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RESUMO

LIMA, Diego Medeiros. Prova da redutase adaptada na avaliacio da susceptibilidade
antimicrobiana e eficacia do tratamento de vacas com mastite clinica. 2014. 118 f. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria, Ciéncias Clinicas). Instituto de Veterinaria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Neste estudo objetivou-se determinar a associagao entre os resultados da susceptibilidade
antimicrobiana in vitro, pelo teste de disco difusdo em agar (TDD) e prova da redutase
adaptada (PRA), de patdgenos oriundos de vacas com mastite clinica (MC) e resultados de
tratamento. Foram coletadas 227 amostras de leite, de quartos mamarios de vacas com mastite
clinica no momento do diagnéstico da MC (PRE) e apds o fim do tratamento (POS. As vacas
foram tratadas com antimicrobianos intramamarios comerciais contendo: gentamicina (150
mg), cefoperazone (250 mg), espiramicina (200 mg) com neomicina (200 mg), cefalexina
(100 mg) com neomicina (100 mg), cloxacilina (200 mg) com ampicilina (75 mg) ou
cefquinoma (89 mg), segundo a frequéncia indicada pelos fabricantes. Dois protocolos de
tratamento foram realizados: protocolo 1 (P1), duracao de 3 dias, com os resultados avaliados
4 dias apos o fim do tratamento; protocolo 2 (P2), tratamento diario, no maximo por 9 dias,
até um dia apos o desaparecimento dos sinais clinicos, com os resultados avaliados 14 dias
ap6s o fim do tratamento. A susceptibilidade antimicrobiana das amostras PRE foi testada
pela PRA e dos agentes isolados, pelo TDD. A cura clinica (CC) foi definida quando o quarto
mamario nao apresentou sinais da MC, entre o fim do tratamento ¢ o momento da coleta da
amostra POS. A cura bacteriologica (CB) foi definida para o quarto mamario cuja amostra
POS resultou em auséncia de crescimento microbiano. A taxa de CC, no P1, foi maior para
casos da MC causados por patdgenos sensiveis (81%) quando comparados com casos
causados por patdgenos resistentes (30%), avaliados pela PRA. Nao houve diferenca
significativa entre as taxas de CC para casos da MC causados por patdogenos sensiveis ou
resistentes, quando avaliados pelo TDD no P1 ou pela PRA no P2. Uma maior taxa de CB foi
obtida para casos da MC causados por patogenos sensiveis (67%) quando comparados com
casos causados por patdgenos resistentes (0%), avaliados pela PRA no P2. As taxas de CB
nao foram significativamente diferentes para casos da MC causados por patdégenos sensiveis
ou resistentes, avaliados pelo TDD no P1 ou pela PRA no P1. A PRA apresentou acuracia e
sensibilidade semelhantes ao TDD no progndstico da CC e CB, entretanto apresentou
aproximadamente o dobro da especificidade do TDD em prever os resultados de tratamento.
A simplicidade do método e a rapida obtengao dos resultados foram vantagens importantes da
utilizacao da PRA sobre o TDD. Apesar da necessidade de mais estudos, a utilizagdo da PRA
na orientagdo do tratamento contra MC pode ser recomendada.

Palavras-chave: mastite, susceptibilidade antimicrobiana, prova da redutase, tratamento.



ABSTRACT

LIMA, Diego Medeiros. Adapted reductase test for determining antimicrobial
susceptibility and treatment outcomes in cows with clinical mastitis. 2014. 118 p. Thesis
(PhD in Veterinary Medicine, Clinical Science). Institute of Veterinary, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The objectives of the present study were to determine the association between results of in
vitro antimicrobial susceptibility testing, by means of disk diffusion test (DDT) and adapted
methylene blue reductase test (ART), of pathogens isolated from cows with clinical mastitis
(CM) and treatment outcomes. Milk samples (n = 227) were collected from the affected
quarters of cows at the onset of CM (PRE) and after the end of treatment (POST), according
to performed protocol. Cows were treated using an intramammary product containing:
gentamicin (150 mg), cefoperazone (250 mg), spiramycin (200 mg) and neomycin (200 mg),
cefalexin (100 mg) and neomycin (100 mg), cloxacillin (200 mg) and ampicillin (75 mg), or
cefquinome (89 mg), with frequency of treatment according to the manufacturer's
instructions. Two treatment protocols were perfomed: protocol 1 (P1), infusion for 3 days and
results assessed 4 days after the end of treatment; protocol 2 (P2), daily infusion up to 9 days
and results assessed 14 days after the end of treatment. PRE samples were tested for
antimicrobial susceptibility by means of ART and bacterial isolates from PRE samples by
means of DDT. Clinical cure was defined as absence of symptoms of CM, from any moment
between the last infusion and the day POST samples was collected. Bacteriological cure was
defined as absence of pathogens in the POST sample. Using P1, CC rate was greater for cases
caused by susceptible isolates (81%) as compared with cases caused by resistant isolates
(30%), tested by means of ART. CC rates were not significantly different for cases caused by
susceptible or resistant bacteria, neither when tested by means of DDT using P1, nor of ART
using P2. BC rate was greater for cases caused by susceptible isolates (67%) as compared
with cases caused by resistant isolates (0%), tested by means of ART using P2. BC rates were
not significantly different for cases caused by susceptible or resistant bacteria, neither when
tested by means of DDT using P1, nor of ART using P1. Although ART showed accuracy and
sensitivity similar to DDT as predictors of CC and BC, its specificity was approximately 2
times greater than DDT specificity to predict the treatment outcomes. The simplicity of the
method and the quick way the results were obtained were important advantages of PRA over
ADD. In spite of the need of further research, the use of PRA to guide intramammary mastitis
treatment may be recommended based on results of this study.

Key words: mastitis, antimicrobial susceptibility testing, treatment, methylene blue reductase
test
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1 INTRODUCAO

A mastite, definida como a inflamacdo da glandula mamaria, ¢ a doenga
economicamente mais importante em rebanhos leiteiros de todo o mundo. Caracteriza-se nao
somente pela reducao da capacidade secretora da glandula mamaria, mas também por
alteragdes na composicao e caracteristicas fisico-quimicas do leite. O risco da veiculacao de
microrganismos patogénicos e/ou suas toxinas, ¢ a possivel presenca de residuos de
antimicrobianos no leite devido ao tratamento, reforcam a importancia da mastite em saude
publica.

O diagnostico da mastite clinica (MC) ¢ simples, em fungdo das alteragdes
macroscopicas que acarreta na glandula mamaria e/ou no leite. Na mastite subclinica (MSC),
a forma mais prevalente, ndo sao observadas alteracdes no leite ou anormalidades na glandula
mamaria, sendo necessarios testes auxiliares para o seu diagnostico. O isolamento bacteriano
¢ o teste padrao ouro para diagnostico de mastite, que acompanhado do teste de
susceptibilidade in vitro compdem umas das ferramentas fundamentais na orientacdo do
tratamento, porém para muitos produtores tornam-se caros e demorados, sendo pouco
realizados em rebanhos com grande numero de animais infectados. Além disso, a relevancia
clinica dos testes de susceptibilidade in vitro tem sido questionada ndo sé pelo alto custo dos
exames € o tempo necessario para disponibilizacdo dos resultados, mas também pela baixa
associagdo entre os resultados nos testes e o sucesso no tratamento.

O leite, por sua riqueza em nutrientes, ¢ um excelente meio para o crescimento de
microrganismos e a multiplicagdo destes ¢ rapida, se a temperatura for adequada. O
crescimento de microrganismos no leite provoca o consumo de oxigénio e produciao de
substancias redutoras. Através de uma substancia indicadora, ¢ possivel avaliar a variagao do
potencial oxido-redutor. O azul de metileno (AM) ¢ um corante catiénico usado como
indicador desse potencial. Quando introduzido em um meio contento bactérias, o AM age
como aceptor de elétrons, € reduzido e torna-se incolor. A velocidade de redugao do corante ¢
proporcional a carga microbiana e atividade metabolica dos microrganismos.

A prova da redutase (PR) permite estimar, de forma simples e rapida, a qualidade
bacteriologica do leite em fung¢dao da taxa metabdlica dos microrganismos que produzem
substancias redutoras. O resultado ¢ dado em horas e ndo pelo nimero de bactérias, embora

haja uma correlacdo entre o tempo de reducao e o numero de bactérias da amostra.



Pressupondo que antimicrobianos adicionados ao leite possam limitar ou impedir o
crescimento das bactérias sensiveis, resultando assim, em maior tempo de reducao do corante,
foi proposta a adaptacao da PR para avaliar a susceptibilidade in vitro de bactérias associadas
a MC e MSC, obtendo-se uma alta concordancia (88,2%) entre os resultados avaliados pela
PRA e pelo antibiograma.

Com base nesses resultados, no presente estudo objetivou-se: 1) identificar os
principais agentes etiologicos envolvidos, e o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das
bactérias isoladas de casos de MC em rebanhos leiteiros no Municipio de Resende — Rio de
Janeiro; 2) avaliar a eficacia do tratamento da MC mediante associagdo entre os resultados de
susceptibilidade antimicrobiana in vitro, avaliada pelo teste de disco difusdo em agar (TDD) e

PRA, de patogenos oriundos de vacas com MC.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite

2.1.1 Importancia

A mastite considerada uma das doengas infecciosas mais frequentes em gado de leite ¢
a principal causa do uso de antimicrobianos em vacas leiteiras adultas (POL; RUEGG,
2007a), apresentando implicagdes em saude publica, devido a possibilidade da presenca de
residuos desses antimicrobianos no leite (ALLISON, 1995).

As perdas na produgdo de leite atribuidas as mastites sao elevadas e variam de acordo
a intensidade do processo inflamatorio, com a prevaléncia da doenga no rebanho, com a
patogenicidade dos agentes envolvidos e com o estagio de lactagdo (BRANT; FIGUEIREDO,
1994). Especialmente, quando uma porcentagem significativa do rebanho ¢ acometida, as
perdas de producdo podem ser drasticas (REBHUN, 2000), com redugdo da producao em até
50%, além da reducdo na vida produtiva do animal (LADEIRA, 2007).

Estudos apontam diferentes valores para a prevaléncia da MC em rebanhos no Brasil:
7,4% em Sao Paulo (BUENO et al., 2002); 5,8% em Mato Grosso (MARTINS et al., 2010) e
Pernambuco (SA et al., 2000); 4,6% no Pard (OLIVEIRA et al, 2011); 1,2% no Rio Grande
do Sul (RIBEIRO et al., 2006). Os prejuizos estimados sao de 2,8 bilhdes de litros de leite/ano
(FONSECA; SANTOS, 2000).

Impactos econdmicos anuais de aproximadamente R$ 73.000, 160.000, e 278.000 para
propriedades apresentando médias anuais de 1, 7 e 15% de prevaléncia da doenga,
respectivamente, foram quantificados e analisados no Brasil. As diferencas foram resultantes
do maior volume de leite descartado e aumento da quantidade de casos clinicos tratados, que
aumentaram os gastos com mao-de-obra e medicamentos, além da reducdo da produgao
(LOPES et al., 2012). A possibilidade de recorréncia da doenga pds-tratamento, e descarte ou
morte do animal sdo outros fatores que influenciam as perdas econdmicas (PINZON-
SANCHEZ; RUEGG, 2011).

A mastite, de qualquer forma, provoca a reducdo da capacidade secretora da glandula
mamaria e alteracdes na composi¢cdo e caracteristicas fisico-quimicas do leite (HARDING,

1995; TRONCO, 2003). Além disso, o risco de veiculagdo de microrganismos patogénicos
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e/ou suas toxinas através do leite reforgam a importancia das mastites e suas implicagdes em
saude publica (FORSYTHE, 2002).

A forma subclinica em geral ¢ a mais prejudicial pela elevada prevaléncia nos
rebanhos e por nao ser evidenciada facilmente, havendo a necessidade de métodos especificos
de diagnoéstico (BRITO; BRITO, 1998a; MARTINS et al., 2010).

Durante a evolugcdo da mastite ha um influxo maior de células de defesa para a
glandula mamaria (NICKERSON, 1994). Estas células estdo normalmente presentes no leite
de uberes sadios em numero reduzido (entre 50 e 200 mil céls./mL). Na dependéncia da
severidade e extensdo da infec¢dao intramamaria e, do tipo de microrganismo envolvido, as
CCS podem variar de 200 a 5.000 x 10’ céls./mL de leite (KITCHEN, 1981).

O aumento da CCS e as alteragdes na composi¢ao do leite estdo diretamente
relacionadas a superficie do tecido mamario afetado pela reagdo inflamatéria. Portanto, existe
uma correlagdo negativa entre a CCS e as concentracdes de lactose, caseina e gordura no leite,
e positiva entre CCS e proteinas séricas, soroalbuminas, imunoglobulinas, cloro e sédio

(SCHALLIBAUM, 2001).
2.1.2 Definicio e formas

O termo mastite refere-se a inflamagdo da glandula mamaria, geralmente de carater
infeccioso. Caracteriza-se por alteracdes fisicas e quimicas no leite, e por alteragdes do tecido
glandular (RADOSTITS et al., 2002), podendo ser classificada como clinica ou subclinica,
segundo os sintomas apresentados, € como superaguda, aguda, subaguda ou crénica em
decorréncia da sua evolugao (PHILPOT; NICKERSON, 2002).

A MC manifesta-se por sinais evidentes como edema, hipertermia, endurecimento e/ou
hiperalgesia na glandula mamaria, além da alteragdo das caracteristicas do leite e pode ou ndo
estar acompanhada de reagdes sist€émicas, como perda de apetite, apatia e as vezes, podendo
evoluir para o 6bito da vaca (ROSENBERGER, 1993). O leite pode estar aquoso, contendo
grumos além de fibrina, soro, sangue e¢ pus (FONSECA; SANTOS, 2000).

Apo6s um caso de MC, a produgdo de leite sofre queda, sendo que as maiores perdas
ocorrerem dentro das duas semanas seguintes e gradualmente se equilibra dentro de dois
meses. No entanto, vacas que apresentam MC ndo conseguem recuperar o seu potencial de

producao anterior (BAR et al., 2007).



A forma clinica também pode ser classificada de acordo com a severidade dos sinais
clinicos como leve (apenas leite com aparéncia anormal), moderada (leite e quarto mamario
com aparéncias anormais) ou severa (sinais sist€émicos da doenga na vaca) (WENZ et al.,
2001).

As formas superaguda e aguda manifestam-se por sinais locais de inflamagao de
aparecimento repentino, mudangas no aspecto do leite e diminui¢do da producao leiteira, além
de sinais sistémicos como aumento da temperatura retal, prostragao e desidratagdao, podendo
ocorrer choque e morte (DODD, 1983; MARQUES, 2003).

Na forma subaguda os sinais incluem poucas alteragdes no leite. O quarto afetado
pode ficar levemente inflamado e sensivel ao toque. Os casos de longa duracao que podem se
estabelecer em decorréncia das formas clinicas ou pode iniciar-se com uma infecgdo
subclinica caracterizam a mastite cronica (PHILPOT; NICKERSON, 2002).

Na forma subclinica ndo se observam alteragdes macroscopicas no leite e nao ha sinais
visiveis de inflamacao do ubere (CULLOR et al., 1994), sendo necessaria a utilizacdo de
testes auxiliares para seu diagnostico (MARGATHO et al., 1998). Fonseca e Santos (2000)
destacaram como alteracdes na composi¢ao do leite decorrentes da mastite: o aumento da
CCS, dos teores de cloreto, sédio e proteinas séricas e, diminuicao dos teores de caseina,
lactose e gordura.

Outra forma de classificagao de grande interesse clinico e epidemiologico diz respeito
aos locais onde os agentes estdo, preferencialmente, localizados e podem ser isolados, a sua
forma de transmissdao e o tipo de infec¢do que provocam como: contagiosa € ambiental
(PHILPOT; NICKERSON, 1991; BRITO; BRITO, 1998b; FONSECA; SANTOS, 2000).

A mastite contagiosa ¢ causada por patogenos cujo principal habitat ¢ a superficie da
pele e tetos onde podem permanecer desde semanas a anos, sendo transferidos de um animal
para outro principalmente através dos equipamentos de ordenha, das maos dos ordenhadores e
dos materiais utilizados na secagem dos tetos (PHILPOT; NICKERSON, 2002). Tem sido
estudada a participagdo de moscas como agentes transmissores da mastite contagiosa
(HACHEM, 2005).

A mastite contagiosa caracteriza-se por baixa incidéncia de casos clinicos, alta
incidéncia de casos subclinicos, geralmente de longa duracdo ou cronica, apresentando alta
CCS (FONSECA; SANTOS, 2000). Ribeiro et al. (2004) observaram na mastite contagiosa a

prevaléncia de 97,1% de casos subclinicos frente a 2,9% de casos clinicos.



A mastite ambiental caracteriza-se pela alta incidéncia de casos clinicos, geralmente
de curta duracdo e manifestacdo leve, causando consideraveis prejuizos econOmicos ao
sistema de producao, que dependendo da intensidade do quadro clinico pode resultar na morte
da vaca (FONSECA; SANTOS, 2000; WENZ et al., 2001).

Diversos agentes que habitam preferencialmente o ambiente das vacas leiteiras e as
maos dos ordenhadores (BRITO; BRITO, 1998b) sao importantes na epidemiologia da
mastite ambiental. Os tetos sdo expostos a infec¢cdo principalmente no intervalo entre as
ordenhas (PHILPOT; NICKERSON, 2002).

O confinamento predispde a ocorréncia da mastite ambiental quando ha aumento de
umidade e acimulo de matéria organica (HACHEM, 2005). Visto que os patogenos estdo
disseminados por todo o ambiente da vaca, deduz-se que € praticamente impossivel erradicar
esse tipo de mastite do rebanho (SMITH; HOGAN, 1998) e todas as categorias de animais
estao sob risco (PHILPOT; NICKERSON, 2002).

2.1.3 Etiologia bacteriana

A etiologia da mastite ¢ complexa e a doenca pode ser relacionada as causas alérgicas,
fisiologicas, metabolicas e traumaticas, sendo mais comum a de origem infecciosa. Varios sao
os agentes infecciosos da mastite bovina, sendo citadas na literatura acima de 130 espécies de
microrganismos envolvidos (RIBEIRO et al., 2003), incluindo bactérias, fungos, leveduras,
algas e virus (WATTS, 1998).

Apesar de diferentes agentes possiveis, no Brasil a etiologia bacteriana assume um
lugar de destaque na epidemiologia do processo infeccioso, com predominadncia de
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis, estafilococos
coagulase negativa (ECN), Streptococcus dysgalactiae € Escherichia coli (OLIVEIRA et al.,
2009; MARTINS et al., 2010; LANGONI et al., 2011). O esfincter do teto comumente ¢ a
porta de entrada dos agentes ao interior da glandula.

As principais bactérias causadoras de mastites possuem comportamentos distintos
quanto ao habitat, forma de colonizagdo do ubere, potencial de infeccdo e reagdes do

hospedeiro (FERNANDES, 2006).



Mastites ocasionadas por Staphylococcus spp. t€m sido relatadas em todo o mundo,
sendo esse género dividido em estafilococos coagulase positiva e ECN, segundo sua
habilidade em coagular o plasma (PYORALA; TAPONEN, 2009).

No Brasil, o S. aureus destaca-se pela importincia como uns dos principais
microrganismos causadores da MSC (MARTINS et al., 2010; LANGONI et al., 2011; MOTA
et al, 2012). Esta espécie ¢ conhecida por promover infecgdes de longa duracdo, com
tendéncia a se tornarem cronicas, com baixa taxa de cura e chances de recorréncia (WILSON
etal., 1999; LAGO et al., 2011).

A capacidade de formar focos infecciosos encapsulados nas porcoes altas do ubere,
evita a deteccao da bactéria pelo sistema imune e impede o alcance do antimicrobiano. Além
disso, a bactéria pode evadir-se da acdo do antimicrobiano permanecendo no interior de
neutréfilos, o que contribui para a baixa resposta aos tratamentos e habilidade de estabelecer
infeccdes cronicas (BANNERMAN et al. 2004; PETERSSON-WOLFE et al., 2010). Além da
alta prevaléncia nos rebanhos, o S. aureus apresenta resisténcia a diversos antibidticos
(ZANETTE et al., 2010).

A relevancia do S. aureus foi destacada pela longa duracdo da infeccdo causada por
esta bactéria, podendo levar o curso da doenca a cronicidade, de dificil tratamento,
comprometimento da qualidade do leite e reducao da producdo de leite (BANDOCH; MELO,
2011).

Existe uma série de fatores que influenciam a taxa de cura para vacas infectadas por S.
aureus. Em geral, o tratamento pode ser bem sucedido quando as infec¢des sdo de curta
duragdo (menos de duas semanas) (OWENS et al., 1997), em vacas jovens e no inicio da
lactagdo. Além disso, o uso da terapia intramamaria prolongada foi associado ao aumento na
taxa de cura (DELUYKER et al., 2001, RUEGG; ARAUJO, 2002; BARKEMA et al., 2006).

Os ECN tém como habitat a pele do teto, podendo algumas espécies colonizar o canal
do teto (BIGGS, 2009). Staphylococcus epidermidis, S. chromogenes e S. simulans sao
encontrados com alta frequéncia no leite (THORBERG, 2008). O isolamento de ECN em uma
amostra de leite, nem sempre significa que estes sejam responsaveis pela infec¢ao, podendo
haver contaminacdo da amostra com microrganismos que se encontram na pele dos tetos e do
ubere (BIGGS, 2009).

As infecgdes causadas pelos ECN sdao de baixa patogenicidade e geralmente

desenvolvem pequeno aumento da CCS (BIGGS, 2009). Sdo patégenos comuns em casos
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clinicos e subclinicos (COSTA et al., 1995) e tanto a taxa de cura espontanea quanto a
resposta ao tratamento intramamario apresentam respostas positivas (WILSON et al., 1999).

O género Streptococcus possui diversas espécies patogénicas causadoras da MC e
subclinica em vacas (MEDEIROS; SOUZA, 2009, LANGONI et al., 2011; PINZON-
SANCHEZ; RUEGG, 2011).

O Streptococcus agalactiae ¢ a principal espécie envolvida em plantéis leiteiros em
que nao ha um programa eficiente de controle de mastite e sanidade (HIRSH; ZEE, 2003).

A infeccao por S. agalactiae frequentemente se apresenta na forma subclinica com
baixa taxa de cura espontanea (WILSON et al., 1997) e altas CCS (FONSECA; MACHADO,
1994), além do elevado nimero de bactérias no leite (SANTOS; FONSECA, 2007).

A transmissao normalmente ocorre pela falta de higiene dos manipuladores, ambiente
e equipamentos (RADOSTITS et al., 2002). S. agalactiae nao sobrevive fora do Ubere e de
lesdes nos tetos por mais de trés semanas e podem ser isolados das maos de ordenhadores até
dez dias apdés a ordenha (FERNANDES, 2006). Vacas com mastite por S. agalactiae
desempenham o papel de reservatorio da bactéria no rebanho e a ordenha ¢ considerada o
momento de maior transmissao da bactéria.

Em uma comparacdo entre a eficacia do tratamento com antimicrobianos, vacas
infectadas por S. agalactiae, apresentaram maior taxa de cura comparada com vacas
infectadas por outros patdégenos (WILSON et al., 1999). Assim, quando o diagnostico €
precoce sdo raros os casos de perda do quarto afetado, devido a boa resposta ao tratamento
antimicrobiano intramamario durante a lactagdo (FONSECA, 1996).

Devido ao estreito habitat e a alta taxa de cura através do tratamento intramamario, o
S. agalactiae ¢ possivel de ser erradicado do rebanho (SANTOS; FONSECA, 2007). O
programa de controle ¢ baseado em cultura microbioldgica e tratamento intramamario de
todos os quartos infectados. Vacas ndo responsivas devem ser separadas do rebanho ou
descartadas. Em um estudo com 12 rebanhos positivos para S. agalactiae, apds 30 dias de
controle do patégeno, a prevaléncia média de infec¢do teve uma reducdo de 41,6% para 9,3%
(ERSKINE; EBERHART, 1990).

Mycoplasma spp. até pouco tempo era considerado o agente contagioso menos comum
em mastite bovina, no entanto, tem sido bastante isolado em fazendas de grandes dimensdes
no Estados Unidos, estando associado a aquisicdo de animais infectados e falhas no manejo

de segregagao e descarte dos animais infectados dentro do rebanho (LOMBARD et al., 2008).
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No Brasil, a mastite por micoplasma foi identificada em rebanhos do Parana e Sao Paulo em
5,8% dos animais com MC (PRETTO et al., 2001). As infeccdes podem se apresentar na
forma clinica, subclinica (GONZALEZ, 2006) ou cronica e sem a presenca de sinais clinicos
(RADOSTITS et al., 2002), podendo afetar vacas de todas as idades e em qualquer fase da
lactacdo estdo susceptiveis a infecgdo (GONZALEZ; WILSON, 2003).

Pelo fato do Mycoplasma spp. ndo ser detectado em culturas microbiologicas de
rotina, pode-se suspeitar desse agente quando a produ¢ao diminui bruscamente e as culturas
microbiologicas de casos de mastites clinicas sio negativas (LEVESQUE, 2004). O
tratamento ¢ dificil uma vez que poucos antibiodticos sao eficazes (BLOWEY, 1999). Apesar
de algumas vacas recuperarem a producdo na lactagdo seguinte muitas permanecem como
portadores assintomaticos (GONZALEZ; WILSON, 2003). Se o agente for detectado no leite
do tanque todas as vacas do rebanho devem ser examinadas, sendo aconselhdvel o descarte
das vacas infectadas de modo a erradicar este agente do rebanho (LEVESQUE, 2004).

O Corynebacterium bovis, frequentemente isolado em casos de mastite, ¢ um agente
contagioso de severidade moderada (LEVESQUE, 2004) e tem como habitat, o canal do teto
(BIGGS, 2009). E um dos agentes mais prevalentes nos casos de infec¢io subclinica
(HUXLEY et al., 2003), sendo associado ao significante aumento na CCS, e também citado
como um dos principais microrganismos associados a MC no Brasil (MARTINS et al., 2010).
Além disso, o C. bovis pode ter algum efeito de protecao contra outras bactérias (BLAGITZ
etal, 2013).

No agar sangue, as colonias de C. bovis apresentam-se pequenas (pulverulentas) e
geralmente crescendo em 48 horas. Por isso, quando existe um crescimento significativo de
outros agentes na mesma placa, facilmente esta bactéria pode ndo ser observada (BIGGS,
2009).

O aumento na prevaléncia de infecgdes intramamarias por C. bovis em uma
propriedade tem sido considerado como um indicativo da auséncia ou ineficiéncia da
antissepsia dos tetos apos a ordenha (HALTIA et al., 2006). Medidas preventivas, como uma
eficiente desinfeccao dos tetos e o correto tratamento das vacas no periodo seco, normalmente
sdo suficientes para controlar infecgéo por este agente (LEVESQUE, 2004).

As infecgdes causadas por estreptococos nao agalactiae tém natureza variada devido as
distintas caracteristicas dos agentes pertencentes a esse grupo. Essas bactérias sao definidas

como estreptococos ambientais, sendo os S. uberis, S. bovis e S. dysgalactiae isolados mais
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frequentemente de quartos mamarios com mastite (MEDEIROS; SOUZA, 2009, LANGONI
et al., 2011). Também sao isolados frequentemente de lesdes da pele do ubere, podendo
também ser menos incidentes na pele sadia, sendo, geralmente, isolados do ambiente em que
as vacas se encontram (ZADOKS et al., 2005; ABUREEMA et al., 2014). Podem sobreviver
fora da glandula mamaria, em ordenhadeiras mal higienizadas e pelos dos animais. A
transmissdo ¢ principalmente de origem ambiental, porém em alguns casos, ¢ possivel a
transmissao vaca-vaca ou através de uma fonte ambiental comum (ABUREEMA et al., 2014).

Diferentes linhagens de S. uberis apresentam nao somente padrdo epidemioldgico
ambiental, como também padrdo contagioso. O S. dysgalactiae também exibe padrdes
alternados sobre a fonte de infeccao (SANTOS; FONSECA, 2007).

A taxa de cura espontanea para MC causada por estreptococos ambientais (geralmente
S. uberis e S. dysgalactiae) pode ultrapassar 50%, mas recidivas podem ocorrer se as vacas
nao receberem a terapia com antibidtico apropriado (MORIN et al, 1998). Estudos recentes
apresentaram taxa de cura bacteriologica entre 49 e 61% dos casos clinicos tratados (MILNE
et al., 2005; PINZON-SANCHEZ; RUEGG, 2011).

Aproximadamente 50% das infeccdes causadas por estreptococos ambientais sdo
iniciadas durante o periodo de vaca seca (TODHUNTER et al., 1995) e seu isolamento indica
falha no processo de ordenha, seja ela manual ou mecanica (GONCALVES, 2006). Por isso, a
atencao para as possiveis fontes ambientais de infecc¢ao, boa higiene de ordenha e tratamento
intramamario adequando permanecem como importantes medidas para o controle da
transmissao dos estreptococos ambientais (ABUREEMA et al., 2014).

Os principais coliformes causadores de mastites sao Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Serratia spp. e Enterobacter spp. (BLOWEY, 1999). Sao as bactérias Gram negativas mais
frequentemente incriminadas como causadoras de mastites ambientais. Esses agentes tém
origem no trato intestinal dos animais e podem ser encontrados nas fezes que contaminam as
camas, o solo e a 4gua (LEVESQUE, 2004).

A E. coli ¢ considerada o agente ambiental mais prevalente nas mastites, resultando
em apari¢des nao sazonais (HIRSH; ZEE, 2003), especialmente quando o ambiente apresenta
ma ventilacao e superlotacao (BIGGS, 2009).

Os sinais sistétmicos que ocorrem nas mastites clinicas por E. coli devem-se
essencialmente aos lipopolissacarideos da parede, também chamados de endotoxinas, que sdo

liberadas quando o sistema imune destrdi as bactérias invasoras. As endotoxinas provocam
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alteragdes na permeabilidade vascular e consequente aumento de células somaticas na
glandula mamaria e no leite, resultando em edema, depressao, toxemia e outros sinais tipicos
(de endotoxemia) de mastite aguda ou hiperaguda (RIBEIRO et al., 2008), podendo ser fatal
(BIGGS, 2009).

A Klebsiella spp. pertence a familia Enterobacteriaceac (HENTON, 2004). As
espécies identificadas no leite sdo Klebsiella pneumoniae ¢ K. oxytoca (ZADOKS; MUNOZ,
2007). K. pneumoniae tem sido reportada em diferentes paises como causa de surtos de
mastites clinicas, principalmente nas duas primeiras semanas de lactagao, promovendo
alteragdes semelhantes as causadas por E. coli (RIBEIRO et al., 2008).

Este agente geralmente esta presente na cama de serragem, em locais imidos e quentes
(BLOWEY, 1999), podendo estar presente na comida, na dgua e na pele dos membros e dos
tetos da vaca (ZADOKS et al, 2008a), sendo associada a contaminagao fecal (ZADOKS et al.,
2008b). Munoz et al (2006) observaram que mais de 80% das amostras fecais eram positivas
para Klebsiella spp.

Das espécies de Serratia causadoras da mastite, S. marcescens tem sido a mais
prevalente (TODHUNTER et al., 1991). Esta bactéria Gram negativa tem sido isolada da
agua, solo, comida, cama (YU, 1979) e da solu¢ao contaminada usada para desinfec¢ao dos
tetos (VAN DAME, 1982). Vacas com mastite causada por Serratia spp. tipicamente
apresentam sintomas clinicos leves e na forma subclinica, com tendéncia a se tornarem
cronicas (TODHUNTER et al., 1991). Uma preocupagdo associada as mastites causadas por
esta bactéria ¢ o fato de terem demonstrado ser resistentes a um grande numero de
antibioticos (VAN DAME, 1982). No entanto, ¢ frequente ocorrer a eliminacao espontanea do
agente (TODHUNTER et al., 1991).

O uso de antimicrobianos no tratamento de vacas com mastite leve ou moderada por
coliformes tem sido questionado pela elevada taxa de cura espontanea e baixa eficacia de
antimicrobianos contra bactérias Gram negativas (PYORALA; PYORALA, 1998). No
entanto, um estudo indicou resultados clinicos mais favoraveis para vacas com MC grave por
coliformes que receberam ceftiofur, por via intramuscular, em comparagdo com vacas que
receberam apenas a terapia de suporte (ERSKINE et al., 2002).

Pseudomonas spp. sdo bactérias ndo fermentadoras de lactose que causam mastites
clinicas severas ou cronicas (BIGGS, 2009). Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas

aeruginosa sao as espécies mais isoladas (NAM et al., 2009), sendo responsaveis por menos
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de 1% das infeccdes intramamarias (KAWALI et al., 2008). A maioria dos casos evolui em
dias ou semanas, ocorrendo frequentemente recidivas. E um dos agentes em que se tém
verificado um aumento das multirresisténcias, o que dificulta o tratamento (GEORGE et al.,
2008). Esta fortemente associado a contaminagdo da dgua utilizada na lavagem dos tetos e da
maquina de ordenha (KAWALI et al., 2008).

A Trueperella pyogenes, recentemente reclassificada a partir do Arcanobacterium
pvogenes (YASSIN et al., 2011), ¢ uma bactéria conhecida por causar infeccdes mamarias
caracterizadas por processos purulentos de dificil tratamento. A mastite por 7. pyogenes
geralmente caracteriza-se por dor, edema, formacao de nodulos e abscessos isolados ou
multiplos, e leite com aspecto denso, purulento e odor desagradavel. Ocasionalmente sao
observados agalaxia e sinais sist€émicos, como febre, e anorexia (COSTA et al., 2000). A
infeccdo mamaria ¢ frequente em locais com excesso de umidade, acimulo de sujidades e
matéria organica, particularmente no ambiente da pré e pos-ordenha (DOMINGUES et al.,
2008), caracterizando o microrganismo como agente ambiental (RADOSTITS et al., 2007).
Em muitos casos, os tratamentos com antimicrobianos nao sdo efetivos, apresentando

prognostico ruim (HOGAN et al., 1999).

2.1.4 Diagnostico

O diagnostico de MC ¢ simples em fungdo das alteragdes macroscopicas que acarreta
na glandula mamaria e no leite. Entretanto mastites subclinicas ndo sao diagnosticadas pelos
métodos rotineiros de exame clinico (inspecao, palpagao e alteracdes do leite) (RADOSTITS
et al., 2002), havendo a necessidade do uso de diferentes métodos para o seu diagndstico
(QUINN et al., 1994; SANTOS; FONSECA, 2007).

O teste da caneca de fundo escuro que consiste na eliminacdo dos primeiros jatos de
leite em uma caneca ou coador com fundo escuro ¢ um dos métodos mais indicados e
utilizados para diagnostico da MC. Ele permite a deteccdo do leite clinicamente anormal pela
presenca de alteragdes como grumos, coagulos, pus, sangue e aparéncia aquosa
(MARGATHO et al., 1998).

Alteragdes fisicas tais como dor, rubor, edema e presenca de noédulos no ubere sao

importantes sinais que podem ser encontrados em casos da MC através da palpagdo e
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inspecao visual (SANTOS; FONSECA, 2007). Em casos severos ¢ observada a presenca de
sinais sistémicos como depressdo, anorexia, desidratacdo, ou febre (OLIVEIRA et al., 2013).

O aumento na CCS ¢ a principal caracteristica utilizada para o diagnostico da MSC.
Testes como contagem microscopica direta em laminas (PILLA et al.,, 2012), California
Mastitis Test (CMT), Wisconsin Mastitis Test (WMT) (SANTOS; FONSECA, 2007) e
contagem eletronica tém sido empregados para avaliar a quantidade de células somaticas do
leite (OLIVEIRA et al., 2013). Dentre estes destacam-se o CMT, pela ampla utilizagdo e
praticidade, e a contagem eletronica pela precisao da técnica.

Cé¢lulas somaticas sdo todas as células presentes no leite, incluindo os leucocitos
mobilizados da corrente sanguinea para o tecido mamario diante de alteragdes na
permeabilidade capilar e células de descamagao do epitélio glandular (HARMON, 1994).

Em animais livres de infeccdo hd um pequeno numero de células somaticas no leite,
com contagens de 50 a 200 mil céls./mL (KITCHEN, 1981; PAAPE et al., 2000). A
ocorréncia de infeccao provoca a liberagao de substancias quimicas, que induz a migragao de
células do sangue para o interior da glandula, com a finalidade de combater os agentes
patogénicos. Na presenca de inflamagao sdo comuns contagens acima de 500 mil céls./mL de
leite (PHILPOT; NICKERSON, 1991), predominando neutrofilos, seguidos por macréfagos e
linfécitos, sem alteracao no niimero de células epiteliais (PAAPE et al., 2000).

A CCS no leite pode ser influenciada por fatores como época do ano, raca, estagio de
lactagdo, producao, numero de lactagdes, estresse, nutricdo, clima e doencas intercorrentes,
mas especialmente pela presenca de infecgdes intramamarias, sendo um indicador bastante
confiavel de satide da glandula mamaria (OSTRENSKY, 1999; VIANA, 2000).

A contagem eletronica de células somaticas no leite ¢ um método amplamente usado
para o diagnostico da MSC em regides de pecudria leiteira desenvolvida e o parametro mais
empregado para avaliacdo da qualidade do leite, fazendo parte do conjunto de atributos
essenciais para aceitacao do leite pela industria (BRASIL, 2002).

A CCS no leite de animais individuais ou do tanque ¢ uma ferramenta valiosa como
indicador de saude da glandula mamaria de vacas individualmente, sendo usada para estimar a
proporcao de quartos mamarios ¢ de animais infectados no rebanho (COOK et al., 2002), na
estimativa das perdas de produgdo (MULLER, 2002).

O CMT ¢ realizado mediante coleta de uma amostra de 2 mL de leite acondicionada

em uma bandeja propria sendo em seguida adicionado, na mesma propor¢ao, um detergente
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anionico (alquil-lauril sulfato de s6dio) (ALMEIDA et al., 2005). Apds homogeneizagdo, a
interpretagdo da infeccdo baseia-se na observacdo visual da reagdo que se processa entre o
reagente ¢ o material genético das células somaticas, formando um gel, cuja textura ¢
proporcional ao nimero de células somaticas presentes no leite. O resultado ¢ dado como
negativo (-), suspeito (tracos), fracamente positivo (+), positivo (++) e fortemente positivo
(+++) (SCHALM; NOORLANDER 1957).

O CMT ¢ um dos testes mais usados mundialmente para o diagnostico da MSC, tendo
a vantagem de poder ser empregado no momento da ordenha (SANTOS; FONSECA, 2007).
A correlagdo positiva e significativa entre a CCS e o CMT tem sido relatada (JORGE et al.,
2005; REYES et al., 2005), permitindo fazer uma correspondéncia aproximada do escore ao

CMT e valores da CCS (RUEGG, 2003) (Quadro 01).

Quadro 01: Interpretacdo de resultados obtidos ao California Mastitis Test (CMT) e

estimativa da contagem de células somaticas (CCS) no leite.

Escore no CMT Interpretacio CCS (céls./mL)
. A mistura mantém-se liquida, sem evidéncia de 0-200.000

Negativo C e
precipitagao.
Precipitado ligeiro que desaparece com o 200.000 — 500.000

Tracos . ,
movimento continuo.

1) Formacao de precipitado, mas nenhuma 400.000 — 1.500.000
tendéncia a formagao de gel.

2 (+4) A mistura engrossa imediatamente € move-se 800.000 — 5.000.000
em direcao do centro.

3 (++4) Formacao grossa de gel e a superficie torna-se >5.000.000

convexa no centro.

Adaptado de Ruegg (2003).

O uso do CMT como instrumento de diagnostico da MSC tem sido questionado por
ser subjetivo (MARTIN et al., 1994, CASURA et al., 1995), com possibilidade de produzir
resultados falso-positivos ou falso-negativos (MARTIN et al., 1994; RIBEIRO et al., 2003).
Contudo, diferentes estudos (DELLA LIBERA et al.,, 2001, SARGEANT et al., 2001;
BARBOSA et al., 2002; DELLA LIBERA et al., 2009) atestam a sensibilidade do CMT em
identificar quartos mamarios com MSC ou sadios quando o resultado ¢ interpretado como

negativo ou positivo (qualquer reagao positiva).
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O CMT apresenta-se como um importante instrumento na avaliagdo de quartos
mamarios individuais pela sua praticidade, baixo custo e vantagem em fornecer resultados
imediatos, mesmo em regioes onde os métodos automatizados estdo disponiveis (CASURA et
al., 1995, ENEVOLDSEN et al., 1995), além da possibilidade de identificar animais sob risco,
selecionar amostras para exame laboratorial e servir de base para a implantagdo de linha de
ordenha (PHILPOT; NICKERSON 1991).

Alteragdes da composi¢ao fisico quimica do leite, como pH, condutividade elétrica e
teor de cloretos, podem auxiliar no diagnostico da mastite, porém tem aplicagdo limitada
comparando-se com métodos baseados na CCS (MARQUES, 2003).

A cultura bacteriana geralmente ¢ feita em vacas selecionadas a partir da CCS ou de
casos clinicos. A cultura de leite individual ¢ utilizada na identificagdo das espécies
bacterianas envolvidas no processo infeccioso (OLIVEIRA et al., 2013).

O i1solamento bacteriano além de util para confirmar o diagnostico clinico pode indicar
medidas especificas de controle e manejo (BRITO et al., 1999) com o objetivo de reduzir a
exposicao aos patdgenos, prevenir danos ao ubere e resultar na utilizagdo racional da terapia
antimicrobiana (DODD, 1983).

O isolamento bacteriologico ¢ decisivo, porém apresenta limitagdes devido a exigéncia
de exames laboratoriais, tempo requerido para a cultura e custos. Adicionalmente, os testes
bacterioldgicos ndo sdo totalmente confiaveis (MCDOUGALL et al., 2001; PYORALLA,
2003). A ocorréncia da mastite pode ndo ser acompanhada pelo isolamento do agente
etiologico por varias razdes: em casos em que a infecgdo ja foi eliminada ou a bactéria ainda
nao estd sendo eliminada (eliminagdo intermitente) e o agente nao ¢ identificado pelos exames
laboratoriais de rotina, como o Mycoplasma spp. (PHILPOT; NICKERSON, 2002); algumas
enzimas e proteinas lacteas (lisozima e lactoferrina) podem dificultar a detec¢dao do patogeno
e a infeccao pode ser suportada por endotoxinas bacterianas e compostos bioativos liberados
pelas células inflamatérias que podem prejudicar a sobrevivéncia bacteriana (MCDOUGALL
etal., 2001; RUEGG; REINEMANN, 2002; PYORALLA, 2003).

Viérias simplificacdes como a utilizagdo de meios de cultura especiais e a criagdo de
esquemas de identificagdo presuntiva vém sendo estudadas (FIGUEIREDO, 1995).

Existe uma grande discussdo em torno do emprego do diagnostico laboratorial de
mastites na rotina de granjas leiteiras, principalmente no que se refere ao alto custo do exame

e a urgéncia na escolha da consulta terapéutica. O longo tempo entre o envio da amostra e
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obten¢do dos resultados de isolamento e susceptibilidade dificulta a decisdo no tratamento
pelo produtor. Neste periodo, dependendo da evolucao do quadro clinico, podera ocorrer

comprometimento irreversivel da glandula maméria (FERNANDES, 2006).

2.1.5 Tratamento

O diagnostico precoce e o tratamento adequado podem restabelecer a producao de leite
do quarto mamadario na mesma lactacdo, com aumento significativo da producdo das tetas
tratadas (DOMINGUES, 1993). No entanto, em alguns casos, MC continua a ser uma doenga
cujo tratamento pode ser frustrante. Algumas vacas morrem, perdem a funcionalidade do
quarto afetado ou retornam a lactagdo com producao reduzida, apesar do tratamento agressivo
e caro. Outras vacas apresentam recorréncias de MC apodés o tratamento ou CCS
persistentemente elevadas (MORIN, 2004).

Um importante objetivo dos programas de controle de mastites ¢ encurtar a duragao da
infecgdo. Diversos estudos tém sido realizados sobre o tratamento das mastites subclinicas
durante a lactagdo, que embora possa apresentar altas taxas de cura bacteriologica (REIS et
al., 2003; OLIVER et al., 2004), ndo apresentam resultados significativos para aumento de
producao ou beneficios economicos (ZAFALON et al., 2007).

A terapia antimicrobiana visa auxiliar as defesas do hospedeiro na eliminagdo dos
patogenos (ERSKINE et al., 1993). A administragcdo intramamaria de antimicrobianos ¢ a via
mais frequentemente utilizada no tratamento contra mastite (POL; RUEGG, 2007a).

A superioridade do tratamento sist€émico sobre o tratamento intramamario nunca foi
comprovada em ensaios clinicos comparativos. No entanto, ha evidéncias de que o tratamento
sist€émico pode ser mais eficiente em mastites causadas por S. aureus (DELUYKER et
al.1999; KNIGHT et al.2000; TAPONEN et al., 2003).

A 1identificacdo do patogeno causador da mastite ¢ essencial para a adequada selegao
da terapia antimicrobiana a ser instituida (ERSKINE et al., 2003). Outro fator importante para
o sucesso da terapia € o conhecimento do perfil de susceptibilidade dos patdgenos
determinado por meio de testes de susceptibilidade in vitro (GENTILINI et al., 2002). No
entanto, no caso especifico de mastite, este procedimento nem sempre ¢ passivel de ser

adotado, sobretudo pela morosidade associada ao processo.
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E frequente a decisdo de tratamento imediatamente apés a detecgdo de infecgdo
clinica, bem como a administragdo de antimicrobianos de forma preventiva, no periodo de
secagem dos animais (NUNES et al., 2007) e raramente o veterindrio tem informacao sobre a
identificacdo do agente patogénico e respectivo padrao de susceptibilidade para guid-lo na
decisdo terapéutica (OWENS et al., 1997). Nestas circunstancias, a selecdo de uma
determinada droga deve se basear na experiéncia prévia sobre os agentes causadores da
infeccdo e sua susceptibilidade a antimicrobianos (KUNIN, 1993; MARTINEZ et al., 1996).

Fatores relacionados as caracteristicas do individuo, da infec¢ao e do tratamento tém
grande influéncia na taxa de cura (BARKEMA et al., 2006; MOTA et al., 2010).

Viérios fatores podem interferir na cura bacteriolégica quando se utiliza a terapia com
antibioticos, seja devido ao estagio da ocorréncia da infeccao ou a presenca de bactérias em
abscessos, além da incapacidade de defesa das células (DINIZ et al., 1998).

A duragdo do tratamento ¢ citada como um dos fatores mais importantes para o
aumento da taxa de cura bacteriologica. Tratamentos de maior duracao foram associados com
maiores chances de cura (SOL et al., 2000), porém ¢ necessario avaliar os custos e retornos
econdmicos para justificar seu uso (RODRIGUES, 2008).

Falhas de tratamento sdo geralmente atribuidas a baixa eficicia da droga, quando na
verdade, fatores da vaca, do patdgeno, ou a droga utilizada, deveriam ser responsabilizados
(MORIN, 2004; MOTA et al., 2010).

Embora nao haja alta correlagdo entre o resultado do teste in vitro aos antimicrobianos
e a eficacia terapéutica in vivo (HOE; RUEGG, 2005; APPARAO et al.,, 2009), o
antibiograma ¢ um dos principais norteadores do uso desses farmacos na pratica médica
(MARTINEZ et al., 1996).

No antibiograma os medicamentos nao sofrem interferéncia de fatores fisiologicos
como presenga de leite, reacdo tecidual e mecanismos de defesa do organismo que impede a
penetracao e concentracao adequada da droga em todos os sitios de infeccao, além do veiculo
utilizado no tratamento, que pode reduzir ou aumentar a eficiéncia dos antimicrobianos in
vivo (PHILPOT, 2002). Somam-se a esses fatores, outros como, a via de aplicagdo, a assepsia,
a dose, o intervalo e a duragao do tratamento (COSTA et al., 2001). Além disso, alguns
patogenos como Trueperella pyogenes, Bacillus spp., Mycobacterium spp., Nocardia spp.,
Pasteurella spp., Proteus spp., Prototheca spp. (alga), Pseudomonas spp., Serratia spp.

apresentam improvavel resposta a terapia antimicrobiana (WAGNER; ERSKINE, 2009).
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2.1.6 Controle e profilaxia

Um adequado manejo de ordenha pode diminuir o nimero de animais acometidos,
reduzir a taxa de novas infecg¢des, reduzir a CCS do tanque e melhorar a qualidade do leite
com beneficios diretos aos produtores, industria e consumidores (RUPP et al., 2000).

Vérias medidas sao propostas para controlar a mastite € em consequéncia diminuir os
impactos econdmicos na atividade leiteira (MULLER, 1999). Diminuir a duragio das
infeccdes existentes e evitar a ocorréncia de novas infec¢des sdo dois objetivos que devem ser
perseguidos quando um programa de controle da mastite ¢ adotado (DODD, 1983). Para isso
foi elaborado um programa basico de controle de mastite que se convencionou chamar de
programa dos 5 pontos. O programa envolve as seguintes praticas: 1) Utilizacdo correta do
equipamento de ordenha em bom funcionamento; 2) Bom manejo de ordenha com énfase na
desinfeccao dos tetos pds-ordenha; 3) Tratamento imediato de todos os casos de MC; 4)
Tratamento de todas as vacas durante o periodo seco; 5) Descarte de vacas com mastite
cronica (NMC, 1987).

A adogao de boas praticas de ordenha tem resultado na reducdao consideravel da
prevaléncia de bactérias de origem contagiosa e consequentemente, elevado a prevaléncia de
bactérias de origem ambiental em muitas fazendas de produgdo leiteira (SMITH et al., 1985).
Esse fato determinou um ponto vulnerdvel no programa dos 5 pontos, implicando na
necessidade de se acrescentar a pratica da higiene do local de permanéncia dos animais
(LARANJA; MACHADO, 1994). Neste contexto, espera-se obter uma CCS abaixo de
200.000 céls./mL de leite, menos de 2% de episddios clinicos ao més e acima de 85% das
vacas livres de MSC (MULLER, 1999).

Com o objetivo de evitar a transmissdo da doenca para vacas com uberes sadios,
através de utensilios ou do proprio ordenhador, ¢ recomendado que as vacas sejam
ordenhadas em uma sequéncia estabelecida a partir do histérico clinico do rebanho: iniciando
com as vacas de primeira lactagdo, seguidas pelas mais velhas que nunca tiveram mastite,
vacas que ja tiveram mastite, mas foram curadas e por ultimo as vacas com mastite (SILVA et
al., 2002), porém essa pratica so ¢ viavel em rebanhos pequenos.

Durante e logo ap6s a ordenha sdo os momentos mais criticos para a manutengao da
saude da glandula mamaria, visto que o risco de novas infecgdes esta diretamente associado

com a intensidade de contaminacao da extremidade do teto (SANTOS, 2002). Neste contexto,
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sdao importantes a higiene do ordenhador, e os cuidados com os equipamentos de ordenha que
podem facilitar a transmissdo de patogenos entre vacas e entre quartos do tibere (DINGWELL

et al., 2004).

2.1.7 Principais antimicrobianos utilizados na terapia contra mastite bovina

Agentes antimicrobianos sao compostos capazes de inibir o crescimento ou causar a
morte de bactérias. Podem ser classificados como bactericidas, quando causam a morte da
bactéria, ou bacteriostaticos, quando promovem a inibicdo do crescimento microbiano
(WALSH, 2003).

Os antibioticos de origem natural e seus derivados semissintéticos compreendem a
maioria dos antimicrobianos em uso clinico e podem ser classificados em [-lactamicos
(penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas,
aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos), entre
outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas, etc.).

Os antimicrobianos B-lactamicos sdo agentes bactericidas e tem como principal modo
de agdo a inibigdo da sintese da parede celular e indugdo da autélise bacteriana (SUAREZ;
GUDIOL, 2009). Possuem atividade contra bactérias Gram positivas e negativas, boa eficacia
clinica e excelente perfil de seguranca, uma vez que atuam sobre a parede celular, Ginica em
bactérias. Constituem a primeira classe de derivados de produtos naturais utilizados no
tratamento terapéutico de infecgdes bacterianas e atualmente, varias décadas apos a
descoberta da penicilina, este grupo ainda contém os agentes mais comumente utilizados na
pratica clinica (SUAREZ; GUDIOL, 2009).

Todos os agentes B-lactamicos t€m um elemento estrutural comum, o anel azetidinona
de quatro membros, ou anel B-lactdmico. Na maioria deles, o anel central B-lactamico ¢
fundido a outro anel de cinco (tiazolidinico) ou seis (di-hidrotiazinico) membros, formando as
penicilinas ou cefalosporinas, respectivamente (VON NUSSBAUM et al., 2006).

A cloxacilina ¢ um antimicrobiano pertencente ao grupo das penicilinas utilizada no
tratamento contra mastites bovinas devido ao espectro antimicrobiano, tanto para as bactérias

Gram positivas como para as negativas (AURELI et al., 1996; BECKER et al., 2004).
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Das aminopenicilinas, a ampicilina foi o primeiro antimicrobiano semissintético
derivado da penicilina G. A amoxicilina, outra aminopenicilina, ¢ obtida pela hidroxilagao da
cadeia fenolica lateral da ampicilina (LEVISON; JAWETZ, 1998).

As cefalosporinas sdo os antimicrobianos em maior uso clinico, sendo subdivididas em
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geragdes, em fungdo do espectro de
acdo. O sistema biciclico das cefalosporinas ¢ menos tensionado em comparagdo ao das
penicilinas, o que contribui para a maior estabilidade frente a reagdo de abertura
intramolecular do anel p-lactamico pela cadeia lateral (SUAREZ; GUDIOL, 2009).

As cefalosporinas de primeira geragdo sao consideradas farmacos de menor atividade
em relacdo as penicilinas. Elas apresentam boa atividade frente a bactérias Gram positivas em
termos gerais, porém suas sucessivas geragdes perderam um pouco dessa atividade, em
beneficio do aumento da atividade contra bacilos Gram negativos, com algumas excecgodes
(SUAREZ; GUDIOL, 2009).

As cefalosporinas de segunda geracao, em geral, apresentam atividade variada frente a
bactérias Gram positivas, porém atividade superior frente a bactérias Gram negativas. A
terceira e a quarta geragdes das cefalosporinas apresentam um consideravel incremento na
poténcia e no espectro de agdo, particularmente frente a bactérias Gram negativas (PATRICK,
1995; SUAREZ; GUDIOL, 2009).

A cefalexina (primeira geracdo), cefoperazone e ceftiofur (terceira geragao) e
cefquinoma (quarta geracdo) sdao cefalosporinas utilizadas no tratamento contra mastite
bovina (HORNISH; KOTARSKI, 2002; CARRACEDO, 2009; SPINOSA et al., 2011).

Os aminoglicosideos apresentam efeito bactericida por ligarem-se especificamente a
subunidade 30S dos ribossomos bacterianos, impedindo o movimento do ribossomo ao longo
do RNA mensageiro (RNAm) e, consequentemente, interrompendo a sintese de proteinas.
Eles sdo transportados através da membrana citoplasmatica por um mecanismo dependente de
oxigénio, motivo pelo qual ndo exibem atividade contra microrganismos anaerdbios. Esses
agentes sdo efetivos contra bactérias Gram positivas e negativas aerobicas, e apresentam
efeito sinérgico com B-lactdmicos (DURANTE-MANGONI et al., 2009).

Os aminoglicosideos estreptomicina, gentamicina € a neomicina agem interferindo na
sintese protéica bacteriana promovendo a formacdo de proteinas defeituosas, alterando a

permeabilidade celular, levando a morte da célula bacteriana (SPINOSA, et al., 2011).
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Os macrolideos sao bacteriostaticos, que atuam pela ligagdo com o RNA ribossomal
23S da subunidade 50S, interferindo na extensdao da cadeia peptidica durante a translagdo e
bloqueando a sintese de proteinas bacterianas (BROTZ-OESTERHELT; BRUNNER, 2008).
A espiramicina ¢ um antimicrobiano com agao contra bactérias Gram negativas, porém sendo
utilizada principalmente contra Gram positivas, € que em altas concentracdes e perante
microrganismos sensiveis atua como bactericida (BRISSON-NOEL et al., 1988).

As tetraciclinas sdo antimicrobianos bacteriostaticos de amplo espectro e bastante
eficazes frente a diversas bactérias aerdébicas Gram positivas e Gram negativas causadoras da
mastite (ERSKINE et al., 2002; MAKOVEC; RUEGG, 2003a). Agem inibindo a sintese de
proteinas através da ligacdo com a subunidade 30S dos ribossomos, impedindo que o RNA
transportador (RNAt) se fixe ao ribossomo. Como resultado, a adi¢do de novos aminoacidos
para o aumento da cadeia proteica ¢ bloqueada. A liberagao de proteinas também ¢ inibida
(VON NUSSBAUM et al., 2006; BROTZ-OESTERHELT; BRUNNER, 2008).

Os glicopeptideos agem na inibi¢ao da biossintese de parede celular bacteriana pela
complexacdo com o residuo dipeptidico terminal D-Ala-D-Ala das cadeias peptidicas que
constituem a parede celular. Esta complexagdo impede que o substrato esteja disponivel para
a acdo da transpeptidase inibindo, portanto, a reagdo de transpeptidagao (WALSH, 2003;
PACE; YANG, 2006). A bacitracina (glicopeptideo), com agdo bactericida contra cocos Gram
positivos e bacilos (JAWATZ, 1995), composto de uma mistura de diversos polipeptidios
estreitamente relacionados que interfere na biossintese da parede celular bacteriana através da
inibicao da pirofosfatase envolvida no transporte de precursores peptidoglicanos através de
membranas (EMEA, 2001; CHAMBERS, 2001).

As sulfonamidas, também conhecidas como sulfas, foram testadas pela primeira vez
nos anos 1930 como farmacos antibacterianos. O sulfametoxazol bloqueia a enzima di-
hidropteroato sintetase, presente apenas nas bactérias, enquanto o trimetoprim inibe a di-
hidrofolato redutase. Ambas as enzimas atuam na via de biossintese do N5, NI0-metileno-
tetra-hidrofolato, importante cofator que fornece uma unidade de carbono na biossintese de
bases pirimidinicas constituintes dos acidos nucleicos. A atuagao destes farmacos € sinérgica
no bloqueio de dois diferentes passos na via bioquimica de formagdo deste cofator essencial

(PATRICK, 2005).
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2.2 Resisténcia Bacteriana

A resisténcia ¢ a capacidade inerente ou adquirida da bactéria em nao sofrer os efeitos
inibitorios dos agentes antimicrobianos, por diversos mecanismos, entre eles, uma rapida
biotransformac¢do do antimicrobiano diminuindo o efeito nocivo, ou modificando o sitio de
acdo do antibidtico de modo a ndo afetar a funcao bacteriana (OLIVEIRA, 2006).

Infecgdes por bacterianas resistentes diminuem as opg¢des terapéuticas, aumentam os
custos no tratamento, € podem contribuir para o aumento da mortalidade (LEVY, 1992).

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a uma classe antimicrobiana
especifica devido a falta de sitios de ligacdo ou outras caracteristicas farmacoldgicas. A
resisténcia intrinseca ¢ natural a todos os membros de um grupo de bactérias e poderia ser um
problema clinico significativo em algumas circunstancias. A resisténcia antimicrobiana
também pode ser adquirida, seja por mutagdes cromossdmicas ou por troca de material
genético (NEU, 1992).

Alguns autores consideram que o uso de antimicrobianos em concentragdes
subterapéuticas em animais induz o aparecimento de cepas selecionadas de bactérias,
eventualmente resistentes. A multiplicagdo de populagdes resistentes, junto com o potencial
de resisténcia cruzada, leva ao desenvolvimento de colOnias resistentes a uma variedade de
agentes antimicrobianos. Se tais bactérias forem transferidas aos homens através do consumo
de alimentos, podem, em ultima andlise, colonizar novos hospedeiros ou transferir essa
caracteristica para outras bactérias (MANIE, 1997, DENOBILE, 2004).

As bactérias tém desenvolvido varios mecanismos de resisténcia, ¢ numa determinada
bactéria varios mecanismos podem ser responsaveis pela resisténcia a um tUnico
antimicrobiano. As bactérias podem adquirir genes que codificam enzimas que inativem o
antimicrobiano antes dele ter efeito. Este ¢ o principal mecanismo de resisténcia contra
agentes B-lactamicos e aminoglicosidos (TENOVER, 2006). A producdo de [B-lactamases
representa o principal mecanismo de resisténcia aos agentes B-lactamicos, especialmente em
bactérias Gram negativas (embora algumas Gram positivas e anaerdbicas possam produzi-la).
Essas enzimas sao capazes de hidrolisar o anel B-lactamico e, por conseguinte, inativar a agao
do agente antimicrobiano. Neste caso, a modificagdo molecular responsavel pelo aumento da
resisténcia as [-lactamases foi a introdugdo de grupamentos volumosos no carbono

carbonilico da cadeia lateral em penicilinas semissintéticas (meticilina, oxacilinas), que
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impedem o acesso dos antimicrobianos ao sitio ativo da enzima B-lactamase (SUAREZ;
GUDIOL, 2009).

Bombas de efluxo que expulsam o antimicrobiano do meio intracelular para o
extracelular (tetraciclina e macrolideos), genes que modificam ou substituem o sitio de agao
da droga (penicilina, macrolideos e quinolonas), reducao da permeabilidade da membrana
celular para a droga (B-lactamicos e tetraciclinas) e proteccao do alvo da droga (tetraciclina e
quinolonas) sdo outros mecanismos de resisténcia que as bactérias podem adquirir
(SCHWARZ; CHASLUS-DANCLA, 2001; TENOVER, 2006).

Oliveira et al. (2002) demonstraram grande percentual de resisténcia para
Staphylococcus spp. isolados de amostras de leite de vacas com MC e subclinica procedentes
da Regido Agreste de Pernambuco, concluindo que os isolados apresentaram-se resistentes a
penicilina e tetraciclina e apontaram o uso incorreto e indiscriminado de produtos com essas
bases farmacoldgicas como os responsaveis por esta situacao.

Existe atualmente uma diversidade de métodos laboratoriais usados para determinar o
perfil susceptibilidade in vitro das bactérias aerobias aos agentes antimicrobianos
(CONSTABLE; MORIN, 2003).

O TDD (BAUER et al., 1966) baseia-se na interpretacdo da medida do didmetro da
zona de inibi¢ao formada ao redor do disco contendo o antimicrobiano em teste. Resultados
confiaveis sdo obtidos com teste que usam o principio de metodologia padronizada e medidas
do diametro do halo de inibi¢ao correlacionados as concentracdes inibitorias minimas com
cepas reconhecidamente sensiveis e resistentes a diversos agentes antimicrobianos (CLSI,
2012).

A interpretacdo e a classificagdo do TDD sao baseadas na resposta in vitro de uma
bactéria a um agente antimicrobiano em concentragdes correspondentes as concentragdes
sanguineas ou teciduais alcangadas com doses normalmente prescritas no tratamento contra
essa bactéria. Os resultados sdo qualitativos e dados como: 1) sensivel, predizendo que o
microrganismo ¢ inibido na dose recomendada para tratamento; 2) intermediario, incluindo
microrganismos cuja resposta ao tratamento pode ser menor do que a resposta para
microrganismos sensiveis, havendo melhores resultados onde as drogas se concentram
fisiologicamente ou com a utilizagdo de uma dosagem mais alta da droga; e 3) resistente,
incluindo microrganismos que nao sdo inibidos pela concentracdo da droga normalmente

alcancada com a dose prescrita habitualmente (CLSI, 2012).
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O TDD tem sido um dos mais utilizados nos casos de mastite, pela sua praticidade,
baixo custo, repetibilidade entre laboratorios e flexibilidade no tipo e numero de
antimicrobianos que podem ser testados (WALKER et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2011;
SAINI et al., 2011).

O teste de microdiluicdo em placa ¢ um método quantitativo, no qual uma placa
pléstica contendo 96 pogos ¢ utilizada para testar até 12 agentes antimicrobianos em até 8
diluicoes distintas. O teste pode ser automatizado e as placas podem ser personalizadas
conforme necessidade. Testes de microdiluicdo em placa sdo mais caros do que os de disco
difusdo, além de ndo ter a flexibilidade da escolha dos agentes antimicrobianos testados, no
entanto, uma ampla variedade de concentragdes pode ser testada (WALKER, 2006).

No teste de diluigdo em agar, antimicrobianos sdao incorporadas ao meio de agar solido
ou semi-solido em progressao geométrica de concentragdes, € um indculo bacteriano definido
em caldo ou em NaCl 0,09% ¢ aplicado sobre a superficie. A menor concentracdo de
antimcrobiano que causar auséncia de crescimento, a olho nu, ¢ considerada a concentragao
inibidtéria minima para o agente bacteriano. O teste ¢ preciso e produz resultados

quantitativos, embora seja trabalhoso e caro (WALKER, 2006).

2.3 Prova da Redutase

O leite por sua riqueza de nutrientes ¢ um meio de cultura ideal para a maioria dos
microrganismos € a multiplicagdo destes ¢ rapida, se a temperatura for adequada para o
crescimento (COUSINS; BRAMLEY, 1987).

O crescimento de microrganismos no leite provoca o consumo do oxigénio presente no
meio. Esse fendmeno leva a produgdo de substancias redutoras, diminuindo o potencial 6xido-
redutor (O-R). Através de uma substancia indicadora, ¢ possivel avaliar a diminui¢cao do
potencial de O-R. O AM ¢ um corante catiénico soluvel em agua ou alcool de formula
molecular C;¢H;sCLN3;S e massa molar 319.85 g/mol, usado como corante bacteriologico e
indicador de O-R. O AM em sua forma oxidada ¢ azul (AM") e facilmente reduzido a sua
forma hidrogenada (azul de leucometileno, LM+) que ¢ incolor. Quando introduzido em uma
cultura bacteriana, AM age como aceptor de elétrons, reduzindo-se e tornando-se incolor
(LEVINE, 1983). Em geral, o tempo de redugao ¢ inversamente proporcional ao nimero de

bactérias presentes na amostra no inicio da incubagdo (BRITO et al., 2007), o que possibilita a
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determinagdo da concentragdo bacteriana pela determinacdao do tempo de descoramento
(PLASZEZESKI et al., 2005).

A prova da redutase utilizando o AM ou a resazurina constitui um método indireto
bastante simples e rapido para estimar a qualidade higiénica e bacteriologica do leite cru, em
funcdo da taxa metabolica dos diversos microrganismos que produzem substancias redutoras
no leite (VIEIRA et al., 2005).

O resultado da prova da redutase ¢ dado em horas e ndo pelo numero de bactérias
embora haja uma correlagdo entre o tempo de reducdo do azul de metileno (TRAM) e o
numero de bactérias da amostra (NADER FILHO et al., 1983).

As condigdes para estimar o numero de bactérias pela prova da redutase sdo
padronizadas, porém nem todas as espécies de bactérias possuem a mesma atividade redutora.
A correlacao entre a contagem total de microrganismos aerobios, obtida por plaqueamento em
Plate Count Agar (PCA) e pelo sistema Petrifilm®, e a relacao dessas duas metodologias com
as respostas da prova da redutase foi investigada por Carvalho et al. (2002). Pelos resultados,
as metodologias para a contagem total de microrganismos aerobios, contagem de coliformes
totais e a prova da redutase mostraram ser equivalentes.

Embora com limitagdes, a prova da redutase era aplicada para a maioria dos casos e,
sua simplicidade e baixo custo justificavam sua recomendagdo como parametro geral para
avaliar a qualidade do leite (VALLE, 1985), sendo pouco sensivel para um produto de boa
qualidade e com reduzido nimero de microrganismos (BRITO et al., 2007).

A IN 51/2002 prevé, como provas de qualidade do leite cru, tanto a contagem padrao
em placas (mesofilos) como também a possibilidade do uso da prova da redutase. Os
parametros estabelecidos para o TRAM na prova para o leite cru tipos A, B e C sdo 5 horas; 3
horas e 30 minutos ¢ 90 minutos respectivamente (BRASIL, 2002).

Para avaliacdo da qualidade pela prova da redutase preconiza-se o seguinte
procedimento: 1) Pipetar 10 mL da amostra de leite em um tubo de ensaio; 2) Adicionar 1 mL
de solugdo de azul de metileno (0,02%) e homogeneizar; 3) Encaminhar imediatamente ao
banho-maria a 37°C (tempo zero); 4) Efetuar a leitura no momento de descoloracao (mudanga
de cor da amostra, de azul para branco) e anotar o tempo final. Para estimativa do nimero de
bactérias presentes na amostra utiliza-se os critérios apresentados nos quadros a seguir

(Quadros 02 e 03).
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Quadro 02: Interpretacdo dos resultados da prova da redutase pelo tempo de reducao do azul

de metileno em funcao da carga microbiana.

Leite Tempo de reducio N° de bactérias (estimado)
Leite tipo A Minimo 5 horas Maximo 10* UFC/mL
Leite tipo B Minimo 3 horas e 30 minutos Maximo 5x10° UFC/mL
Leite tipo C Minimo 90 minutos Nao ha previsao

Fonte: IN 51 /2002 (BRASIL, 2002). UFC = unidades formadoras de colonia.

A presenga de antimicrobianos em amostras de leite foi identificada como um fator
responsavel por alterar o resultado da prova da redutase (RODRIGUES et al., 1993;
BRANCHER; FAGUNDES, 1998).

Rodrigues et al. (1993) avaliaram diferentes testes para verificar a capacidade de
reducdo dos corantes AM e resazurina pelo S. thermophilus, frente a varias diluigdes de
ampicilina, cefalosporina, oxitetraciclina, estreptomicina, quemicetina, espectinomicina e
gentamicina. As amostras esterilizadas contendo diferentes diluigdes dos antibidticos foram
analisadas quanto ao potencial de reducdo dos corantes com e sem aquecimento. Os
resultados demonstraram a grande capacidade de detec¢ao de pequenas quantidades dos
antibioticos, tanto pelo método de resazurina, como pelo do AM. Os autores sugeriram que
este teste poderia ser utilizado pelos servicos de inspegao e pelas proprias industrias, para

avaliacdo da qualidade e presenga de antibidticos no leite.

Quadro 03: Relagao entre o numero de bactérias presentes no leite € o tempo de redugao do

azul de metileno.

Tempo de reducio N° aproximado de bactérias (UFC/mL)
< 20 minutos >20.000.000
20 - 120 minutos 4.000.000 —20.000.000
2 - 5,5 horas 500.000 —4.000.000
5,5 - 8 horas 100.000 — 500.000
> 8 horas <100.000

Fonte: Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) (2009). UFC = unidades formadoras de coldnia.

Brancher e Fagundes (1998) avaliaram a prova da redutase, utilizando o AM como
indicador, para detectar presuntivamente a presenca de residuos de antibidticos no leite. Para
testar o método foram utilizadas amostras de leite de vacas com mastite tratadas por via

intramamaria com gentamicina, oxitetraciclina e penicilina. Na metodologia utilizada, as
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amostras foram aquecidas a 85-95°C por 10 minutos e resfriadas até¢ 37°C, seguindo-se a
adicdo de 2% fermento latico (Streptococcus thermophilus) e 1 ml de AM (0,02%). O tempo
necessario para completa descoloracdo da amostra constituiu-se em parametro para avaliar a
atividade do S. thermophilus. Verificou-se que as amostras com antibioticos demandaram
intervalos de tempo significativamente maiores do que os controles para descoloracdo do AM.
Os autores concluiram que o método ¢ sensivel para os antibidticos testados e pode ser
utilizado na pesquisa presuntiva dos mesmos.

Lima (2009) adaptou a prova da redutase (PRA) para verificar a susceptibilidade de
bactérias causadoras da mastite a agentes antimicrobianos comerciais. Na metodologia
utilizada, 4 mL da amostra de leite oriundas dos quartos mamarios afetados por MC ou
subclinica foram distribuidas em tubos contendo 200 pL de diferentes formulagdes de
antimicrobianos intramamarios comerciais € um tubo controle (sem adigdo de
antimicrobiano), seguindo-se da adicdo de 400 pL de AM (0,02%), mantidos a temperatura
ambiente (variando entre 23 ¢ 37 °C) com observagio em intervalos de 1 hora por 48 horas e
registro do tempo necessario para completa descoloragdo do AM. A susceptibilidade dos
microrganismos, ao antimicrobiano presente no tubo, foi considerada quando o tempo de
descoloragdo foi maior que o tempo do tubo controle da mesma amostra. Em seguida a
eficacia clinica da PRA foi testada em vacas com MC tratadas aleatoriamente com
formulagdes antimicrobianas intramamarias comerciais. Para isso, amostras de leite, de
quartos mamarios afetados por MC, foram coletadas antes do tratamento e encaminhadas para
o teste de disco difusdo em agar e PRA. As vacas tiveram seus quartos mamarios afetados
tratados com antimicrobianos intramamarios comerciais seguindo a posologia de cada
fabricante. Quatro dias apos a ultima aplicagdo intramamaria, os animais foram avaliados pelo
teste da caneca de fundo escuro e CMT comparando os resultados com a susceptibilidade
obtida na PRA e antibiograma. Das vacas tratadas (n = 26), a susceptibilidade avaliada pela
PRA coincidiu em 92,3% com os resultados clinicos ap6s o tratamento, contra 85,7% dos
resultados pelo teste de disco difusdo em &gar, sem diferenga estatistica. Concluiu-se que a
prova da redutase, mediante adicao de antimicrobianos (PRA), mostrou ser util na escolha do
antimicrobiano a ser utilizado no tratamento da MC.

Com base nesses resultados, no presente estudo objetivou-se: 1) identificar os
principais agentes etiologicos envolvidos, e o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das

bactérias isoladas de casos de MC em rebanhos leiteiros no Municipio de Resende — Rio de
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Janeiro; 2) avaliar a eficacia do tratamento da MC mediante associagdo entre os resultados de
susceptibilidade antimicrobiana in vitro, avaliada pelo teste de disco difusdo em agar (TDD) e

PRA, de patogenos oriundos de vacas com MC.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e Caracteristicas das Propriedades

O estudo foi conduzido de margo de 2012 a abril de 2014, em cinco propriedades de
producao leiteira, localizadas no municipio de Resende, Rio de Janeiro.

Em cada propriedade procedeu-se a uma analise do sistema de produgdo, com énfase
no manejo de ordenha. Mediante inquérito pessoal aplicado ao proprietario foram obtidas
informacodes relativas ao rebanho: nimero de animais, raga, manejo nutricional, higiénico e
sanitario, enfermidades, tratamento, evolucdo, mortalidade, formas de identificagao,
prevengdo e tratamento da mastite. Os procedimentos de higienizacdo ¢ manejo da ordenha
foram avaliados in loco. Todos os dados obtidos foram anotados em formulérios proprios
(ANEXO 01).

Foi exigido, para inclusdao neste estudo, que os produtores realizassem tratamento de

todos os casos clinicos com antimicrobiano intramamario comercial.

3.2 Coleta de Amostras de Leite do Tanque de Expansao

Como critério de avaliagdo inicial, em cada propriedade duas amostras de leite, foram
coletadas pelos pesquisadores em frascos esterilizados, diretamente da parte superior e central
do tanque de expansdo, apds agitacdo por cinco minutos, utilizando-se coletor de aco
inoxidavel. Imediatamente apos homogeneizacao das amostras, aliquotas de 40 mL de leite
foram transferidas para recipientes especificos, contendo os conservantes bronopol (2-bromo-
2-nitro-1,3-propanodiol na concentracao de 8 mg do ingrediente ativo para cada 40 mL da
amostra) e azidiol (5 gotas para 40 mL da amostra).

ApoOs homogeneizacao por inversdo, os frascos foram identificados com o nome ou
numero da respectiva propriedade. As amostras foram entdo acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo e encaminhadas, por SEDEX, para contagemd de células somaticas
(CCS) e contagem bacteriana total (CBT), na Clinica do Leite da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz — Universidade de Sao Paulo, Piracicaba — SP, por métodos de

referéncia (BRASIL, 2011).
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3.3 Coleta de Amostras de Leite de Quartos Mamarios com Mastite Clinica

ApoOs a avaliagdo preliminar das condicdes higiénicas e sanitarias dos rebanhos, 246
quartos mamarios foram identificados com MC, ao longo do estudo, através do exame fisico
da glandula mamaria e teste da caneca de fundo escuro (Figura 1). Todos os casos foram

oriundos de vacas com apenas um quarto mamario afetado por MC.

Figura 1: Teste da caneca de fundo escuro para
diagnoéstico da mastite clinica em que se evidencia
alteracdes macroscopicas do leite.

Amostras de leite, de aproximadamente 45 mL, foram colhidas pelos pesquisadores
assepticamente dos quartos mamarios identificados com MC (leite anormal e/ou quarto
anormal) antes do inicio do tratamento (PRE) (Figura 2). As amostras foram colhidas apos
limpeza manual a seco dos tetos, seguida pela desinfeccdo com solug¢do iodada (0,5%),
secagem com papel toalha descartdvel 30 segundos apds a aplicacdo da solucdo iodada e
desinfeccao do oOstio da teta com gaze embebida em alcool 70% (PHILPOT; NICKERSON,
1991). Uma nova amostra de 15 mL de leite foi colhida assepticamente apds o fim do
tratamento, segundo o protocolo utilizado (POS).

ApOs a coleta, as amostras foram imediatamente acondicionadas em caixas isotérmicas
contendo gelo e encaminhadas para testes especificos.

A MC foi classificada de acordo com a gravidade dos sintomas como leve (quando o

unico sinal foi a aparéncia anormal do leite), moderada (aparéncia anormal do leite
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acompanhada por edema e/ou hiperemia do quarto mamario) ou grave (quando a vaca exibiu

algum sinal sistémico como: apatia e reducao do apetite).

Figura 2: Coleta de amostra de leite de um quarto
mamario com mastite clinica.

Com o objetivo de evitar a presenca de residuos de antimicrobianos oriundos de
tratamentos anteriores, vacas que receberam tratamento, com algum tipo de antimicrobiano,

até 14 dias anteriores ao caso clinico ndo foram incluidas no estudo.

3.4 Protocolos de Tratamento

Ao final da ordenha, os quartos mamarios de vacas com MC foram tratados com
antimicrobianos intramamadrios comerciais. Os antimicrobianos intramamarios foram os
mesmos utilizados, em cada rebanho, nos 60 dias anteriores ao inicio das coletas e segundo a
disponibilidade nos comércios locais, e tiveram como principios ativos e dose por tubo:
gentamicina (150 mg), cefoperazone (250 mg), espiramicina (200 mg) com neomicina (200
mg), cefalexina (100 mg) com neomicina (100 mg), cloxacilina (200 mg) com ampicilina (75
mg) ou cefquinoma (88,92 mg).

Em todos os casos, os tratamentos foram efetuados pelo pesquisador, com a
administracado de todo o conteudo dos tubos apos o completo esgotamento dos quartos
mamarios afetados.

Para tratamento dos casos clinicos foram utilizados dois protocolos: (1) protocolo 1

(P1), realizado em 2012 nas propriedades 1, 2, 3 € 5, os tratamentos tiveram duracao de trés
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dias consecutivos (tratamento convencional) e os resultados foram avaliados quatro dias apds
o fim dos tratamentos; (2) protocolo 2 (P2), realizado em 2014 nas propriedades 2 ¢ 4, os
tratamentos foram realizados diariamente at¢ um dia apdés o desaparecimento dos sinais
clinicos € no maximo por nove dias (tratamento estendido), e os resultados foram avaliados

quatorze dias apds o fim dos tratamentos.

3.5 Isolamento e Identificacdo dos Patéogenos

No Laboratério de Bacteriologia do Instituto de Veterinaria da UFRRIJ os
procedimentos microbioldgicos foram conduzidos de acordo com NMC (1999). De cada
amostra, 100 pL. foram semeados em placas de petri contendo agar sangue ovino 5% e 10 pL.
em placa contendo agar MacConkey. As placas foram incubadas em estufa, em posi¢ao
invertida a 37°C por 24 a 56 horas.

Observando as placas de agar sangue, os agentes etiologicos foram definidos pelo
crescimento de pelo menos trés colonias idénticas (300 UFC/mL) na mesma cultura.
Infecgdes mistas foram definidas pelo crescimento de pelo menos trés colonias idénticas de
dois tipos diferentes na mesma cultura. Amostras foram consideradas contaminadas quando
trés ou mais tipos diferentes de colonias foram isoladas da mesma cultura. Culturas com
auséncia de crescimento ou crescimento inferior a 300 UFC/mL foram consideradas sem
crescimento. Uma excecao foi considerada para os crescimentos de S. aureus, S. agalactiae e
coliformes. Por serem considerados de grande importancia como agentes etioldgicos de
mastite, o crescimento de pelo menos uma colonia (100 UFC/mL) foi utilizada na
determinagdo desses agentes.

ApoOs incubagdo, procedeu-se a avaliagao das caracteristicas morfologicas, padrdao de
hemolise e caracterizacdo morfotintorial (coloragdo de Gram) das colonias. Indcuos
individuais foram repicados em caldo infusdo de cérebro e coragao (BHI) para realizacao de
provas bioquimicas e observagdo dos aspectos fenotipicos caracteristicos dos géneros
seguidos da identificagao.

ApoOs a identificagdo presuntiva das coldnias de Staphylococcus spp., pela coloragao
de Gram e prova da catalase, S. aureus foram diferenciados de outros estafilococos por meio
da fermentacdo do manitol, prova da coagulase e tipo de hemolise na placa. O género

Streptococcus spp. foram diferenciados de outros streptococos por meio do teste CAMP,
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hidrodlise de esculina, bile esculina e tipo de hemdlise na placa. A identificacao presuntiva de
Corynebacterium bovis foi baseada na presenca de coldnias pequenas, brancas, nao-
hemoliticas observadas sobre agar sangue apoOs 48 horas apds incubagdo, crescimento em
areas com gordura do leite visivel, acompanhada da coloragdo de Gram (positiva), provas da
catalase (positiva) e nitrato (positiva).

As bactérias Gram-negativas foram identificadas pelo crescimento em agar
MacConkey, coloragdo de Gram, motilidade, indol, ornitina, oxidase e crescimento em meio

agar triplice agucar-ferro® (TSI).

3.6 Susceptibilidade Antimicrobiana - Teste de Disco Difusio em Agar

O perfil de susceptibilidade in vitro, das bactérias isoladas foi determinado pelo TDD
(BAUER et al., 1966), segundo metodologia recomendada pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008).

Apo6s isolamento e identificagdo dos agentes, trés a cinco colonias com as mesmas
caracteristicas morfologicas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 4,0 mL de
caldo Casoy, incubadas a 35 °C por 24 horas, quando a turbidez foi padronizada a 0,5 na
escala de McFarland. Em seguida foi realizada a semeadura, com suabe estéril sobre a
superficie de agar Mueller-Hinton. Discos impregnados com antimicrobianos foram
depositados sobre o meio. A incubagio das placas ocorreu a 35 °C por um periodo de 18
horas, quando foram realizadas as leituras de acordo com os didmetros (em milimetros) dos
halos apresentados por cada amostra frente aos antimicrobianos utilizados (Figura 3), ¢ os
resultados foram interpretados como sensivel, sensibilidade intermediaria ou resistente ao
antimicrobiano. Para o controle de qualidade dos testes, foi utilizada a cepa Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Foram testados os seguintes antimicrobianos: ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg),
ceftiofur (30 pg), enrofloxacina (5 pg), espiramicina (100 pg), gentamicina (10 pg),

neomicina (30 pg), oxacilina (1 pg), sulfametoxazol com trimetoprim (25 pg) e tetraciclina

(30 pg).
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Figura 3: Teste de disco difusdo em &gar para uma
cultura de Streptococcus agalactiae. Foram observadas
(A) sensibilidade para enrrofloxacina (5 pg) e (B)
resisténcia para tetraciclina (30 pg).

3.7 Susceptibilidade Antimicrobiana - Prova da Redutase Adaptada

A PRA foi realizada conforme estabelecido por Lima (2009) (ANEXO 02) utilizando-
se aliquotas de 4,0 mL de leite em tubos estéreis com tampa e capacidade para 5,0 mL,
adicionadas de 400 pL da solucdo de AM a 0,02% e 200 pL de diferentes antimicrobianos
intramamarios (Figura 4).

Os tubos contendo apenas leite e solucdo de AM foram definidos como controles e
tubos testes quando foram adicionados os antimicrobianos intramamarios contendo:
gentamicina (15 mg/mL), cefoperazone (25 mg/mL), espiramicina (20 mg/mL) com
neomicina (20 mg/mL), cefalexina (10 mg/mL) com neomicina (10 mg/mL), cloxacilina (40
mg/mL) com ampicilina (15 mg/mL) ou cefquinoma (11,12 mg/g).

Os tubos foram tampados, invertidos por trés vezes para a homogeneizacao,
acondicionados em estantes apropriadas, expostos a luz e em temperatura ambiente (28 °C £ 7
°C), para inicio da prova, por 48 horas (Figura 5). As leituras foram efetuadas em intervalos
de uma hora, sem homogeneizagdo das amostras, para visualizagdao e registro do tempo em

que ocorreu a reducao do corante (descoloragao).
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Figura 4: Material utilizado na realizag@o da prova da redutase adaptada. (A) Luvas de latex e gaze embebida em
alcool 70%, (B) tubo tipo Falcon contendo 40 mL de leite, (C) pipeta automatica e ponteiras, (D) tubos para
coleta de sangue, estéril e capacidade para 5 mL, (E) tubo tipo Falcon contendo solucdo de azul de metileno
(0,02%), (F) tubo tipo Falcon para depdsito de antimicrobiano intramamario e (G) tubo de antimicrobiano
intramamario.

Assim, quando o TRAM no tubo teste foi de 1,1 a 1,5, ou >1,6 vezes o TRAM do tubo
controle, foram classificadas como apresentando sensibilidade intermedidria ou sensivel,

respectivamente, ao antimicrobiano presente no tubo teste (Figura 6). Quando o AM foi
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reduzido em tempo igual ou menor ao obtido no tubo controle, as bactérias presentes na

amostra foram consideradas resistentes ao respectivo antimicrobiano (Figura 7).

Figura 5: Prova da redutase adaptada no primeiro
minuto apés o inicio do teste. Observa-se que as
amostras de leite no tubo controle (Co) e nos testes
contendo gentamicina (A), cefoperazone (B), as
associagdes espiramicina com neomicina (C), cefalexina
com neomicina (D), e cloxacilina com ampicilina (E)
apresentam-se com o corante na forma néo reduzida.

Figura 6: Prova da redutase adaptada 8 horas apds inicio
do teste. A redugdo no tubo controle (Co) ocorreu em 5
horas, ¢ nos tubos testes contendo as associagdes
espiramicina com neomicina (C) e cefalexina com
neomicina (D), em 7 horas (indicando sensibilidade
intermediaria). A reducdo do corante nos tubos testes
contendo gentamicina (A), cefoperazone (B) e
cloxacilina com ampicilina (E) ndo foi observada até o
momento.
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Figura 7: Prova da redutase adaptada 3 horas apds inicio
do teste. O azul de metileno foi reduzido nos tubos
testes contendo gentamicina (A), cefoperazone (B),
espiramicina com neomicina (C), cefalexina com
neomicina (D), e cloxacilina com ampicilina (E) no
mesmo tempo em que a reducdo ocorreu no tubo
controle (Co).

3.8 Avaliacao dos Resultados

O caso novo foi definido quando os sinais clinicos da mastite foram observados
apenas no dia de inscri¢ao do caso no estudo. O caso cronico foi definido quando, na primeira
visita a propriedade pelo pesquisador, um quarto mamario foi diagnosticado com MC, no
entanto este caso clinico foi diagnosticado e tratado anteriormente pelos funcionarios, nao
resultando em melhora clinica.

A recidiva foi defina quando um segundo caso clinico ocorreu, no mesmo quarto
mamario, no intervalo entre o fim do tratamento e a coleta da amostra POS.

S. aureus, S. agalactiae ¢ C. bovis foram agrupados como bactérias de origem
contagiosa. Outros agentes foram agrupados como ambientais/oportunistas.

Na avaliagdo do tratamento, a cura clinica foi definida quando o quarto mamario nao
apresentou sinais da MC, no periodo entre o fim do tratamento ¢ o momento da coleta da
amostra POS. A MSC foi considerada nos casos em que a cura clinica foi obtida,
acompanhada de reacao positiva pelo CMT. A auséncia de infec¢do foi considerada nos casos
em que a cura clinica foi obtida, acompanhada de reacao negativa no CMT.

A cura bacterioldgica foi definida para o quarto mamario cuja amostra de leite POS

resultou em auséncia de crescimento microbiano, independentemente do agente isolado na
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amostra de leite PRE. A falha no tratamento foi definida quando o mesmo patdgeno esteve
presente tanto na amostra de leite PRE quanto na POS.

Para comparacdo com os resultados de susceptibilidade obtidos pela PRA, na
avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana pelo TDD, cujas férmulas dos antimicrobianos
intramamarios eram compostas por dois antimicrobianos, as bactérias foram consideradas: (1)
sensiveis a estes produtos quando foram sensiveis a pelo menos um dos antimicrobianos
presentes na composicao, (2) com sensibilidade intermediaria quando apresentaram
sensibilidade intermediaria aos dois antimicrobianos ou quando apresentaram sensibilidade
intermedidria a um e resisténcia ao outro antimicrobiano presente na composi¢ao, ¢ (3)
resistentes quando apresentaram resisténcia aos dois antimicrobianos presentes na

composi¢ao (Quadro 04).

Quadro 04: Critério utilizado para definir a susceptibilidade antimicrobiana, pelo teste de
disco difusdo em &gar, para um antimicrobiano intramamadrio cuja formula ¢ composta por

dois antimicrobianos.

Susceptibilidade antimicrobiana geral ao

Antimicrobiano A Antimicrobiano B antimicrobiano comercial
S S S
S 1 S
S R S
I S S
R S S
I 1 I
I R I
R 1 I
R R R

S = sensivel. I = sensibilidade intermediaria. R = resistente

Para as amostras que originaram culturas mistas, os resultados da susceptibilidade
antimicrobiana de cada bactéria foram comparados para a obtencdo da susceptibilidade
antimicrobiana geral ao antimicrobiano intramamario comercial conforme critério

apresentado no quadro 05.
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Quadro 05: Critério utilizado para definir a susceptibilidade antimicrobiana geral, pelo teste
de disco difusdo em 4gar, de bactérias oriundas de cultura mista a antimicrobianos

intramamarios comerciais.

Susceptibilidade antimicrobiana geral ao

Bactéria A Bactéria B antimicrobiano comercial
S S S
S I I
I S I
I I I
S R R
I R R
R S R
R I R
R R R

S = sensivel. I = sensibilidade intermediaria. R = resistente

3.9 Analises Estatisticas

As analises descritivas e estatisticas foram efetuadas utilizando o programa “R” versao
3.0.2 (http://www.r-project.org) com nivel de significancia em 5% (valor de P <0,05).

A normalidade dos dados quantitativos foi testada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
A comparagao entre as medianas do tempo (em horas) em que os resultados foram obtidos
pela PRA (= mediana do TRAM das amostras controle x 1,6) ¢ TDD foram realizadas pelo
teste de Mann-Whitney. As médias das duragdes de tratamento foram comparadas através do
teste T para amostras independentes.

As analises dos dados nominais e proporcoes de sensibilidade antimicrobiana foram
comparadas entre si usando o teste de Qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. Os resultados
do tratamento (varidveis resposta binomiais) avaliados foram: cura clinica e cura
bacteriologica. As varidveis explanatorias foram: origem do agente (contagiosa ou
ambiental/oportunista), coloragdo de Gram (positiva ou negativa), susceptibilidade
antimicrobiana (sensivel ou resistente) obtidos pelo TDD ou pela PRA.

A partir da comparagao entre a susceptibilidade antimicrobiana (sensivel ou resistente)
obtidos no TDD ou na PRA e o resultado de tratamento foi calculada a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo sensivel e valor preditivo resistente de cada teste de

susceptibilidade (Quadro 06).
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Quadro 06: Esquema simplificado do calculo da validade de um teste em relagdo ao teste

padrao ouro. Adaptado de Gordis (2004).

Resultado de tratamento
(Teste padrio ouro)
Sucesso Insucesso
) , , Valor preditivo
, Verdadeiro sensivel Falso sensivel ,
Sensivel (VS) (FS) sensivel
Teste de VS / (VS +FS)
susceptibilidade . Falso resistente Verdadeiro resistente Valor .predltlvo
Resistente (FR) (VR) resistente
VR / (VR + FR)
Sensibilidade Especificidade
VS / (VS +FR) VR / (VR + FS)

A acuracia da PRA e TDD foi definida como a propor¢ao dos resultados que
corretamente predisseram o resultado de tratamento: Acuracia = (VS + VR) / (VS + FS + VR
+ FR). Adicionalmente, a taxa de resultados falso-sensiveis (probabilidade de um resultado
indicando como sensivel ao antimicrobiano utilizado no tratamento, agentes presentes em
uma amostra oriunda de um caso onde a cura ndo foi obtida) e a taxa de resultados falso-
resistentes (probabilidade de um resultado indicando como resistente ao antimicrobiano
utilizado no tratamento, agentes presentes em uma amostra oriunda de um caso onde a cura
foi obtida) foram determinadas (taxa de falso sensivel = 1 - especificidade; taxa de falso
resistente = 1 - sensibilidade). O coeficiente kappa de Cohen foi medido para avaliar a
concordancia real entre os resultados obtidos nos testes de susceptibilidade e a resposta de

tratamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas da Producao

Em todas as propriedades era adotado um sistema de ordenha mecanica canalizada,
realizada duas vezes ao dia (04:00 a 05:30 e 14:00 a 15:30h), sem a presenga do bezerro, com
a participagao do proprietario e de funcionarios contratados.

O leite produzido (450 a 1650 litros por dia segundo a propriedade) era armazenado
em tanques de refrigeracdo individuais e coletados pelo caminhao tanque diariamente ou em
dias alternados.

Os rebanhos eram compostos por animais holandeses ou mestigos (holandés x zebu),
com vacas de diferentes idades, numero e fases de lactacdo, mantidas a pasto e recebendo
racdo concentrada, cevada e polpa citrica no cocho no momento da ordenha.

Com manejo nutricional e sanitario relativamente semelhantes, as condi¢des gerais dos
animais em lactacdo foram avaliadas como boas, sendo relatados casos de MC, aborto,
retencao de placenta, doengas respiratérias e diarréia em bezerros, além de afeccdes digestivas
e podais.

Em todas as propriedades, a ordem na ordenha era estabelecida por producdo ou
paricdo, independente da ocorréncia de mastite. Registros sobre os casos e tratamentos nao
eram realizados. Durante a ordenha, em nenhuma propriedade as tarefas ou atividades eram
pré-estabelecidas. Mesmo com mais de duas pessoas envolvidas na ordenha, a mesma pessoa
era responsavel pela contencdo dos animais, colocagdo e retirada das teteiras. Adicionalmente
ndo se observou o hébito de lavar as maos antes ou durante a ordenha.

Todas as propriedades possuiam area de espera e sala de ordenha de dimensdes
adequadas ao numero de animais. Os animais recebiam alimentos concentrados durante a
ordenha, e as vacas permaneciam em espera apos serem ordenhadas, mas somente em uma era
fornecida ragdo apds a ordenha.

Como medidas de controle e prevencdo de mastite antes da ordenha, foram
observadas: a lavagem dos tetos com agua corrente em trés (60%) das cinco propriedades e
antissepsia com solugdo de hipoclorito de sédio comercial em duas (40%) das cinco

propriedades. Em nenhuma das cinco propriedades era realizada da secagem dos tetos.
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O teste para deteccdo de MC, com o auxilio da caneca de fundo escuro, ndo era
realizado sistematicamente nas propriedades, sendo o diagnéstico realizado através da
observagao de alteragdes no leite, no piso ou na prépria mao do ordenhador, e na glandula
mamaria, ou somente pela alteragdo na glandula mamadaria em quatro e uma das cinco
propriedades, respectivamente.

A auséncia de registro de informagdes sobre os casos clinicos e seus respectivos
tratamentos, do diagnodstico da MSC (através do CMT ou CCS individual), da utilizacao de
luvas durante a ordenha, da adogao de linha de ordenha e da segregacao dos animais com MC
foram comuns a todas as propriedades.

O uso de solucao desinfetante apds a ordenha (“post-dipping”) era adotado em todas
as propriedades, porém foram observadas falhas como imersdao de, aproximadamente, um
terco da extensdo do teto em duas (40%) das cinco, e a ndo realizacdo em todos os tetos,
motivada pela desatencao dos funciondrios em trés (60%) das cinco propriedades.

Em todas as propriedades eram realizados tratamentos contra MC durante a lactagdo,
com antimicrobianos por via intramamaria e/ou intramuscular e no periodo de secagem, com
antimicrobianos intramamario especifico para a fase de lactacdo, em todos os quartos
funcionais.

A escolha do antimicrobiano era baseada em resultados de tratamentos anteriores
(5/5), prego do produto (4/5) e menor periodo de descarte do leite (4/5). A escolha do produto
ndo atendia a nenhum critério técnico, e eventualmente mais de um produto, contendo a
mesma composi¢ao, era utilizado para tratamento do mesmo animal.

Embora muitos casos de MC tenham sido identificados, em todas as propriedades a
prevaléncia da MC e subclinica eram desconhecidas.

As préticas relacionadas ao manejo de ordenha, controle e prevengdo da mastite foram
semelhantes entre as propriedades.

No conjunto, o manejo de ordenha e as medidas de higiene adotadas eram
insatisfatorios, o que contribuiu para a identificacdo de um grande nimero de casos da mastite
clinica nos rebanhos. Neste contexto, medidas simples como a adog¢ao de linha de ordenha, e
utilizacdo sistemadtica e correta de desinfetantes de tetos pré e pos-ordenha poderiam ter um

efeito significativo na prevengao de mastite como evidenciado por Souza et al. (2005a).
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Como destacado por Dingwell et al. (2004), a higiene do ordenhador e os cuidados
com os equipamentos de ordenha sdo importantes para evitar a transmissao de patdgenos
entre vacas e entre quartos da mesma vaca.

Na tabela 01 estdo resumidas as informacdes sobre a qualidade do leite nas
propriedades estudadas. As médias da CCS e CBT das amostras de leite dos tanques de
expansao individuais nestas propriedades foram, respectivamente, de 1.121x10° céls./mL e
363x10° UFC/mL em 2012 e de 1.146x103 céls./mL e 316x10°> UFC/mL em 2014, ndo sendo
observadas diferengas consideraveis entre os valores, apesar dos dois anos de diferenga. Os
resultados das CCS entre as propriedades variaram entre 757 e 1.873x10? céls./mL em 2012 e
entre 978 e 1.350x103 céls./mL em 2014, e das CBT entre 225 ¢ 587x10° UFC/mL em 2012 ¢
207 e 426x10°* UFC/mL.

Tabela 01: Contagem de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT) do leite

do tanque de expansdo de cinco propriedades no municipio de Resende, RJ em 2012 e 2014

CCS (x10° céls./mL) CBT (x10° UFC/mL)
Propriedade 2012 2014 2012 2014
1 1.000 1.186 226 387

2 917 1.234 385 257

3 757 978 225 207

4 1.873 1.350 394 302

5 1.060 983 587 426
Média 1.121 1.146 363 316

UFC = unidades formadoras de colOnia.

De acordo com a legislacao vigente (IN 62/2011 - BRASIL, 2011), todos os valores de
CCS obtidos estavam acima do limite estabelecido para o leite cru refrigerado (<600.000
céls./mL) no periodo.

Dentre as suas principais caracteristicas, a IN 51/2002 estabeleceu critérios de higiene
e saude da glandula mamaria, avaliados através da CBT e CCS do leite cru. Também
determinou o resfriamento obrigatorio na fazenda e estabeleceu limites para residuos de
antimicrobianos no leite, uma das preocupacdes quando ha um grande numero de casos de
MC, o que demanda tratamento intramamadrio ou parenteral como informado neste estudo.
Todas as propriedades estudadas dispunham de tanques de refrigeragdo individuais e

adotavam algumas medidas de controle e profilaxia da mastite. Contudo, pode-se afirmar que
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tais medidas eram ineficientes, tendo em vista a alta CCS no leite dos tanques de expansao e
numero de casos clinicos de MC registrados.

Ao considerar os valores da CBT estabelecidos a partir do segundo semestre de 2014
(<300.000 UFC/mL) a ndo conformidade seria observada em 60% das propriedades
(propriedades 1, 4 ¢ 5), indicando a necessidade de esfor¢os para redugdo da carga microbiana
do leite.

A nao conformidade em relagdo aos critérios estabelecidos também foi confirmada em
levantamentos realizados em diferentes regides. Valores elevados de CCS e CBT foram
descritos desde a entrada em vigor da IN 51/2002 (ARCURI et al., 2006; PINTO et al., 2006;
BRAGA et al., 2006; BELOTI, et al 2011).

Segundo Lievaart et al. (2007), o leite do tanque de expansdo, resultado da mistura do
leite de todas as vacas em lactagdo, ¢ um bom indicador da prevaléncia de mastite no rebanho.
As elevadas CCS do leite do tanque de expansdo das propriedades neste estudo indicam altas
prevaléncias da MSC nos rebanhos. Uma CCS do tanque acima de 400.000 céls./mL indica,
segundo Lievaart et al. (2007), que cerca de 25% das vacas apresentam MSC. Contagens
maiores que 500.000 céls./mL como neste estudo indicam que pelo menos um terco das
glandulas mamarias dos animais em lactacao estao infectados.

O resultado no CMT apresenta uma correlagdo positiva com a CCS, permitindo fazer
uma correspondéncia aproximada do numero de células somaticas (RUEGG, 2003). Neste
sentido, os produtores ao avaliarem periodicamente os animais ¢ o leite do tanque, com o
CMT, poderiam estabelecer medidas de controle e profilaxia da mastite, além de metas para a

redugdo da CCS faltando, no entanto, orientacdo técnica para esta finalidade.

4.2 Caracteristicas dos Casos da Mastite Clinica

No total, foram inscritos 246 casos de MC, sendo que a contribuigdo, com nimero de
casos para o estudo, variou numericamente entre as propriedades. A propriedade 4 foi a que
contribuiu com o maior nimero de casos (93/246, 37,8%), seguida das propriedades 2
(60/246, 24,4%), 5 (53/246, 21,5%), 3 (22/246, 8,9%) e 1 (18/246, 7,3%). O elevado numero
de casos inscritos no curto periodo corrobora a correlacao entre a elevada CCS nos tanques e

prevaléncia da mastite no rebanho, e também indica a possibilidade da incorporacao do leite
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de vacas com MC ao tanque, visto que o leite oriundo dessas vacas pode apresentar CCS
acima de 500 mil céls./mL (RUEGG, 2003).

Nas propriedades estudadas, de aproximadamente 595 vacas em lactacao no periodo,
cerca de 10,3% (246/2380) dos quartos mamadrios foram diagnosticados com MC. Embora o
dado nao seja exato pela dindmica dos rebanhos (partos, secagem, venda e abate de animais),
a prevaléncia da MC nestas propriedades foi elevada quando comparada as relatadas por
Pinheiro et al. (2009) em Bambui — MG (7%), por Martins et al. (2010) no estado do Mato
Grosso (5,8%), e por Ribeiro et al. (2006) no sul do Rio Grande do Sul (1,2%). O
desconhecimento por parte dos produtores sobre a ocorréncia da mastite nos respectivos
rebanhos e falhas na deteccdo da MC podem justificar a alta prevaléncia da doenca.

No geral, 73,9% (147/199) foram considerados casos novos e 26,1% (52/199) casos
cronicos. Em 19,1% (47/246) dos casos registrados os produtores ndo souberam informar a
duracdo da doenca. A maioria dos casos manifestou-se na forma leve (226/246, 91,9%)
caracterizada exclusivamente por alteragdes no leite. Sinais moderados da MC (com alteragao
do leite e da glandula mamaria) foram observados em 8,1% (20/246) dos casos. Nao
ocorreram casos graves, com alteracoes sist€émicas e do estado geral, mas muitos casos
(47/246, 19,1%) ja existiam nas propriedades e ndo haviam sido diagnosticados pelo produtor,
portanto o carater agudo ou cronico nao foi determinado nesses casos. Corroborando estes
resultados, Pinzon-Sanchez e Ruegg (2011), estudando 266 casos da MC nos EUA, relataram
65%, 27% e 8% de casos clinicos apresentando sinais leves, moderados ou graves,

respectivamente.

4.3 Agentes isolados

Do total de casos inscritos (n = 246), as amostras de 42 casos ndo foram submetidas a
cultura microbiologica, pois ndo foram coletadas (n = 32) ou foram perdidas (n = 10). As
amostras de leite PRE submetidas a cultura microbiologica (n = 204) foram caracterizadas
como: contendo bactérias isoladas em cultura pura (117/204, 57,4%), sem crescimento
(58/204, 28,4%), mista (21/204, 10,3%) ou contaminada (8/204, 3,9%) (Tabela 02).

Amostras de leite sem crescimento (28,4%) representaram grande parte dos resultados
da cultura microbioldgica sendo e estiveram de acordo com o reportado na literatura nacional

e internacional. Em estudos recentes em rebanhos nacionais, aproximadamente 24%
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(MARTINS et al., 2010), 25% (LANGONI et al., 2011) e 42% (RODRIGUES, 2008) das
amostras de leite, oriundas de casos da MC, resultaram em auséncia de crescimento. Olde
Reikerink et al. (2008) destacaram que 44% das amostras de leite de casos de MC, em
rebanhos no Canadd, resultaram na auséncia de crescimento na cultura microbiologica. Em
um estudo nos EUA, Makovec e Ruegg (2002) reportaram que o isolamento bacteriano pode
ndo ser identificado em mais de 50% das amostras.

De acordo com Smith et al. (1985), a auséncia de agentes patogénicos em amostras de
leite procedentes de casos de MC pode ser o resultado da cura espontanea ou da auséncia de
microrganismos viaveis na amostra de leite. Segundo Brito (2009), este fato pode estar
relacionado, a diferentes causas incluindo o uso recente de antimicrobianos, eliminagao
espontanea da infeccdo, baixa concentracao dos patdogenos no leite, localizacao intracelular de
determinados patdgenos e presenga de substancias inibitorias no leite. A coleta de amostras de
leite de animais que nao receberam nenhum tipo de terapia de antimicrobiana nos ultimos 14
dias descartou a possibilidade de auséncia de crescimento nas amostras motivada pela

presenca de residuos de antimicrobianos.

Tabela 02: Diagnostico microbiologico de amostras de leite provenientes de 204 quartos
mamarios de vacas com mastite clinica em cinco rebanhos leiteiros no Municipio de Resende-

Rio de Janeiro

Diagnostico microbiologico N° %

Cultura pura’ 117 57,4
Sem crescimento® 58 28,4
Cultura mista’ 21 10,3
Contaminada® 8 39
Total 204 100,0

1 . P 2 ~ - . 3 .

Crescimento de pelo menos uma coldnia na cultura. “Auséncia de crescimento na cultura. Crescimento de pelo
aA . . . . 4 . N . . .

menos uma colonia de dois tipos diferentes na mesma cultura. “Crescimento de trés ou mais tipos diferentes de

coldnias na mesma cultura.

O diagnostico microbioldgico como forma de se obter a indicagdo do tratamento foi
prejudicado ou impedido em aproximadamente um terco das amostras (66/204, 32,4%) pelo
fato de estarem contaminadas (8/204, 3,9%) ou pela auséncia de crescimento na cultura
(58/204, 28,4%). O numero de amostras contaminadas foi baixo comparado aos resultados de
outros estudos que indicaram 11,7% (OLIVEIRA et al., 2013) e 15,3% (MAKOVEC;

RUEGG, 2003b) das amostras de leite com isolamento de mais de dois agentes diferentes na
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mesma amostra. Os resultados comprovam a importancia das medidas de higiene para coleta
das amostras, cuja finalidade ¢ tornar a defini¢ao da etiologia confiavel.
Foi observada uma grande variedade de géneros e espécies bacterianas (n = 19)

isoladas a partir de 138 amostras de leite que resultaram em cultura pura ou mista (Tabela 03).

Tabela 03: Agentes microbianos isolados de amostras de leite provenientes de 138 quartos
mamarios de vacas com mastite clinica em cinco rebanhos leiteiros no Municipio de Resende-

Rio de Janeiro, segundo origem do agente e resultado na cultura microbiologica

Cultura microbiolégica

Pura' Mista’ Total
Agente isolado N° % N° % N° %
Streptococcus agalactiae 47 40,2 8 19,0 55 34,6
Staphylococcus aureus 14 12,0 8 19,0 22 13,8
Estafilococos coagulase negativos 18 15,4 3 7,1 21 13,2
Staphylococcus chromogenes 2 1,7 2 1,3
Staphylococcus epidermidis 5 4,3 1 2,4 6 3,8
Staphylococcus hyicus 3 2,6 3 1,9
Staphylococcus warneri 4 34 4 2,5
Staphylococcus. haemolyticus 4 34 2 4,8 6 3,8
Escherichia coli 9 7,7 6 14,3 15 9,4
Corynebacterium bovis 9 7,7 9 5,7
Klebsiella spp. 3 2,6 6 14,3 9 5,7
Micrococcus spp. 3 2,6 3 7,1 6 3,8
Pseudomonas spp. 3 2,6 3 7,1 6 3,8
Trueperella pyogenes 6 5,1 6 3,8
Enterococcus spp. 1 0,9 2 4,8 3 1,9
Bacillus sp. 1 0,9 1 0,6
Serratia sp. 1 0,9 1 0,6
Streptococcus dysgalactiae 2 4,8 2 1,3
Enterobacter sp. 1 2,4 1 0,6
Levedura 1 0,9 1 0,6
Streptococcus bovis 1 0,9 1 0,6
Total 117 100,0 42 100,0 159 100,0

1 . ~ - 2 . A - - -
Crescimento de pelo menos uma colonia na cultura. “Crescimento de pelo menos uma coldnia de dois tipos
diferentes na mesma cultura.

No geral, 62,3% (86/138) dos casos que resultaram no isolamento de um ou dois
agentes foram causados por S. aureus, S. agalactiae ¢ C. bovis (bactérias de origem

contagiosa). Langoni et al. (2011) e Brito et al. (1999) destacaram a alta prevaléncia destes
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agentes em rebanhos leiteiros e sugeriram que medidas de controle da doenga nao estavam
sendo implementadas, assim como nos rebanhos avaliados no presente estudo.

Vinte e uma amostras resultaram em culturas mistas (Tabela 04), com o isolamento de
11 agentes bacterianos, sendo o S. aureus (8/21, 38,1%) e o S. agalactiae (8/21, 38,1%) os
agentes com maior frequéncia de isolamentos, seguidos por E. coli (6/21, 28,6%) e Klebsiella
spp. (6/21, 28,6%).

Dos agentes isolados em cultura pura e mista, os mais prevalentes foram o S.
agalactiae (34,6%) e S. aureus (13,8%), seguidos por agentes do grupo dos ECN (13,2%) e E.
coli (9,4%).

Tabela 04: Diagnostico microbiologico de amostras de leite provenientes de 21 quartos
mamarios de vacas com mastite clinica, em que se obteve isolamento de dois agentes

etiologicos (infecgao/cultura mista), em cinco rebanhos leiteiros no Municipio de Resende-RJ

Agente isolado A Agente isolado B N° %

Staphylococcus aureus Micrococcus sp. 3 14,3
Escherichia coli Streptococcus agalactiae 2 9,5
Klebsiella sp. Pseudomonas sp. 2 9,5
Staphylococcus aureus Klebsiella sp. 2 9,5
Streptococcus agalactiae Enterococcus sp. 2 9,5
Escherichia coli Pseudomonas sp. 1 4,8
Escherichia coli Staphylococcus aureus 1 4,8
Escherichia coli Staphylococcus epidermidis 1 4,8
Streptococcus agalactiae Enterobacter sp. 1 4,8
Streptococcus agalactiae Klebsiella sp. 1 4,8
Escherichia coli Klebsiella sp. 1 4,8
Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae 1 4,8
Staphylococcus haemolyticus Streptococcus dysgalactiae 1 4,8
Streptococcus agalactiae Staphylococcus haemolyticus 1 4,8
Staphylococcus aureus Streptococcus dysgalactiae 1 4,8
Total 21 100,0

Os resultados observados para Staphylococcus spp. € Streptococcus spp. reforcam a
importancia desses agentes na etiologia da mastite, concordando com o verificado por
diferentes autores (PINHEIRO et al., 2009; MARTINS et al., 2010; MOTA et al., 2012).
Outros autores (BELOTI et al., 1997, MARTINS et al. 2010; LANGONI et al., 2011)

ressaltaram a importancia do S. agalactiae, S. aureus e C. bovis na etiologia da mastite
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bovina. Brito et al. (1999), Rodrigues (2008) e Martins et al. (2010) também apontaram o S.
aureus € S. agalactiae como 0s principais microrganismos associados a casos de mastite
bovina.

A frequéncia de isolamento de S. agalactiae (34,6%) no presente estudo foi superior a
frequéncia de 23% reportada por Brito et al. (1999) ao estudarem 48 rebanhos em Minas
Gerais. Este agente foi evidenciado como um importante patégeno de MC nos rebanhos do
presente estudo confirmando sua relevancia como um dos mais importantes agentes
etiologicos da doenca e associagao com a elevada CCS no leite (SOUZA et al., 2009).

Embora S. aureus tenha sido um dos agentes mais frequentes neste estudo, a
porcentagem obtida (13,8%) foi bastante inferior aos 70,9% encontrados por Zanette et al.
(2010) em amostras de leite de vacas com suspeita de mastite, aos 74,6% identificados por
Ferreira et al. (2007) e aos 60,32% observados por Saeki et al. (2011) em vacas com MC.

Microrganismos do género Staphylococcus spp. representaram 13,2% dos
isolamentos, coerente com dados reportados na literatura (MARTINS et al, 2010; OLIVEIRA
et al, 2010; BANDOCH; MELO, 2011, SAEKI et al., 2011; MOTA et al., 2012), que variam
entre 9,1 e 85,9%.

ECN foi o terceiro grupo de maior prevaléncia na etiologia dos casos estudados
(13,2%). Em estudos anteriores, a prevaléncia das infec¢cdes intramamarias causadas por ECN
apresentou diferencas em diversas regioes brasileiras. Martins et al. (2010) isolaram ECN em
4% das amostras oriundas de casos clinicos na regido de Cuiaba. Concordando com os
achados no presente estudo, Chagas et al. (2012) isolaram ECN em 15% das amostras de leite
de vacas com mastite em uma propriedade rural no municipio de Indianépolis, Minas Gerais.

Outros pesquisadores reportaram prevaléncias superiores a encontrada no presente
estudo. Em Rondon do Par4, Oliveira et al. (2011) isolaram ECN em 25% dos casos clinicos.
ECN foram isolados em 69% das amostras ao longo dos 120 dias pds-parto (LAFFRANCHI
et al., 2001) e em 64% das amostras de leite colhidas na primeira ordenha e no sétimo dia
apo6s o parto (PARDO et al., 1998).

Lucheis (2011) descreveu a identificacdo de 97 cepas de ECN causadoras de MSC,
isoladas de dez rebanhos bovinos do Estado de Sao Paulo. No presente estudo, as 5 espécies
de ECN (8. epidermidis, S. warneri, S. haemolyticus, S. hyicus e S. chromogenes)
identificadas foram relatadas por Langoni et al. (2011) e Chagas et al. (2012) pelo frequente

envolvimento em casos de mastite.
49



Considerados por muito tempo como agentes pouco patogénicos para a glandula
mamaria de bovinos, ECN passaram a ser considerados como patdégenos emergentes da
mastite, sobretudo para vacas primiparas e em rebanhos nos quais as infec¢des por S. aureus e
S. agalactiae foram controladas (SEARS; MCCARTHY, 2003; TENHAGEN et al., 2006).

Como destacado por Pyoréld e Taponen (2009), o isolamento de ECN em amostras de
leite de vacas com MC e subclinica nem sempre significa que estes sejam 0s responsaveis
pela infeccdo, podendo ser resultado da contaminagcdo da amostra com microrganismos
presentes na pele dos tetos.

C. bovis e Klebsiella spp. representaram juntos 11,4% (18/159) dos agentes isolados.
Os géneros Enterobacter sp., Enterococcus sp., Serratia sp., Bacillus sp. € as espécies S.
dysgalactiae ¢ S. bovis foram isolados em pequeno numero de amostras. Mota et al. (2012)
relataram a elevada prevaléncia de infec¢des intramamarias por Corynebacterium spp., que
neste estudo foi isolado em apenas nove das 204 amostras submetidas a cultura
microbiologica e representou 5,7% dos agentes isolados. A baixa prevaléncia de
Corynebacterium spp. difere do observado em estudos conduzidos em diferentes regidoes do
Brasil (FILIPPSEN, 1999; BARBALHO; MOTA, 2001; BUENO et al., 2003; FERREIRA et
al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009, 2010, 2011; MARTINS et al., 2010; MOTA et al., 2011).

4.4 Susceptibilidade Antimicrobiana - Teste de Disco Difusio em Agar

No geral, as maiores porcentagens de sensibilidade foram observadas para
enrofloxacina (100%), ceftiofur (99%) e cefalotina (91%).

Outros antimicrobianos com boa eficacia contra os agentes isolados foram
sulfametoxazol com trimetoprim (87%) e gentamicina (82%). Os menores resultados foram
observados para tetraciclina (62%) e neomicina (63%) (Tabela 05).

As menores porcentagens de sensibilidade foram observadas para bactérias Gram
negativas, especialmente para oxacilina (10%), ampicilina (27%), tetraciclina (33%) e
gentamicina (34%). Os mesmos antimicrobianos tiveram boa eficicia contra agentes Gram
positivos, variando entre 68 (tetraciclina) e 97% (oxacilina).

Nao houve diferenga significativa entre bactérias Gram positivas € negativas sensiveis
aos antimicrobianos enrofloxacina (P = 1,000), espiramicina (P = 0,599), neomicina (P =

0,895) e a associagao sulfametoxazol com trimetoprim (P = 0,305).
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Tabela 05: Sensibilidade antimicrobiana in vitro (teste de disco difusdo em agar) de bactérias
Gram positivas e Gram negativas isoladas de amostras de leite de vacas com mastite clinica

em cinco rebanhos bovinos no municipio de Resende, RJ

Gram positivas Gram negativas Todas

Antimicrobiano N° % N° % P-valor’ N° %

Ampicilina 102 86 8 27 <0,001 110 74
Cefalotina 118 94 25 78 0,011 143 91
Ceftiofur 119 100 28 93 0,039 147 99
Enrofloxacina 119 100 30 100 1,000 149 100
Espiramicina 54 73 21 81 0,599 75 75
Gentamicina 118 94 11 34 <0,001 129 82
Neomicina 79 63 20 63 0,895 99 63
Oxacilina 115 97 3 10 <0,001 118 79
Sulfatrim’ 106 89 24 80 0,305 130 87
Tetraciclina 83 68 10 33 0,001 93 62

"Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher. “Sulfametoxazol com trimetoprim.

Na tabela 6, observa-se a porcentagem de sensibilidade antimicrobiana pelo TDD de

157 bactérias 1soladas de amostras de leite de vacas com MC.

Tabela 06: Sensibilidade antimicrobiana, pelo teste de disco difusdo em agar, de bactérias

isoladas de amostras de leite de vacas com mastite clinica

Porcentagem de bactérias sensiveis

Agente isolado N° AM CFL CN CTF ENO ESP NEO OXA SUT TE
C. bovis 9 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Estrep. ambientais' 6 100 100 100 100 100 100 67 100 17 100
E. coli 15 23 93 53 100 100 92 100 8 100 46
ECN? 21 95 95 95 100 100 100 90 95 100 81
Enterobacter sp. 1 100 100 100 100 100 100 100 0 100 100
Klebsiella spp. 9 33 67 22 100 100 100 33 22 100 22
Micrococcus spp. 6 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Pseudomonas spp. 6 0 67 0 67 100 0 0 0 0 0
S. agalactiae 55 100 100 100 100 100 100 35 100 85 42
S. aureus 2227 100 100 100 100 36 100 86 100 100
S. marcescens 1 100 0 0 100 100 100 100 0 100 100
T. pyogenes 6 - 0 0 - - 0 0 - - -

"Enterococcus spp. (n = 3), S. dysgalactiae (n = 2) e S. bovis (n = 1) foram agrupados como estreptococos
ambientais. °S. epidermidis (n = 6), S. haemolyticus (n = 6), S. warneri (n = 4), S. hyicus (n = 3) e S.
chromogenes (n = 2) foram agrupados como estafilococos coagulase negativos. AM = ampicilina. CFL =
cefalotina. CN = gentamicina. CTF = ceftiofur. ENO = enrofloxacina. ESP = espiramicina. NEO = neomicina.
OXA = oxacilina. SUT = sulfametoxazol com trimetoprim. TE = tetraciclina.Traco (—) indica que o agente
isolado ndo foi testado contra o antimicrobiano indicado.
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Das amostras de S. aureus, todas foram sensiveis para cefalotina, gentamicina,
ceftiofur, enrofloxacina, neomicina, sulfametoxazol com trimetoprim e tetraciclina. A
oxacilina apresentou boa eficdcia in vitro com 86% das amostras sensiveis. Em discordancia
com os resultados obtidos para cefalotina e ceftiofur, Souza et al. (2005b) relataram que
estafilococos isolados do leite de vacas com mastite quase sempre apresentam altos indices de
resisténcia aos antibidticos B-lactamicos.

S. aureus apresentaram resisténcia para ampicilina (16/22, 73%), espiramicina (14/22,
64%) e oxacilina (3/22, 14%).

Chagas et al. (2012) verificaram que 100% dos estafilococos foram sensiveis para
gentamicina e ciprofloxacina, entretanto resistentes para tetraciclina e oxacilina. Os resultados
obtidos no presente estudo, para gentamicina (100%) e fluoroquinolonas (enrofloxacina)
(100%), corroboram esta informagdo, com altos indices de sensibilidade obtidos para ambos,
no entanto contrariam os resultados obtidos para tetraciclina, onde nao foi observada
resisténcia e para oxaciclina com 86% de sensibilidade observada.

As amostras de S. agalactiae foram 100% sensiveis a sete (70%) dos 10
antimicrobianos testados e apresentou boa sensibilidade para sulfametoxazol com trimetoprim
(85%). Baixa sensibilidade foi observada somente para tetraciclina (42%) e neomicina (35%).

E. coli apresentou 100% de sensibilidade para quatro (40%) dos 10 antimicrobianos
testados. Diferentes porcentagens de sensibilidade foram obtidas para seis antimicrobianos.
Os antimicrobianos com menor eficdcia contra este agente foram a oxacilina (8%), ampicilina
(23%) e tetraciclina (46%). A cefalotina e a espiramicina apresentaram boa eficacia contra
93% e 92%, respectivamente, das amostras isoladas.

Moreira et al. (2008) caracterizaram a resisténcia de E. coli isoladas de mastite bovina
envolvendo a neomicina, gentamicina e tetraciclina. Igualmente ao observado por estes
autores, E. coli isoladas no presente estudo foram, em grande parte, resistentes para
gentamicina e tetraciclina. Zanette et al. (2010) coletaram 55 amostras de leite de vacas com
suspeita de mastite e encontraram 31% de resisténcia para tetraciclina. A propor¢do de
resisténcia para este antimicrobiano foi maior no presente estudo.

Amostras de ECN foram 100% sensiveis a quatro (40%) dos 10 antimicrobianos
testados. Boa eficacia in vitro foi observada para seis antimicrobianos: ampicilina (95%),

cefalotina (95%), gentamicina (95%), oxacilina (95%), neomicina (90%) e tetraciclina (81%).
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Os S. warneri (n = 4), S. hyicus (n = 3) e S. chromogenes (n = 2) isolados foram sensiveis a
todos os antimicrobianos testados.

Resultados divergentes foram obtidos por Machado et al. (2008) que ao avaliarem a
susceptibilidade in vitro de ECN isolados de leite de vacas com MC ou subclinica observaram
elevada resisténcia para ampicilina (85%), oxacilina (80%), gentamicina (44%), neomicina
(59%) e sulfametoxazol com trimetoprim (52%). Freitas et al. (2005) avaliaram o perfil de
susceptibilidade antimicrobiana de 59 cepas de ECP isoladas de amostras de leite de vacas
com mastite do Estado de Pernambuco obtendo para a associacdo sulfametoxazol com
trimetoprim a maior taxa de sensibilidade (95%), semelhante ao presente estudo.

E. coli, Klebsiella spp. e Pseudomonas spp., bactérias Gram negativas de origem
ambiental apresentaram baixa sensibilidade a um grande numero de antimicrobianos e
associagdes testadas, no entanto todas foram sensiveis a enrofloxacina. Nenhuma das seis
amostras de Pseudomonas spp. foi sensivel a sete (70%) dos 10 antimicrobianos testados.
Todas as amostras de C. bovis (n = 9) e Micrococcus spp. (n = 6) apresentaram 100% de
sensibilidade a todos (n = 20) os antimicrobianos testados.

Bactérias identificadas como Trueperella pyogenes foram testadas apenas contra
cefalotina, gentamicina, espiramicina € neomicina, ndo sendo evidenciada sensibilidade aos

quatro (100%) antimicrobianos testados.

4.5 Susceptibilidade Antimicrobiana — Prova da Redutase Adaptada

No geral, os resultados de susceptibilidade foram obtidos em tempo significativamente
menor pela PRA (11 horas) comparado ao TDD (144 horas = 6 dias) (P <0,001). Das
amostras submetidas a PRA, 9,1% (13/143) ndo reduziram o AM dentro do periodo de
observagao (48 horas), tanto nos tubos controles quanto nos respectivos testes. Nesses casos
nao foi possivel obter o resultado de susceptibilidade antimicrobiana pela PRA. O fato de
apenas 13 em 143 amostras ndo reduzirem o AM no periodo de 48 horas contraria os relatos
de Nero et al. (2000) e Pereira et al. (2012) sobre a interferéncia de leucécitos, presentes nas
amostras de leite, sobre os testes de reducao. De acordo com Nero et al. (2000), o elevado
numero de resultados falso-positivos no teste de redugdo poderia ser justificado pelo forte

carater redutor dos leucocitos presentes nas amostras. Assim, seria esperado que todas as
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amostras submetidas a PRA apresentassem redugdo do AM, uma vez que todas foram
oriundas de casos de MC e com elevadas CCS, sobretudo leucocitos.

Das amostras que ndo reduziram o AM dentro do periodo de observagdo, 53,8% (7/13)
nao resultaram em isolamento do agente na cultura microbioldgica, ndo sendo possivel avaliar
a susceptibilidade também pelo TDD. Conforme Hobbs (1939), o crescimento em placa
ocorre pelas bactérias vidveis que irdo crescer, de acordo com as condi¢des de cultivo, e a
prova de reducdo do AM avalia o grau de atividade das bactérias presentes na amostra, nas
condi¢gdes do teste, sendo em algumas condi¢des mais adequada para avaliar a atividade
bacteriana na amostra, o que pode explicar a auséncia de reducao nesses casos.

Como nao foi necessario o isolamento microbioldégico na PRA, a susceptibilidade
antimicrobiana pela PRA foi obtida também a partir de amostras que ndo resultaram em
isolamento do agente em cultura em placa. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre
as taxas de sensibilidade obtidas na PRA em amostras com e sem crescimento microbioldgico

em placa (Tabela 07).

Tabela 07: Sensibilidade antimicrobiana de amostras de leite de vacas com mastite clinica,
avaliada pela prova da redutase adaptada (PRA) para seis antimicrobianos intramamarios, em

relagdo ao resultado na cultura microbioldgica

Cultura microbiolégica

Com crescimento Sem crescimento
Antimicrobiano N° (%)  Total N° (%)  Total P-valor'
Gentamicina 73 (75,3) 97 26 (72,2) 36 0,894
Cefoperazone 72 (67,9) 106 27 (73,0) 37 0,714
Cefquinoma 64 (78,0) 82 24 (80,0) 30 0,970
Cloxacilina com ampicilina 64 (77,1) 83 24 (82,8) 29 0,707
Cefalexina com neomicina 31(63,3) 49 8(53,3) 15 0,698
Espiramicina com neomicina 9 (52,9) 17 1(16,7) 6 0,179

'Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher.

A comparagdo entre as taxas de sensibilidade obtidas nos testes (TDD e PRA) foram
realizadas com dados da sensibilidade de amostras que resultaram em culturas puras ou
mistas.

No geral, maiores taxas de sensibilidade foram obtidas na avaliacao pelo TDD quando
comparadas com as taxas obtidas pela PRA para os mesmos antimicrobianos. As taxas de
sensibilidade avaliadas pela PRA e TDD para os antimicrobianos: gentamicina (74,4% - PRA;
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82,2% - TDD) e a associagdo de cloxacilina com ampicilina (78,6% - PRA; 84,6% - TDD),
foram equivalentes (P >0,05). Para o cefoperazone, cefquinoma, associagdes de cefalexina
com neomicina, ¢ cefalexina com neomicina as diferengas de sensibilidade entre os testes
foram significativas (P <0,05) (Tabela 08).

Em semelhanca aos resultados de sensibilidade obtidos no presente estudo, alguns
autores (MYLLYS et al., 1992; LOUHI et al., 1992; OWENS et al., 1993; LOUHI-LEHTIO
et al., 1994; FANG; PYORALA, 1996) relataram que antimicrobianos da classe dos
macrolideos, aminoglicosideos, B-lactdimicos e quinolonas podem apresentar atividade

reduzida no leite.

Tabela 08: Sensibilidade antimicrobiana de amostras de leite de vacas com mastite clinica,
avaliada pela prova da redutase adaptada (PRA) e teste de disco difusdao em agar (TDD) para

diferentes antimicrobianos

PRA TDD
Antimicrobiano N° (%) Total N° (%) Total  P-valor'
Gentamicina 99 (74,4) 133 129 (82,2) 157 0,145
Cefoperazone 99 (69,2) 143 145 (92,4) 157 <0,001
Cefquinoma 88 (78,6) 112 55 (96,5) 57 0,005
Cloxacilina com ampicilina 88 (78,6) 112 126 (84,6) 149 0,278
Cefalexina com neomicina 39 (60,9) 64 146 (93,0) 157 <0,001
Espiramicina com neomicina 10 (43,5) 23 110 (91,7) 120 <0,001

'Teste do Qui-quadrado.

Louhi et al. (1992) ao testarem quatro cepas de S. aureus sensiveis a 16
antimicrobianos observaram que para obter uma atividade supressora equivalente, culturas de
leite necessitaram de concentragdes maiores dos antimicrobianos do que as respectivas
culturas em caldo com resazurina. Louhi-Lehtio et al. (1994) relataram que a atividade
antibacteriana da espiramicina, ampicilina e da associa¢dao trimetoprim com sulfadoxina
diminuiu significativamente quando caldo nutriente foi substituido por leite. Em outro estudo,
Fang e Pyorild (1996) observaram que a susceptibilidade antimicrobiana de isolados de E.
coli contra a tetraciclina, as associagdes trimetoprim com sulfadoxina, e ampicilina com
enrofloxacina foi significativamente menor em testes de susceptibilidade in vitro realizados
no leite do que em meio de cultura artificial.

Segundo Fang e Pyoréld (1996) o leite de quartos mamadarios com mastite possui

fagocitos e altas concentragcdes de elementos (complemento, lisozima, lactoferrina e
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imunoglobulina) importantes nos mecanismos de defesa da glandula mamaria que podem
interagir com os antimicrobianos afetando o resultado do tratamento, e contribuindo para a
divergéncia entre os resultados in vitro e in vivo. Assim, considera-se que estes mesmos
elementos estariam presentes no leite por ocasido do teste de susceptibilidade pela PRA, o que
poderia contribuir para uma maior acuracia do resultado obtido pelo teste. Os mesmos
pesquisadores sugeriram que a qualidade nutricional do meio de cultura seria um fator
importante para o resultado no teste de susceptibilidade. Também neste caso, a utilizagdo do
leite na avaliacdao da susceptibilidade pela PRA seria benéfica, pelo fato do leite ser rico em
nutrientes, ¢ adequado ao desenvolvimento dos microrganismos que estdo adaptados ao
crescimento no leite como indicado por Cousins e Bramley (1987).

Os antimicrobianos testados na PRA foram aqueles disponiveis para a administragao
intramamaria, contendo um ou mais antimicrobianos em sua composi¢do. Assim, OS
resultados de susceptibilidade obtidos pela PRA para os produtos contendo espiramicina com
neomicina, cefalexina com neomicina, e cloxacilina com ampicilina representaram o efeito da
acdo combinada destes antimicrobianos sobre as bactérias presentes nas amostras. Para o
resultado obtido pelo TDD foi necessaria a interpretacdo dos resultados individuais para cada
antimicrobiano, uma vez que a combinacao destes antimicrobianos, ndo estdo disponiveis nos
laboratodrios de diagndstico.

Thornsberry et al. (1997) observaram que os testes individuais de antimicrobianos
podem ndo representar precisamente a agdo combinada entre eles. Em adicao, Owens et al.
(1997) relataram que a susceptibilidade in vitro, de diferentes espécies bacterianas isoladas de
casos da mastite, foi maior para a combina¢do de antimicrobianos quando comparada com
resultados de antimicrobianos individuais, sugerindo um efeito aditivo da combinagdo. O
efeito da acdo individual ou combinada de antimicrobianos sobre a susceptibilidade
antimicrobiana de patogenos causadores da mastite ndo foi especificamente avaliada neste
estudo, porém na PRA, foram testados trés produtos com associagdo de antimicrobianos
(cloxacilina com ampicilina, cefalexina com neomicina, ¢ cefalexina com neomicina),
conforme disponiveis para o tratamento intramamario, o que pode ter significado um

resultado mais adequado da susceptibilidade para agentes etioldgicos da mastite.
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4.6 Caracteristicas dos Protocolos de Tratamento

Para avaliagao dos resultados de tratamento, dos casos de MC inscritos no amplo
estudo (n = 246), foram excluidos os casos cujas vacas nao receberam tratamento
antimicrobiano intramamario (n = 8), foram vendidas (n = 7), tiveram a lactacao interrompida
(secagem) (n = 3) ou morreu (n = 1) antes da avaliacdo do tratamento. Desta forma, fizeram
parte deste estudo 227 casos clinicos de mastite.

Dos 227 casos clinicos selecionados para este estudo, 135 foram inscritos no P1 e 92
no P2.

Dos antimicrobianos intramamarios utilizados nos tratamentos, os produtos comerciais
contendo gentamicina (107/227, 47,1%) ou cefoperazone (63/227, 27,8%) foram utilizados
com maior frequéncia, seguidos por cloxacilina com ampicilina (20/227, 8,8%), espiramicina
com neomicina (16/227, 7,0%), cefalexina com neomicina (14/227, 6,2%) e cefquinoma
(7/227, 3,1%).

O maior uso de produtos contendo gentamicina ou cefoperazone foi condizente com o
histérico de uso de medicamentos nas propriedades e com os antimicrobianos indicados para
o tratamento intramamario de vacas com mastite na lactacdo (SANTOS; FONSECA, 2007), e
também ocorreu em fun¢do da maior disponibilidade destes produtos no comércio local. Em
concordancia com o uso destes produtos, Pontes Netto et al. (2005) evidenciaram um maior
uso de aminoglicosideos e B-lactdmicos em rebanhos leiteiros.

Produtos contendo gentamicina, cefoperazone ou a associagdo cloxacilina com
ampicilina foram utilizados tanto no P1 (n = 61, 29 e 8, respectivamente) quanto no P2 (n =
46, 34 e 12, respectivamente). Produtos compostos pelas associagdes espiramicina com
neomicina (n = 16), cefalexina com neomicina (n = 14), ou por cefquinoma (n = 7) foram
utilizados somente no protocolo 1.

Em dois rebanhos foi observado o uso de um produto contendo a associagdo
espiramicina (bacteriostatico) com neomicina (bactericida) no tratamento de 16 dos 135
(11,9%) casos clinicos no P1. Segundo Kherli e Harp (2001), pelo fato da fagocitose estar
diminuida na glandula mamaria durante um caso de mastite, deve-se optar pelo uso de um
antimicrobiano com acao bactericida, ao invés de bacteriostatica.

Geralmente, os fabricantes recomendam para a terapia dos casos de MC o uso dos

antimicrobianos intramamarios em aplicacdes de um a trés dias consecutivos, mantendo-se o
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tratamento apds o desaparecimento dos sintomas, durante um periodo nao inferior a 48 horas.
Desta forma, no P1 foi instituida a terapia minima recomendada por 3 dias (tratamento
convencional) e no P2 optou-se pela terapia com administra¢do intramamaria até um dia apds
o desaparecimento dos sinais clinicos da MC e no méaximo por nove dias (tratamento
estendido). Tratamentos mais longos sdo geralmente associados a uma maior probabilidade de
cura (SOL et al., 2000; GILLESPIE et al., 2002). A duracao do tratamento realizada no P2 foi
baseada nos resultados obtidos por Gillespie et al. (2005).

Dos casos inscritos no P2, a duragao média do tratamento foi de 5,2 dias e variou entre
3 e 9 dias. A duragdo do tratamento nao variou significativamente entre as propriedades 2 (4,2
dias) e 4 (5,2 dias) (P = 0,170), nem entre os casos com manifestagdes leves (5,1 dias) ou
moderadas (5,6 dias) (P = 0,502). Diferenga significativa também ndo foi observada na
duracgdo do tratamento entre casos que resultaram ou ndo na cura clinica (5,2 contra 4,9 dias, P
=0,621) ou cura bacteriolédgica (5,3 contra 4,9 dias, P = 0,399).

No geral, o tratamento estendido (5,2 dias) durou 2 dias a mais que o convencional (3
dias), o que contribuiu para o descarte do leite de mais quatro ordenhas em comparagdo com o
tratamento convencional, representando para os produtores uma perda maior, além do custo
do tratamento prolongado.

As proporgdes de cura clinica e bacteriologica obtidas no P1 foram de 68,9% (93/135)
e 26,9% (18/67), respectivamente, ¢ no P2 foram de 87,0% (80/92) e 60,8% (48/79),
respectivamente.

Do total de casos tratados de forma convencional e que foram associados ao
isolamento de S. aureus em cultura pura, 28,6% (4/14) resultaram em cura bacteriologica,
sendo este valor proximo ao encontrado por Rodrigues (2008) (33%) utilizando cefquinoma
no tratamento estendido por 6 dias, e inferior ao relatado por Langoni et al. (2000a) (67%)
ap6s tratamento convencional com amoxicilina. A cura bacterioldogica dos casos onde o S.
aureus foi o Unico agente isolado mostrou-se satisfatoria, pela equivaléncia com dados de
Rodrigues (2008) com o tratamento estendido. Nao foram registrados casos por S. aureus no
periodo em que os animais foram tratados com o tratamento estendido (P2).

Mastites causadas por S. agalactiae ¢ que receberam tratamento estendido com
gentamicina resultaram em 66,7% (16/24) de cura bacteriologica, valor semelhante ao
relatado por Langoni et al. (2000b) (60%) utilizando enrofloxacina no tratamento

convencional.
58



Em conformidade com o que foi apontado por Freitas et al. (2005), no presente estudo
foi comum o relato da troca de medicamentos, para outro produto contendo o mesmo
principio ativo, mediante resultado insatisfatério no tratamento. A gentamicina, um dos
produtos mais usados nas propriedades em estudo, ¢ a base de pelo menos seis
antimicrobianos intramamarios comerciais (Genta F®, Gentatec Mastite®, Mastifin®,
Mastilac®, Mastizone Plus Lactagdo® e Topmast®). Essa variedade de nomes comerciais
para produtos com a mesma composi¢ao ¢ um problema para o pecuarista, podendo contribuir

para a falha nos tratamentos.

4.7 Cura Clinica

A cura clinica, definida como o retorno da secrecdo normal do leite e o
desaparecimento dos sinais clinicos de inflamagcdo (SCHUKKEN; DELUYKER, 1995), foi
obtida em 76,2% (173/227) dos casos apds o tratamento intramamario, sendo 68,9% (93/135)
no P1 e 87,0% (80/92) no P2.

A proporg¢do de cura clinica no P1 (68,9%) foi semelhante a reportada por Guterbock
et al. (1993) para casos clinicos tratados convencionalmente com cefapirina ou amoxicilina
(66,7% e 67,6%, respectivamente) e por Maiolino et al. (2013) (70%) utilizando gentamicina
no tratamento convencional. Por outro lado, no mesmo estudo, Maiolino et al. (2013)
obtiveram taxas de cura obtidas no tratamento com cefoperazone (50%) e ciprofloxacina
(50%) inferiores a taxa obtida no presente estudo.

No P2, a propor¢ao de cura obtida (87,0%) foi superior a relatada por Roy et al. (2009)
(77,6%) ao determinarem a eficacia do tratamento estendido, por 5 dias, com cefapirina em
vacas leiteiras cronicamente infectadas por S. aureus.

Em outros estudos foram relatadas propor¢des semelhante as obtidas no presente
estudo (MCDOUGALL et al., 2007; MAIOLINO et al. 2013). McDougall et al. (2007) apds
tratamento convencional com penicilina procaina (86%), cefuroxima (80%), uma
cefalosporina de 2% gerag¢ao, e uma combinagdo de penicilina procaina e dihidroestreptomicina
(84%), e por Maiolino et al. (2013) no tratamento estendido com cefoperazone (90%) ou
ciprofloxacina (80%).

A reagdo negativa no CMT foi observada em 22,5% (51/227) dos casos apos o

tratamento, sendo 5,9% (8/135) no P1 e 46,7% (43/92) no P2. No geral, 53,7% (122/227) dos
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casos assumiram a forma subclinica da doenga apds o tratamento, sendo 63,0% (85/135) no
P1 e 40,2% (37/92) no P2. A forma subclinica foi avaliada por qualquer reacdo positiva CMT,
representando parte dos casos de cura clinica pelo fato de ndo terem sido evidenciadas
alteragdes macroscopicas no leite apos o tratamento. Como sugerido por Erskine et al. (1993)
e Costa (2002), o sucesso terap€utico pode ser melhor avaliado pela auséncia dos sintomas
clinicos da mastite do que pela eliminagdo total do patégeno. Em geral, exceto em condi¢des
experimentais, nao se avalia o resultado do tratamento da mastite pela redu¢ao na CCS e/ou
eliminacdo do agente, mas sim pelo retorno ao aspecto normal e comercializacdo do leite
produzido. Nesse sentido, os resultados foram favoraveis. Corroborando estas observagdes,
Pol e Ruegg (2007a) relataram que 75% dos produtores, que participaram de um estudo sobre
praticas de tratamento em rebanhos leiteiros, avaliaram a cura da doenga pela observacao do
leite com aspecto normal.

Os produtores muitas vezes associam as perdas econdmicas ao leite total descartado
devido ao tratamento contra mastite, independentemente do quarto mamario afetado e sua
recuperagdo. No entanto, os registros de informacdes individuais sobre o quarto afetado e
patogenos isolados seriam uteis para as decisOes terapéuticas futuras. Em alguns casos, a
secagem do quarto mamario cronicamente infectado poderia ser o tratamento ideal quando
comparado com tratamentos repetitivos com baixa resposta as terapias antimicrobianas
(PINZON-SANCHEZ; RUEGG, 2011).

Insucesso no tratamento (23,8%, 54/227) foi observado em 31,1% (42/135) dos casos
no P1 e em 13,0% (12/92) no P2, a maioria relacionados as recidivas (24/42, 57,1% no P1;
8/12, 66,7% no P2) que tém sido descritas quando um segundo caso clinico ocorre no mesmo
quarto mamario em intervalos que variam de 1 a 90 dias apos o primeiro caso (WENZ et al.,
2005; SCHUKKEN et al., 2009; PINZON-SANCHEZ; RUEGG, 2011).

Diversos fatores podem contribuir para a falha no tratamento destacando-se o tempo
de tratamento, o intervalo de aplicacdes, a dose, e o produto utilizado. Adicionalmente, deve-
se considerar o tipo de infec¢ao, o agente envolvido, o historico de uso de antimicrobianos na
propriedade e a susceptibilidade do agente em testes in vitro. Além disso, as condigdes de
realizagdo dos exames laboratoriais podem influenciar os resultados do tratamento
(CONSTABLE; MORIN, 2003).

A escolha de drogas antimicrobianas por meio da classificacdo das bactérias pela

coloragao de Gram ¢ um recurso rapido e util que pode orientar a escolha direcionada para
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grupo especifico de agentes (MOTA et al., 2010). Neste contexto, foram consideradas para
cada protocolo (P1 ou P2), a origem (contagiosa ou ambiental/oportunista) e a classificagao
do agente isolado pela coloragdo de Gram (positiva ou negativa) para avaliagdo da cura
clinica e bacteriologica.

Como demonstrado na Tabela 09, as proporg¢des de cura obtidas apos o tratamento nao
diferiram significativamente quando os agentes isolados, em cultura pura, na amostra PRE
foram classificados como de origem contagiosa ou ambiental/oportunista no P1 (P=0,653) e
no P2 (P=0,656).

Embora maiores propor¢des de cura tenham sido observadas nos casos em que o
agente na amostra PRE foi identificado como Gram negativo, a maior probabilidade de cura
clinica nio foi associada com coloragdo do agente na amostra PRE no P1 (P = 0,502) e nem
no P2 (P = 1,000). A auséncia de associagdo para os mesmos critérios foi observada por
Gutermock et al. (1993) com proporgdes de cura semelhantes para bactérias Gram positivas

(53%) e Gram negativas (68%), equivalentes as propor¢des obtidas no presente estudo no P1.

Tabela 09: Cura clinica em vacas com mastite clinica, tratadas por trés dias consecutivos e
avaliadas quatro dias apos o fim do tratamento (Protocolo 1) ou até um dia apds o
desaparecimento dos sinais clinicos e avaliadas 14 dias apos o fim do tratamento (Protocolo
2), em funcdo da caracterizagdo do agente isolado em cultura pura de amostras de leite

coletadas antes do inicio do tratamento

Protocolo 1 Protocolo 2
Caracteriza¢do do N°(%) Total P-valor! N°(%) Total P-valor'
agente
Origem 0,653 0,656
Contagiosa 18 (66,7) 27 29 (82,9) 35
Ambiental/oportunista 16 (57,1) 28 13 (92,9) 14
Gram 0,502 1,000
Positiva 26 (59,1) 44 38 (84,4) 45
Negativa 8 (72,7) 11 4 (100,0) 4

'Teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher.

4.8 Cura Bacteriologica

Dos 227 casos selecionados, nao foi possivel a avaliacao da cura bacterioldgica em 81
(n =68, no P1 e n =13, no P2), pois as amostras POS nao foram coletadas ou foram perdidas.
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A cura bacterioldgica, considerada quando a cultura foi negativa na amostra POS tratamento,
ocorreu em 45,2% (66/146) dos casos, sendo 26,9% (18/67) no P1 e 60,8% (48/79) no P2.

Apesar da dificuldade na comparagdo da cura bacteriologica entre diferentes estudos,
as propor¢des de cura bacteriologica observadas neste estudo foram consistentes com
resultados reportados em pesquisas anteriores. Guterbock et al. (1993) obtiveram cura
bacteriologica de 27,3% apods o tratamento convencional com amoxicilina em um dos trés
rebanhos estudados. Hoe e Ruegg (2005) relataram cura bacteriologica de 38,2% apds o
tratamento intramamario convencional em uma propriedade com alta CCS no leite do tanque.

Para o P2, a propor¢do de cura bacterioldgica foi semelhante as observadas por
Truchetti et al. (2014) no tratamento com ceftiofur, por 8 dias (61,0%), e por Pinzon-Sanchez
e Ruegg (2011) apds tratamento estendido com ceftiofur (77% de cura geral e 63% de cura
em casos por bactérias Gram positivas).

Considerando apenas a falha no tratamento (isolamento da mesma bactéria nas
amostras PRE e POS tratamento) como auséncia de cura, esta propor¢io foi de 52,5% (21/40)
no Pl e 94,9% (75/79) no P2. Utilizando a mesma forma de avaliacdo para cura
bacteriologica, McDougall (2003) relatou 77% de cura para casos clinicos tratados com a
associacao de lincomicina com neomicina ou penicilina com dihidroestreptomicina, 20 dias
apos o fim do tratamento. Em outro estudo, Roberson et al. (2004) obtiveram 67% de cura
bacteriologica apos tratamento convencional com amoxicilina com avaliagdo aos 36 dias apos
o diagnostico da doenga. McDougall et al. (2007) obtiveram 74% de cura, 30 dias apds o fim
do tratamento convencional com penicilina procaina, cefuroxima, e uma combinacao de
penicilina procaina e dihidroestreptomicina. Pela diversidade de agentes e periodos de
avaliagdo ap0s o tratamento ¢ dificil comparar os resultados de diferentes estudos.

A cura bacteriologica nao foi associada com a coloragdo do agente (Gram) isolado na
amostra PRE tanto no P1 (P=0,673) quanto no P2 (P=1,000) (Tabela 10) em semelhanga ao
que foi relatado anteriormente por Guterbock et al. (1993).

Em concordancia com o relato de McDougall (2003), ndo houve associacdo entre
origem (contagiosa ou ambiental/oportunista) do agente ¢ a maior probabilidade na cura
bacteriologica no P1 (0,656) e no P2 (P=1,000).

As taxas de cura obtidas no tratamento estendido (P2) foram maiores do que as
reportadas por Lago et al. (2011) para casos tratados com cefapirina que resultaram no

isolamento de bactérias Gram positivas (55%) e semelhantes quando os agentes isolados
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foram Gram negativos (78%). Pinzén-Sanchez e Ruegg (2011) também relataram a auséncia
de associagdo entre a taxa de cura bacteriologica e o diagnostico microbioldgico da amostra
PRE, e encontraram taxas de cura, para casos que resultaram no isolamento de bactérias Gram

negativas (75%) ou positivas (63%), semelhantes as encontradas no presente estudo.

Tabela 10: Cura bacteriologica em vacas com mastite clinica, tratadas por trés dias
consecutivos e avaliadas quatro dias apds o fim do tratamento (Protocolo 1) ou até um dia
ap6és o desaparecimento dos sinais clinicos e avaliadas 14 dias apds o fim do tratamento
(Protocolo 2), em funcao da caracterizagdo do agente isolado em cultura pura de amostras de

leite coletadas antes do inicio do tratamento

Protocolo 1 Protocolo 2
Caracteriza¢do do N°(%) Total P-valor! N°(%) Total P-valor'
agente
Origem 0,659 1,000
Contagiosa 8 (40,0) 20 19 (67,9) 28
Ambiental/oportunista 6 (28,6) 21 9(69,2) 13
Gram 0,673 1,000
Positiva 11 (32,4) 34 25 (67,6) 37
Negativa 3(42,9) 7 3(75,0) 4

'Teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher.

Quanto as taxas gerais de cura, considerando os dois protocolos (P1 e P2) juntos,
foram observadas curas clinicas e bacteriologicas de 76,2% (173/227) e 45,2% (66/146),
respectivamente. Assim a cura bacterioldgica foi obtida em aproximadamente 60% dos casos
que resultaram em cura clinica, um dado favordvel pela diversidade de agentes,
antimicrobianos e tempo de tratamento.

Segundo Dopfer et al. (1999), a cura clinica sem cura bacteriologica pode resultar na
recidiva da doenga no mesmo quarto mamario, transmissao do agente para outros quartos ou
outras vacas, mesmo quando as infec¢des sdo causadas por agentes ambientais. Portanto,
quando vacas infectadas sao mantidas no rebanho, medidas de seguranca devem ser tomadas
com o objetivo de minimizar os riscos na transmissao dos patogenos.

A cura bacterioldgica embora importante na avaliagdo da eficacia do tratamento contra
mastite, ndo tem significado pratico. Sua utilizagdo pode requerer multiplas culturas do leite
tornando o seu uso, para todos os casos, economicamente inviavel na realidade das
propriedades produtoras de leite (BARROS et al., 2013).
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4.9 Resultados de Tratamento de Acordo com a Susceptibilidade Antimicrobiana

Avaliada através da PRA e TDD

Segundo Erskine et al. (1993), a escolha dos antimicrobianos deve ser baseada na
interpretagdo dos resultados de testes de susceptibilidade in vitro cujo objetivo ¢ aumentar as
chances em obter melhores resultados com o tratamento. Em estudo recente, Garino Jr et al.
(2006) observaram que as taxas de cura clinica e bacteriologica de casos da MC, que tiveram
a susceptibilidade in vitro avaliada para escolha do tratamento, foram superiores as taxas de
cura dos casos nos quais o perfil de susceptibilidade ndo foi avaliado. Por outro lado, o uso do
antibiograma para escolha da terapia antimicrobiana tem sido questionado, pela frequente
discordancia dos resultados obtidos in vitro e in vivo (OWENS et al., 1997; HOE; RUEGG.
2005; APPARAO et al., 2009).

Neste contexto, foram consideradas para cada protocolo (P1 e P2), as propor¢des de
cura clinica e bacteriologica obtidas em relagdo a susceptibilidade antimicrobiana dos agentes,
nas amostras PRE, obtida pela PRA ¢ TDD (Tabelas 11 ¢ 13).

A proporcao de cura clinica e bacteriologica obtida com amostras resistentes pelo
TDD e tratadas no P2 ndo foram utilizadas para comparagdo uma vez que apenas duas
amostras (Pseudomonas spp.) foram incluidas neste grupo.

Corroborando os relatos de Shpigel. (1998), e Constable ¢ Morin (2002), uma maior
propor¢ao numérica de cura clinica foi observada nos casos em que os agentes foram
sensiveis aos antimicrobianos utilizados (Tabela 11). Na avaliagdo da susceptibilidade pela
PRA, amostras sensiveis resultaram em propor¢do de cura clinica (80,9%) significativamente
maior comparada com amostras resistentes (30,3%) no P1 (P <0,001). Entretanto, no P2 as
propor¢oes de cura clinica para amostras sensiveis (93,3%) e resistentes (85,7%) foram
equivalentes (P = 0,450).

Pelo TDD, a propor¢do de cura clinica das amostras sensiveis no P1 (73,2%) foi
numericamente maior que a propor¢ao de cura clinica com amostras resistentes (47,1%), mas
sem diferenca significativa (P = 0,086).

Quando as proporg¢des de cura clinica foram associadas com a susceptibilidade obtida
pela PRA e TDD (somente amostras sensiveis), ndo foi evidenciada diferenca significativa

entre os testes tanto no P1 quanto no P2. As propor¢des de cura clinica obtidas para amostras
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sensiveis pela PRA e TDD, respectivamente, foram de 80,9% e 73,2% no P1 (P = 0,378) ¢
93,3% e 83,3% no P2 (P =0,201).

Tabela 11: Cura clinica em vacas com mastite clinica, tratadas por trés dias consecutivos
(Protocolo 1) ou até um dia apds o desaparecimento dos sinais clinicos (Protocolo 2), em
funcdo da susceptibilidade antimicrobiana obtida a partir da amostra de leite coletada antes do
inicio do tratamento, pela prova da redutase adaptada (PRA) e teste de disco difusdo em agar

(TDD)

Protocolo 1 Protocolo 2

Susceptibilidade N° (%) Total P-valor' N° (%) Total P-valor'
PRA <0,001 0,450

Sensivel 72 (80,9) 89 42 (93,3) 45

Resistente 10 (30,3) 33 6 (85,7) 7
TDD 0,086

Sensivel 41 (73,2) 56 40 (83,3) 48

Resistente 8 (47,1) 17 2 (100,0) 2

'Teste Teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher.

A sensibilidade dos testes de susceptibilidade na obtengdo da cura clinica
(probabilidade da susceptibilidade avaliada pelos testes resultar em amostra sensivel ao
antimicrobiano utilizado no tratamento quando a cura clinica foi obtida) foi de 87,3% para a
PRA e 89,0% para o TDD, enquanto que a especificidade (probabilidade da amostra ser
resistente ao antimicrobiano utilizado no tratamento quando a cura clinica nao foi obtida) foi

de apenas 54,5% para a PRA e 28,1% para o TDD (Tabela 12).

Tabela 12: Testes para determinar a validade da susceptibilidade antimicrobiana, avaliada
através da prova da redutase adaptada (PRA) e teste de disco difusdao em agar (TDD), em

relagdo a cura clinica obtida apos tratamento antimicrobiano intramamario de casos de mastite

clinica

Teste de Sens. Espec.. VPS' VPR' Acur’ TFS® TFR’
susceptibilidade % Kappa
PRA 87,3 54,5 84,6 60,0 78,8 455 12,7 0,431
TDD 89,0 28,1 779 474 732 719 11,0 0,197

'Sensibilidade. “Especificidade. *Valor preditivo sensivel. *Valor preditivo resistente. *Acurécia. *Taxa de falso
sensivel. 'Taxa de falso resistente. *“Propor¢des na mesma coluna, seguidas de letras iguais, ndo diferiram
significativamente no Teste do Qui-quadrado (P = 0,324).
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Adicionalmente, a probabilidade de uma amostra ter sido sensivel, na PRA ou TDD,
ao antimicrobiano utilizado no tratamento e resultar em cura clinica (valor preditivo sensivel)
foi de 84,6% na PRA e 77,9% no TDD, e a probabilidade de uma amostra ter sido resistente
ao antimicrobiano utilizado no tratamento e ndo resultar em cura clinica (valor preditivo
resistente) foi de 60,0% e 47,4% na PRA ou TDD, respectivamente.

A especificidade, tanto da PRA quanto do TDD, foi influenciada pela taxa de
resultados falso sensiveis, ou seja, ambas as provas indicaram como sensiveis amostras
oriundas de casos que nao resultaram em cura clinica. Dessa forma, a acuracia (propor¢ao de
amostras classificadas corretamente como sensiveis ou resistentes ao antimicrobiano utilizado
no tratamento quando a cura foi obtida ou ndo, respectivamente) foi de 78,8% para a PRA e
73,2% para o TDD, sem diferenca significativa entre os testes (P = 0,324).

O coeficiente kappa de Cohen mostrou concordancia de 0,431 para a PRA ¢ 0,197
para o TDD na avaliagdo da cura clinica. Segundo Landis e Koch (1977), o coeficiente kappa
pode ser interpretado de acordo com a seguinte escala: valor menor que 0,0 (auséncia de
concordancia), entre 0,0 e 0,20 (concordancia muito baixa), entre 0,21 e 0,40 (concordancia
baixa), entre 0,41 e 0,60 (concordancia moderada), entre 0,61 e 0,80 (concordancia
consideravel) e entre 0,81 e 1,00 (concordancia quase perfeita). Assim, pode-se dizer que a
PRA foi mais confiavel em prever o resultado do tratamento quando comparada ao TDD, ja
que o valor de kappa encontrado pertence um melhor nivel de concordancia.

Maiores proporcdes de cura bacteriologica foram observadas para amostras sensiveis,
avaliadas pela PRA, no P1 e no P2, e pelo TDD no Pl (Tabela 13). No entanto, nos
tratamentos no P1 a maior probabilidade de cura ndo foi associada com o resultado nos testes
de susceptibilidade pela PRA (P=0,236) e TDD (P=0,754). Por outro lado no P2, amostras
sensiveis pela PRA resultaram em taxa de cura bacteriologica significativamente maior
(28/42, 66,7%) quando comparadas com amostras resistentes (0/6, 0,0%) (P = 0,003).

Todos os casos no P2, cujas amostras foram resistentes, foram tratados com
gentamicina. O resultado de susceptibilidade avaliada pela PRA poderia ter sido
confiavelmente utilizado nesses casos, com o objetivo de evitar a falha no tratamento, visto
que a a¢ao do antimicrobiano contra as bactérias causadoras da infeccdo ¢ um dos principais

pontos para o sucesso do tratamento (MOTA et al., 2010).
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Tabela 13: Cura bacteriologica em vacas com mastite clinica, tratadas por trés dias
consecutivos (Protocolo 1) ou at¢é um dia apdés o desaparecimento dos sinais clinicos
(Protocolo 2), em fungdo da susceptibilidade antimicrobiana obtida a partir da amostra de leite
coletada antes do inicio do tratamento, pela prova da redutase adaptada (PRA) e teste de disco

difusdo em agar (TDD)

Protocolo 1 Protocolo 2

Susceptibilidade =~ N°(%)  Total  P-valor' N° (%) Total  P-valor'
PRA 0,236 0,003

Sensivel 12 (35,3) 34 28 (66,7) 42

Resistente 4 (19,0) 21 0(0,0) 6
TDD 0,754

Sensivel 12 (30,8) 39 25 (64,1) 39

Resistente 4 (25,0) 16 2 (100,0) 2

'Teste Teste do Qui-quadrado ou Exato de Fisher.

Nao foi evidenciada diferenga significativa entre as propor¢des de cura bacteriologica
obtidas para as amostras sensiveis na PRA e TDD, tanto P1 quanto no P2. As propor¢des de
cura bacteriologica obtidas para amostras sensiveis pela PRA e TDD, respectivamente, foram
de 35,3% e 30,8% no P1 (P =0,872) e 66,7% e 64,1% no P2 (P = 0,993).

Diversos fatores podem contribuir para a discordancia observada entre os resultados
de susceptibilidade in vitro e as curas clinica e bacterioldgica obtidas depois do tratamento.
Para Constable e Morin (2003) a capacidade de um agente antimicrobiano de chegar ao local
de infeccdo e manter uma concentracdo eficaz seriam importantes para o sucesso do
tratamento. Além disso, o fato dos antimicrobianos possuirem penetra¢ao variavel no local da
infeccdo intramamaria (particularmente em infeccdes cronicas), € provavel que a
susceptibilidade determinada in vitro nao reflita com precisao a resposta a terapia in vivo.

De acordo com Du Preez (2000), a discordancia entre os resultados poderia ser
justificada pela presenca de fatores que concorrem para a resolugdo dos processos infecciosos
intramamarios, como a viabilidade intracelular de bactérias ¢ a formag¢ao de microabscessos
ou granulomas mamarios.

Segundo Walker (2006), a falha no isolamento do verdadeiro agente causador da
doenca, a utilizacdo de cultura pura, as condi¢des laboratoriais, as concentragcdes dos
antimicrobianos e os critérios de interpretagdo dos resultados poderiam levar a falha na

avaliacdo do perfil de susceptibilidade dos patogenos quando se utiliza o antibiograma.
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A sensibilidade dos testes de susceptibilidade na obten¢ao da cura bacteriologica
(probabilidade do resultado do teste indicar as bactérias presentes na amostra como sensivel
ao antimicrobiano utilizado no tratamento quando a cura bacterioldgica foi obtida) foi de
90,5% para a PRA e 86,0% para o TDD, enquanto que a especificidade (probabilidade do
resultado do teste indicar as bactérias presentes na amostra como resistentes ao
antimicrobiano utilizado no tratamento quando a cura bacterioldgica nao foi obtida) foi de
apenas 42,6% para a PRA e 22,2% para o TDD (Tabela 14).

Adicionalmente, a probabilidade de uma amostra ter sido sensivel, nos testes, ao
antimicrobiano utilizado no tratamento e resultar em cura bacteriologica (valor preditivo
sensivel) foi de 85,2% para a PRA e 66,7% para o TDD, respectivamente, e a probabilidade
de uma amostra ter sido resistente, nos testes, ao antimicrobiano utilizado no tratamento e ndo
resultar em cura bacteriologica (valor preditivo resistente) foi de 85,2% para a PRA e 66,7%
para o TDD. A especificidade, tanto da PRA quanto do TDD, foi afetada pela alta taxa de
resultados falso sensiveis que as provas originaram, ou seja, indicaram como sensiveis ao
antimicrobiano utilizado no tratamento amostras oriundas de casos que ndo resultaram em
cura bacteriologica. Dessa forma, a acuracia obtida foi de 63,5% para a PRA e 50,5% para o

TDD, e sem diferenca significativa entre os testes (P = 0,093).

Tabela 14: Testes para determinar a validade da susceptibilidade antimicrobiana, avaliada
através da prova da redutase adaptada (PRA) e teste de disco difusdao em agar (TDD), em
relagdo a cura bacteriologica obtida apos tratamento antimicrobiano intramamario de casos de

mastite clinica

Teste de Sens.! Espec.. VPS' VPR' Acur’ TFS® TFR’
susceptibilidade % Kappa
PRA 90,5 42,6 551 852  63,5° 574 095 0309
TDD 86,0 222 468 66,7 505 778 140 0,076

'Sensibilidade. “Especificidade. *Valor preditivo sensivel. *Valor preditivo resistente. *Acurécia. *Taxa de falso
sensivel. 'Taxa de falso resistente. *“Propor¢des na mesma coluna, seguidas de letras iguais, ndo diferiram
significativamente no Teste do Qui-quadrado (P = 0,093).

Segundo a interpretacao do coeficiente kappa de Cohen, a PRA (kappa = 0,309) ¢ o
TDD (kappa = 0,076) mostraram baixa ¢ muito baixa concordancia, respectivamente, com o
resultado do tratamento. Esses dados corroboram os resultados de outros estudos (HOE;

RUEGG, 2005; APPARAO et al., 2009), sobre as frequentes divergéncias entre os resultados
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observados nos testes de susceptibilidade in vitro e a eficacia do tratamento in vivo e apontam
para a necessidade de se identificar os fatores responsdveis pelas altas taxas de resultados
falso positivos tanto na PRA quanto no TDD.

Além das frequentes divergéncias entre os resultados observados nos testes de
susceptibilidade in vitro e a eficacia do tratamento in vivo (HOE; RUEGG, 2005; APPARAO
et al., 2009), diversos fatores contribuem para a restrita utilizagdo do TDD na rotina das
propriedades leiteiras, destacando-se a morosidade associada ao processo € o custo (BARROS
et al., 2013). Neste sentido, a PRA, um teste simples, barato e rapido, foi um bom preditor da
cura clinica no tratamento convencional e cura bacteriolégica no tratamento estendido, e em
alguns aspectos apresentando vantagens sobre o TDD.

Apesar dos provaveis beneficios, o uso da PRA pode apresentar certa resisténcia por
parte dos produtores. O aumento no tempo de ordenha com a coleta asséptica das amostras, a
necessidade em atrasar o inicio do tratamento, a possibilidade de resultados falsos com a
contaminac¢do durante a coleta e/ou manipulagdo das amostras poderiam motivar a ndo adogao
da técnica. Em um estudo com 52 produtores, que utilizavam ou ja haviam utilizado cultura a
campo para orientacdo do tratamento, Nesser et al. (2006) verificaram que aproximadamente
25% deles realizavam cultura de todos os casos de MC, 60% esperavam o resultado da cultura
para iniciar o tratamento, e 40% iniciavam o tratamento antes do resultado da cultura e
realizavam alteracoes se necessario. Os autores relataram que a falta de interesse em cultivar o
leite de vacas que tiveram varios casos de mastite, a determinagdo da bactéria pelos sinais
clinicos, e a preferéncia pela segregacdo e/ou descartar a vaca ao invés do tratamento
antimicrobiano foram descritas como as razdes pelas quais eles ndo realizavam a cultura em
todos os casos. No entanto, o uso de antimicrobianos foi reduzido nos rebanhos em que os
produtores esperavam pelo resultado da cultura para iniciar o tratamento, fato também
relatado por Silva et al. (2004).

Adicionalmente, nem toda propriedade leiteira seria capaz de incorporar, a sua rotina,
o uso desta técnica. Além da necessidade de um espaco adequado para a realizagao do teste,
buscando minimizar a possibilidade de contaminagdo das amostras e/ou dos materiais
utilizados, ¢ importante a presenca de uma pessoa treinada para manejar a rotina dos testes e

garantir a confiabilidade dos resultados.
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Em muitas propriedades, os tratamentos dos casos nao sdo baseados em resultados
laboratoriais, como o isolamento do agente e susceptibilidade antimicrobiana, e a terapia
antimicrobiana utilizada pode ndo ser eficaz contra o agente patogénico envolvido.

Do ponto de vista técnico, a PRA pode ser uma alternativa com boa aplicabilidade
para a indicacdo do antimicrobiano no tratamento intramamario a ser instituido nos casos da
MC, auxiliando produtores e técnicos a tomarem melhores decisdes no tratamento e
selecionarem, de forma adequada, os antimicrobianos disponiveis na sua regido, com maiores

chances de resultar no sucesso do tratamento contra a mastite.

5 CONCLUSOES

A predominancia de agentes contagiosos, na etiologia dos agentes causadores da MC,
nestas propriedades foi coerente com as falhas de manejo observadas durante a ordenha e
ineficiéncia das medidas de controle e preven¢ao da doenga.

Apesar do historico de uso frequente de antimicrobianos nas propriedades sem o
conhecimento prévio do perfil de susceptibilidade dos agentes patogénicos uma boa
sensibilidade in vitro foi observada, para a maioria dos antimicrobianos disponiveis para o uso
intramamario.

Apesar de maiores taxas de sensibilidade e antimicrobiana in vitro terem sido obtidas
na avaliacao pelo TDD, as taxas de cura clinica e bacteriologica, obtidas apos a comparagao
com os resultados de susceptibilidade obtidos pela PRA e TDD, foram semelhantes.

A PRA mostrou-se um teste importante no prognéstico da MC apods o tratamento
antimicrobiano intramamario, apresentando acuracia e sensibilidade semelhantes ao TDD no
prognostico da cura clinica e bacteriologica.

A pequena quantidade de materiais utilizados, a simplicidade do método e o curto

tempo na obtencdo dos resultados foram vantagens importantes da PRA sobre o TDD.
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ANEXO - Questionario Aplicado as Propriedades Leiteiras

Ficha da Propriedade

Projeto Identificacdo e Tratamento de Mastite Clinica

1. Proprietario ou funcionario responsavel:

2. Localizagao:

3. Numero total de vacas:
a. No rebanho:
b. Em lactagao:
4. Raga:

5. Manejo nutricional:

6. Manejo sanitario:

7. Doengas mais comuns:

8. Producao diaria de leite (Kg):
9. Contagem bacteriana total (CBT) do leite nos trés ultimos meses:
a. Ultimo
b. Pentltimo
c. Antepenultimo
10. Contagem de células somaticas (CCS) do leite nos trés ultimos meses:
a. Ultimo
b. Pentltimo
c. Antepenultimo

11. Qual o sistema de producao?

12. Qual o sistema de ordenha?
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13. Numero de ordenhas por dia?
14. As vacas s3o alimentadas durante a ordenha?
15. Quem participa da ordenha? () Proprietario () Funcionario
16. Quantas pessoas participam da ordenha?
17. A luva ¢ utilizada para ordenhar as vacas? () Sim ( ) Nao
18. Sequéncia de preparacao antes da ordenha:

() Eliminar os primeiros jatos de leite

() Lavar o teto com agua

() Cobrir o teto com desinfetante

() Secar o teto com papel

19. E colocado desinfetante sobre o teto apds a ordenha? ( ) Sim ( ) Nao

20. Possui tanque de refrigeracao proprio: () Sim () Nao

21. Realiza o teste CMT? () Sim () Nao

22. Mastite clinica:

a. Identificacao:

b. Tratamento:

c. Produtos utilizados nos ultimos 60 dias:

d. Quantas pessoas realizam o tratamento?

e. Realiza registros sobre os casos: () Sim () Nao.

f. Segrega as vacas com mastite clinica para ordenhar por ultimo? (') Sim () Nao

23. Realiza tratamento com vaca seca? () Sim () Nao

a.
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