identificacdo de 17
amostras de SCN (14,3%) a partir de
animais apresentando casos clinicos e/ou
subclinicos de mamite. Contudo, a
identificacdo das espécies de SCN é
baseada em testes bioquimicos
desenvolvidos para determinar amostras de
origem humanas (Kloos e Bannerman,
1994), esses testes ndo conseguem
identificar todos os SCN de origem animal
(Bes et al., 2000; Couto et al., 2001).

Tentativas de identificagcao foram realizadas
com kits de identificagdo rapida, entretanto
os resultados obtidos com as amostras de
bovinos ndo foram muito reais, assim como
foi relatado por Thorberg e Brandstrém
(2000). Dai a opgdao por testes



convencionais de identificacao
microbiolégicas (Quin et al., 1994), mesmo
porque nem sempre € possivel identificar
todos os espécimes de SCN isolados de
matérias clinicos (Piccolomini et al., 1994;
Monsen et al., 1998).

4.3. Teste de
antimicrobianos

susceptibilidade a

A avaliagao dos perfis de susceptibilidade in
vitro das 120 amostras de SCN isoladas em
casos de mamite em 35 rebanhos bovinos
leiteiros da regido do sul de MG se encontra
na tabela 4. Das amostras avaliadas, 33
delas (27,5%) foram resistentes a penicilina,
25 (20,8%) a estreptomicina, 22 (18,3%) a
ampicilina e 17 (14,2%) a tetraciclina.

Entre os diferentes antibiéticos de utilizagao
em medicina veterinaria para tratamento das
IIM, a danofloxacina, a enrofloxacina e o
florfenicol foram os antibidticos frente aos
quais os SCN demonstraram o maior
percentual de susceptibilidade (100%).

A alta eficacia destas drogas se deve,
possivelmente, ao pouco uso destes
antibiéticos em medicina veterinaria, pois
em nenhuma das propriedades estudadas
este medicamento era utilizado, segundo
informagdes obtidas junto aos proprietarios.

Comparando-se os resultados dos testes de
susceptibilidade aos diferentes
antimicrobianos, realizados nos 35
rebanhos bovinos, pertencentes a bacia
leiteira do sul de MG, observa-se que os
SCN apresentam baixos niveis de
resisténcia em relagdo as drogas utilizadas
na rotina dos tratamentos das I[IM de
bovinos em relagéo a outras regides do Pais
(Mota et al., 1999; Pinto et al., 1999). As
amostras de SCN isoladas em casos de
mamite bovina por Lopes et al. (1999) em
Pedro Leopoldo, Minas Gerais, foram
sensiveis a gentamicina (100%), ao
cloranfenicol (83%), a norfloxacina (80%) e
a eritromicina (76,6%). Esta é uma
informacao importante no ambito técnico,

principalmente para profissionais que atuam
a campo e que nao dispdem de estrutura
para procedimentos laboratoriais. Em
Pernambuco, os ensaios de sensibilidade in
vitro demonstraram 100% de sensibilidade
antimicrobiana a gentamicina em cabras
com mamite subclinica (Castro et al.,
1999b).

Outro aspecto importante a ser considerado
neste estudo foi o elevado percentual de
bactérias sensiveis as quinolonas
(danofloxacina e enrofloxacina), fazendo
destes uma opgao de tratamento sistémico
associado ao uso intramamario da
gentamicina. Pode-se atribuir este fato a
pouca indicagdo das quinolonas para
tratamento de mastites nos rebanhos
estudados, conforme informagdes dos
proprietarios, o que sugere a falta de
pressao de selegao sobre os isolados, dai o
alto percentual de amostras susceptiveis a
esta droga. A utilizagéo deste
antimicrobiano nos testes de
susceptibilidade é indicada pelos
mecanismos de agao das mesmas sobre os
microrganismos, assim como por ser uma
droga de uso parenteral, enquadra-se no
tipo de medicagdo a ser indicada para os
casos de tratamento das IIM causadas por
outros microrganismos (Silva et al., 1999).

Os estafilococos coagulase negativos
isolados de leite de vacas com mamite
apresentaram indices de resisténcia a
penicilina de 27,5%, cujo nivel de
resisténcia varia entre as espécies
(Sampimon et al.,, 2007). A penicilina, a
ampicilina (Benites et al., 2000) e a
tetraciclina (Cunha et al., 2006) foram as
drogas que apresentaram maiores
percentuais de resisténcia, concordando
com os achados do presente trabalho. Os
betalactdmicos foram amplamente
empregados no passado, porém, através de
testes de susceptibilidade in vitro foi
possivel, ainda, detectar amostras de SCN
sensiveis e sugerir a utilizacao de penicilina
no tratamento in vivo, ao invés de
medicamentos de ultima geragao.
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Tabela 4. Avaliagédo da resisténcia de 120 amostras de Staphylococcus coagulase negativos isoladas de casos subclinicos e clinicos de

mamite em 30 rebanhos bovinos da regido sul de Minas Gerais, 2004-2006.

Microrganismos
Isolados *

. capitis (1)

NuUmero de amostras resistentes aos antimicrobianos testados*

A

3
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1

CLO
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EST GEN

LIN NEO NIT NOV PEN POL

0

1

SUT TET

1

. caprae (6)
. chromogenes (15)

. epidermidis (13)
. gallinarum (15)

. haemolyticus (7)
. hominis (4)

. hyicus (18)
. lentus (15)

Oununumwnmunmunn

. sciuri (3)
. Ssimulans (5)
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Staphylococcus spp
(17)

Taxa de resisténcia
(%)
AMP: Ampicilina; CFL: Cefalotina; CFZ: cefoperazona; CTX: Cefotaxima; CTF: Ceftiofur; CLO: Cloranfenicol; EST: Estreptomicina; GEN: Gentamicina; LIN:
Lincomicina; NEO: Neomicina; NIT: Nitrofurantoina; NOV: Novobiocina; PEN: Penicilina; POL: Polimixina B; SUT: Trimethoprim/Sulfametoxazole; TET:
Tetraciclina.
* Todos os microrganismos foram sensiveis a Danofloxacina, Enrofloxacina e Florfenicol.
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O uso incorreto associado a selegao natural
dos microrganismos desafiados,
provavelmente resulta no fendmeno da
resisténcia. Essa resisténcia as drogas esta
relacionada, principalmente, com o uso
excessivo de antibidéticos em medicina
veterinaria e as aplicagbes sub-terapéuticas
de antimicrobianos para a prevencédo de
doencas, para a promogao do crescimento e
eficiéncia alimentar em animais de produgao
(Meng et al., 1998; Silva, 1999). Este baixo
percentual de amostras de SCN resistentes
as penicilinas e ampicilinas revela que
nesses 35 rebanhos bovinos as mamites
clinicas e subclinicas estdo sendo causadas
por SCN R-lactamase negativo, sugerindo o
uso de penicilina G, parental ou
intramamaria, em combinagdo com
aminoglicosideo (Irlinger, 2007). Entretanto,
nao se recomenda o tratamento da mamite
subclinica durante a lactagdo (Reis et al.,
2003; Irlinger, 2007).

O percentual de multiresisténcia revelado
pelos isolados de SCN nas amostras
estudadas nao é preocupante, posto que a
maioria dos antibidticos disponiveis no
mercado tém efeito sobre esta bactéria ndo
trazendo dificuldades ou impossibilitando o
tratamento dos animais com mamite,
principalmente pelos baixos indices de
mamite clinica verificada nos rebanhos
(3,3%). De todas as maneiras, a
determinacdo da susceptibilidade das
diferentes espécies de estafilococos
coagulase negativas se constitui em
importante ferramenta para o controle das
mamites causadas por estes
microrganismos, além de indicar que nos
rebanhos trabalhados a pressao de selecao
de outros tipos de microrganismos
envolvidos em casos de IIM ainda nao
existe ou esta em baixos niveis (Silva et al.,
1999; Irlinger, 2007).

5. CONCLUSOES

- Os Staphylococcus coagulase negativos
tém participagdo ativa como causa de
mamite subclinica em rebanhos bovinos
leiteiros da regido sul de Minas Gerais;

- Staphylococcus  hyicus foram os
principais responsaveis pela mamite
bovina causada por SCN entre os
rebanhos trabalhados;

- O percentual de multiresisténcia
revelado pelos isolados de SCN nas
amostras estudadas ndo é preocupante,
posto que a maioria dos antibidticos
disponiveis no mercado tem efeito sobre
estas bactérias;

- Quinolonas e aminoglicosideos em
associagdo podem ser os antibiéticos de
eleigdo para o tratamento e controle das
mamites clinica e subclinica por SCN
nos rebanhos da regido sul de Minas
Gerais.
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