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INTRODUCAO

As infec¢des da glandula maméaria apresentam-se sob duas formas, a clinica
e a subclinica. A forma subclinica mostra-se a mais prevalente, responsavel por
aproximadamente 70% das perdas econ6micas, levando até mesmo a uma reducao
da secrecéo de leite em até 45% (HARMON, 1994).

A mastite clinica constitui-se num processo inflamatoério da glandula mamaria
com evolugdo aguda a crbnica e alteracdes de permeabilidade da membrana dos
acinos, o que ocasiona mudanca na composicdo do leite (MULLER, 2002). As
mastites causam aumento da contagem de células somaticas durante meses ou até
o final da lactacdo (TAPONEN et al., 2007).

A mastite bovina pode ser classificada como contagiosa ou ambiental de
acordo com o tipo de microrganismo causador das infec¢cdes nos rebanhos
(ESSLEMONT & KOSSAIBATI, 2002), os agentes das mastites ambientais sao
Escherichia coli, coliformes, Streptococcus uberis, Enterococcus spp, Streptococcus
equinus (anteriormente S. bovis) e outros Streptococcus do ambiente, e os
contagiosos Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma,
Corynebacterium bovis, Staphylococcus coagulase-negativos (BRITO, 2010).

As identificacdes dos agentes infecciosos em amostras de leite podem ser
feitas através de diagndsticos microbiolégicos, o qual é um método auxiliar no
monitoramento das mastites, pois preservam a viabilidade dos microrganismos
presente na amostra. Métodos de microbiologia convencional que fazem o
isolamento do agente microbiano e a identificacdo bioquimica levam em média dois

a trés dias, até mesmo semanas para obter resultado. Portanto varios métodos tém



sido desenvolvidos para que acelerem 0s processos, como € o caso dos métodos
moleculares que sao mais rapidos, especificos, sensiveis e precisos (YANG et al.,
2001; VERSALOVIC et al., 2002).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos reportaram o uso da amplificagéo in vitro
do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR; polymerase chain reaction),
para a deteccdo de patégenos em alimentos (GANDRA, 2006).

A técnica de PCR em tempo real identifica microrganismos e quantifica acidos
nucléicos. A reacdo € automatizada, a qual pode ser visualizada em alta resolucao.
Tem como vantagem a quantificacdo dos produtos amplificados que podem ser
feitas de forma automética analisando a curva de amplificacdo do fragmento (LUND-
OLESEN et al., 2008).

Pelo uso indiscriminado de antibidticos, cepas multi-resistentes ja sao
iIsoladas das matrizes bovinas, dificultando o controle da doen¢ca (MACHADO et al.,
2008). Diante do exposto, buscou-se a identificacdo dos microrganismos causadores
da mastite, por meio de ensaios automatizados, bem como a determinacdo da

sensibilidade “in vitro” a antimicrobianos, de maneira rapida e confiavel.
METODOLOGIA

Foram analisadas 280 amostras de leite cru de matrizes provenientes de
propriedades localizadas no Estado de Goias e Distrito Federal, de vacas com
mastite clinica, durante o periodo de maio de 2010 a fevereiro de 2011. As analises
foram realizadas no Laborat6rio de Microbiologia (LMB), também foram analisadas
388 amostras de leite cru de vacas com mastite subclinica, durante o periodo de
junho de 2010 a janeiro de 2011, no Laboratério de Biologia Molecular (LBM) do
Centro de Pesquisa em Alimentos (CPA) da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias.

Inicialmente, para as amostras de leite de animais com mastite clinica, estas
foram incubadas a 37 1 °C/24h, plaqueadas em agar sangue desfibrinado de ovino
a 5% e incubadas a 37 £1 °C/24h. ApGs o isolamento e purificacdo das colbnias em
agar nutriente, procedeu-se a analise de identificacdo e teste de suscetibilidade a
antimicrobianos em conformidade com o protocolo especificado pelo fabricante do
sistema VITEK (bioMérieux Laboratory). Adotou-se a analise estatistica descritiva

para analise dos dados.



Ja para as amostras de leite de vacas que apresentaram mastite subclinica
foram analisadas 20% das amostras que apresentaram contagem celular somatica
acima de 200.000 CS/mL as quais foram submetidas a técnica de PCR em tempo
™ Mastitis PCR Assay (FINNZYMES
DIAGNOSTICS®), que tem a capacidade de detectar, identificar e quantificar 11

real utilizando o kit Pathoproof

microrganismos e 1 gene de resisténcia a -lactamase.

Apoés a conclusédo do estudo, os dados seréo organizados e apresentados em
tabelas e graficos. Sera realizado uma analise amostral para otimizar a obtencéo e
colheita de dados, os quais serdo analisados através de uma estatistica descritiva

para verificacdo da frequéncia das variaveis.
RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias Gram positivas de maior incidéncia isoladas nas amostras de
leite de vacas com mastite clinica analisadas foram o Staphylococcus aureus
(19,64%), Staphylococcus spp (10,71%) e Streptococcus uberis (8,93%). Foram
testados 14 principios ativos de antimicrobianos para bactérias Gram positivo, sendo
qgue, para este grupo de microrganismos, o linezolid foi o antibi6tico que apresentou
a melhor atividade biolégica antibacteriana, sendo evidenciado 98,1% de
sensibilidade. Enquanto, a oxaciclina foi a que apresentou menor percentual de
sensibilidade, demonstrando, nos testes in vitro, susceptibilidade para apenas 33,3%
do total de microrganismos isolados.

Neste estudo as bactérias Gram negativas com maior incidéncia nas
amostras de leite de vacas com mastite clinica analisadas foram Escherichia coli
(44,74%) e Klebsiella pneumoniae (18,42%). Para este grupo de microrganismos,
foram utilizados 16 principios ativos de antimicrobianos, dos quais a amikacina,
ciprofloxacina, imipeneme e levofloxacina apresentaram sensibilidade de 97,4%, ao
passo que, a ampicilina, com 78,9%, foi a que apresentou o menor percentual de
sensibilidade. Estes resultados estdo em conformidade com o exposto por Erskine et
al. (2002) quando afirmaram que as bactérias Gram-negativas, em geral, sao
suscetiveis a gentamicina, amicacina, polimixinas, e as cefalosporinas de 2% e 32
geracado, tais como a cefuroxina e cefoperazona e que a maioria é resistente a
estreptomicina, neomicina, tetraciclina, ampicilina e amoxicilina. Como também,

estdo em concordancia com os relatos de Andrade et al. (2000) que justificaram a



menor taxa de eficacia dos antibidticos ampicilina, cefazolina, oxacilina e penicilina-
G em razdo do wuso indiscriminado e Iinadequado (subdosagens) destes
antimicrobianos na pratica veterinaria, pois que sao estes o0s antibidticos mais
frequentemente utilizados para controle de mastite.

Neste estudo, foi verificada eficacia de 100% sobre as cepas de S. aureus
nos testes realizados com os principios ativos gentamicina, ciprofloxacina, linezolid e
vancomicina. Estes resultados assemelham-se aos apresentados por Zanette et al.
(2010) que analisaram 55 amostras de leite de vacas de propriedades rurais da
regido do extremo oeste de Santa Catarina, das quais, 39 amostras (70,9%)
apresentaram crescimento de S. aureus e o0s antibiéticos mais eficazes foram o
sulfazotrin e ciprofloxacina com 97,44% e vancomicina com 94,87%, enquanto a
menor eficacia foi obtida com a penicilina (46,15%), a tetraciclina (30,77%) e a
clindamicina (20,51%).

As bactérias Gram positivas de maior incidéncia isoladas nas amostras de
leite de vacas com mastite subclinica analisadas, foram o Staphylococcus spp
(15,07%), Streptococcus agalactiae (13,31%), Enterococcus (12,57%) e S. uberis
(11,10%). Para as bactérias Gram negativas a de maior incidéncia isoladas nas

amostras de leite foi Escherichia coli (11,10%).

CONCLUSAO

Embora os dados sejam preliminares, conclui-se que o conhecimento do perfil
de sensibilidade antimicrobiana é fundamental para a escolha do medicamento a ser
utilizado no tratamento dos futuros casos de mastite clinica bovina e a técnica de
PCR em tempo real permite detectar os microrganismos causadores de mastite
subclinica permitindo maior agilidade na tomada de decisdo quanto ao tratamento e

controle de mastite em vacas com alta CCS.
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