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RESUMO

A mastite bovina é a doenca infecciosa mais frequente e economicamente relevante
em rebanhos leiteiros. Dentre os patdgenos causadores de infeccdo intramamaria no Brasil, 0
género Staphylococcus ssp. € 0 mais prevalente e responséavel por grandes perdas prejuizos a
pecuaria leiteira. Infecgdes causadas por Staphylococcus spp. podem ter longa duragdo, com
tendéncia a se tornarem crénicas, com baixa taxa de cura e grande perda na producéo de leite.
O uso de antibidticos para tratamento dos casos clinicos e na terapia da vaca seca constitui
componente essencial das estratégias estabelecidas para o controle da mastite. Entretanto, o
uso incorreto e indiscriminado de antimicrobianos é um dos principais fatores que
influenciam no aumento da resisténcia. Estudos avaliando a resisténcia do género
Staphylococcus spp. isolados de mastite em diferentes regides do Brasil, demonstraram
resultados variados e com aumento crescente do padrdo de resisténcia. Considerando a
importancia socioecondmica da pecuaria leiteira para o estado de Rondbnia e os estudos
demonstrando a importancia do género Staphylococcus spp. na epidemiologia da mastite, este
trabalho teve o objetivo de identificar o perfil de resisténcia de Staphylococcus spp. isolados
de rebanhos leiteiros localizados nas trés principais microrregides produtoras de leite do
estado. Dos 161 animais avaliados, foram obtidos 68 isolados de Staphylococcus aureus, 29
Staphylococcus spp. coagulase negativo (SCN) e 11 Staphylococcus spp. coagulase positivo
(SCP). Os resultados demonstraram frequéncia de resisténcia que variaram de 0 a 13,8% para
S. aureus, 0 a 72,7 % SCP e 0 a 31,0% SCN, sendo a maior para penicilina, seguido da
ampicilina e tetraciclinas. Dos isolados de Staphylococcus spp. resistentes, foram observados
dois padrdes de resisténcia prevalentes, ampicilina e penicilina (n=12) e penicilina, ampicilina
e tetraciclina (n=7). Os resultados demonstram maior frequéncia de resisténcia para
tetraciclinas e betalactamicos, antibiéticos amplamente utilizados para o controle da mastite

no estado.

Palavras-chave: Mastite bovina. Resisténcia a antimicrobianos. Staphylococcus spp.



ABSTRACT

Bovine mastitis is the most frequent and economically relevant infectious disease in
dairy cattle. Among the pathogens that cause intramammary infection in Brazil, the genus
Staphylococcus spp. is the most prevalent and responsible for large losses to dairy farming.
Infections caused by Staphylococcus spp. can be long, with a tendency to become chronic,
with low cure rate and great loss in milk production. The use of antibiotics for the treatment
of clinical cases and the treatment of dry cow constitutes an essential component of the
established strategies for the control of mastitis. However, the incorrect and indiscriminate
use of antimicrobials is one of the key factors that influence the increase in resistance. Studies
evaluating the resistance of the genus Staphylococcus spp. isolates from bovine mastitis in
different regions of Brazil have demonstrated varying results and with increasing resistance
pattern. Considering the socioeconomic importance of dairy farming to the state of Rondonia
and the studies demonstrating the importance of the genus Staphylococcus spp. in the
epidemiology of mastitis, the objective of this study was to identify the profile of resistance of
Staphylococcus spp. isolates from dairy cattle located at the three main producing milk
regions in the state. Of 161 animals evaluated, 68 isolates of Staphylococcus aureus, 29
coagulase-negative Staphylococcus spp. (CNS) and 11 coagulase-positive Staphylococcus
spp. (CPS) were obtained. The results showed a frequency of resistance that ranged from 0 to
13.8% for S. aureus, 0 to 72.7 % for CPS and 0 to 31.0% for CNS, being the largest for
penicillin, followed by ampicillin and tetracyclines. From the isolates of Staphylococcus spp.
strains, two patterns of resistance prevalent were observed: ampicillin and penicillin (n=12)
and, penicillin, ampicillin and tetracycline (n=7). The results show a higher frequency of
resistance to tetracyclines and betalactams, antibiotics that are widely used for the control of

mastitis in the state.

Key words: Bovine mastitis. Resistance to antimicrobial agents. Staphylococcus spp.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Producéo de Leite

A producdo de leite no Brasil tem apresentado crescimento desde a década 90. Em
2015, a producdo de leite brasileira foi de 35 bilhdes de litros, colocando o Brasil em sexta
posicdo no ranking mundial de producdo de leite atras de paises como Unido Europeia, india,
Estados Unidos, China e Russia (IBGE, 2015).

A regido norte do Brasil é formada por sete unidades da federacdo, com uma area de
3.853.676.948 Km?, que representa 45% do territorio brasileiro. E uma fronteira emergente de
producdo de leite no pais, caracterizada pela producdo de base familiar (IBGE, 2006), o qual é
responsavel por 73% da producdo total. Deste grupo se destacam os produtores tradicionais e
assentados da reforma agraria, o qual remete a importancia econémica e social da atividade na
regiéo.

Nas ultimas duas décadas, a producdo de leite na regido tem demonstrado crescente
expansdo. No periodo de 1990 a 2000, a producéo anual de leite estimada em 555 milhdes de
litros atingiu o volume de 1,0 bilhdo de litros. Em 2003 a producdo foi de 1,5 bilh&o e 1,8
bilhdo de litros em 2015, representando 5,2 % da producédo nacional. O estado de Rondénia é
0 maior produtor da regido com uma producdo de 817 milhdes de litros, seguido pelo estado
do Pard e Tocantins com producdo de leite (em litros) de 567 milhdes e 323 milhdes,
respectivamente (IBGE, 2015). Os dados de producdo dos estados da regido Norte estdo
apresentados na Figura 1. A microrregido de Ji-Parana destaca-se como maior produtora de
leite do estado e regido norte, sequida das microrregides de Porto Velho e Cacoal (Figura 2).
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A producéo de leite no estado de Ronddnia possui importancia social e econémica e
constitui uma importante fonte de geragdo e distribuicdo de renda. A producdo de leite é
caracterizada como de base familiar, onde 34 mil produtores estdo diretamente envolvidos
com esta atividade (IDARON, 2013). A producdo media por propriedade é de 65,8 litros/dia e
0s animais apresentam produtividade média de 3,3 litros/vaca/dia (IBGE, 2015). De acordo
com os dados do Idaron (2013), 84% dos produtores produzem menos de 100 litros de
leite/dia e as propriedades sdo caracterizadas por baixo padréo tecnologico, baixa adocéo de
boas praticas agropecudrias, baixo padrdo genético e longo intervalo entre partos
(CARVALHO, 2012; DIAS et al., 2013; IDARON, 2013; SEBRAE, 2015).

1.2 Qualidade do Leite

Dentro dos aspectos envolvendo a cadeia produtiva, a qualidade do leite € um ponto de
extrema importancia devido a fatores como, a garantia de alimento seguro e com qualidade
nutricional para o consumidor, aumento da vida de prateleira e rendimento industrial de
derivados lacteos. A expansdo da pecuaria leiteira observada nos Gltimos anos no Brasil ndo
correspondeu a melhoria da qualidade da matéria prima. A baixa qualidade do leite e a
desestruturacéo da cadeia produtiva foram alvo de discussdes em varios grupos de pesquisa e
instituicbes no pais. Em 1996, por iniciativa do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria e de representantes da
comunidade cientifica foi criado o “Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite” —
PNQL (OLIVEIRA et al., 2000).

Este programa teve inicio em funcdo de resultados obtidos em diversos estudos, que
comprovaram as perdas econdmicas significativas da cadeia produtiva do leite em
decorréncia, principalmente, de elevada acidez do leite e do alto indice de incidéncia de
mastite nos rebanhos brasileiros. Além destes fatores, foram consideradas as perdas no
transporte, na transformacao da matéria-prima e a rapida deterioracdo dos produtos acabados
devido a baixa qualidade do leite (OLIVEIRA et al., 2000).

A partir disso, em 2002, com 0 objetivo de padronizar o leite produzido no pais, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) publicou a Instrucéo
Normativa 51 (IN51), que determina as normas de producéo, identidade e qualidade do leite,
além de regulamentar a coleta de leite cru refrigerado na propriedade e seu transporte a granel
ao laticinio (BRASIL, 2002). Neste mesmo ano, foi instituida a Rede Brasileira de

Laboratdrios de Controle de Qualidade do Leite (RBQL) pela Instrugdo Normativa 37 (IN
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37), com a instalacdo de Laboratorios de Qualidade do Leite (LQL) em alguns estados do
Brasil com a finalidade de avaliar e monitorar os indicadores de qualidade do leite dos
rebanhos brasileiros dando suporte a implantacao da IN 51.

A qualidade do leite é avaliada por parametros de composi¢do (gordura, proteina,
extrato seco desengordurado) e por padrbes higiénico-sanitarios que refletem a salde dos
animais, com énfase na mastite, auséncia de residuos quimicos e obtencdo e armazenamento
do leite em condicdes adequadas de higiene e refrigeracdo. No aspecto higiénico-sanitario
dois pardmetros sdo universalmente adotados: a contagem total de bactérias (CTB) e a
contagem de células sométicas (CCS).

A CCS ¢ reconhecida como indicador de qualidade higiénico sanitario do leite cru,
sendo utilizada para avaliar a salde da glandula mamaria. Os requisitos definidos na IN 51

para a contagem de células somaticas estdo descritos na tabela 1.

Tabelal- Requisitos microbioldgicos e de contagem de células sométicas no leite cru
refrigerado para a regido Norte, de acordo com a IN 51

Vigéncia e Limites

Requisitos 01.07.2007 a 01.07.2010 a A partir de

01.07.2010 30.06.2012 01.07.2012
Contagem de Células Somaticas — células/mL 1.000.000 750.000 400.000
Contagem Total de Bactérias- UFC/mL 1.000.000 750.000 100.000

~onte: Adaptado de: BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrugdo Normativa n® 51
Je 18 de setembro de 2002. Regulamento Técnico de Producéo, Identidade e Qualidade de Leite Tipo A, Tipo B,
Tipo C e Cru refrigerado. Diario Oficial da Unido, Brasilia, Secéo I, p. 13. 2002.

De acordo com a IN 51 para a regido Norte, as amostras de leite cru de tanques devem
ser encaminhadas mensalmente para analise dos indicadores higiénico-sanitarios em
laboratério de qualidade do leite pertencentes a RBQL. A andlise destes resultados
demonstrou que, o percentual de amostras de leite que atendem os limites de CCS e CTB néo
sofreram alteragdes significativas desde o inicio da vigéncia da IN51 (MAPA, 2011). Em
2007, cerca de 10 e 25% dos produtores analisados pelos laborat6rios da RBQL ndo atendiam
aos padrdes de 1.000.000 para CCS e CTB, respectivamente. Em 2009, um levantamento feito
pela RBQL mostrou que, de aproximadamente 1,7 milh&o de amostras, 21% e 42% néo
atenderam ao limite de 750.000 de CCS e CTB, respectivamente. Na Tabela 2 estdo
demonstrados os resultados da avaliacdo dos indicadores de qualidade do leite realizada no

periodo de 2007 a 2010 em laboratdrios pertencentes a RBQL (média nacional).
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Tabela2 -  Percentual de amostras que atenderam os padrGes minimos exigidos para 0s
indicadores higiénico-sanitarios, estabelecidos na IN 51

Ano de Avaliacéo CCS (Células/mL) CTB (UFC/mL)
2007 82,2 55,7
2008 81,6 56,1
2009 78,4 57,6
2010 77,1 63,8
Média 79,8 58,3

Fonte: Adaptado de: MAPA, relatdrio dos laboratérios da Rede de Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL)
2011. Disponivel em: <http://www.chgl.com.br/rede-brasileira-laboratorio-controle-qualidade-leite.php>.
Acesso em: 10 de abril de 2017.

Considerando esta situacdo, foi instituida a Instrucdo Normativa n® 62 (IN 62)
(BRASIL, 2011), que define limites e prazos gradativos para os indicadores higiénico-
sanitarios, e mais quatro anos para o atendimento do menor limite estabelecido para o pais. A
tabela 3 mostra os limites e prazos para atendimento da Contagem Total de Bactérias e

Contagem de Células Somaticas definidos pela IN 62 para as regiGes Norte e Nordeste.

Tabela3 - Vigéncia e limites para os requisitos microbioldgicos e contagem de células

somaticas no leite cru refrigerado para a regidao Norte, de acordo com a IN 62

Vigéncia e limites
Requisitos 01.07.2010a  01.01.2013a  01.07.2015a A partir de
31.12.2012 30.06.2015 30.06.2017 01.07.2017

Contagem de Celulas Somaticas - 750.000 600.000 500.000 400.000

células/mL

Contagem Total de Bactérias- UFC/mL 750.000 600.00 300.000 100.000
Fonte: Adaptado de: BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instru¢cdo Normativa n° 62,
de 29 de dezembro de 2011. DispBe sobre regulamentos técnicos de producdo, identidade, qualidade, coleta e
transporte de leite. Didrio Oficial da Unido, Brasilia, 2011.

A IN 62 foi alterada em 2016, sendo publicada a Instrucdo Normativa n® 7 (IN 7), que
prorroga o prazo de atendimento ao menor limite dos indicadores higiénico-sanitarios para
01/07/2019 para os estados da regido Norte/Nordeste (BRASIL, 2016).

1.3 Mastite bovina e CCS

A CCS ¢ o indicador geral da satde do ubere e é utilizada como indicador universal da

qualidade do leite. Embora vérios fatores possam estar associados & variagdo na CCS, a


http://www.cbql.com.br/rede-brasileira-laboratorio-controle-qualidade-leite.php

18

ocorréncia de mastite é considerada o principal fator (HARMON, 1994).

As células somaticas sdo constituidas principalmente por leucocitos e tem por objetivo
a defesa do organismo. Na glandula mamaria sadia, os tipos celulares predominantes sdo 0s
macrofagos (35%-79%), seguido dos linfocitos (16%-28%), neutréfilos (3%-26%) e células
epiteliais (2%-15%) (PAAPE; TUCKER, 1966). A CCS na glandula maméria sadia varia de
20.000 a 50.000 células/ml, entretanto considera-se o valor limite de até 100.000 celulas/mL
para auséncia de infeccdo intramamaria. Avaliacdes realizadas por Dohoo e Leslie (1991)
demonstraram que o limite de 200.000 células/mL foi o mais indicado para estimar nova
infeccdo intramaméria. A CCS em leite de tanque (CCSLT) é uma medida indireta do
percentual de quartos mamarios infectados no rebanho, obedecendo a relacdo diretamente
proporcional entre a contagem de células somaticas e 0 nimero de quartos mamarios
infectados no rebanho (PHILPOT; NICKERSON, 1991).

A mastite bovina é a doenca infecciosa mais prevalente em vacas leiteiras e representa
grande importancia econdémica devido a reducdo da producdo, gastos com tratamento e
descarte de animais, com impacto negativo na atividade leiteira. O leite proveniente de vacas
com mastite diminui a qualidade do produto final pela diminuicdo dos teores de caseina,
gordura, lactose e alteracfes da atividade das proteinas e gorduras. A mastite é a inflamacéo
da glandula mamaria causada por microrganismos, como bactérias, fungos, leveduras e algas
(RADOSTITS, 2002).

A mastite pode ser classificada em ambiental ou contagiosa, de acordo com 0s
patdgenos causadores. A mastite contagiosa geralmente é causada por microrganismos que
colonizam a glandula mamaéria e podem ser transmitidos a outros animais durante a ordenha,
por equipamentos de ordenha e ordenhadores. Os principais patdgenos da mastite contagiosa
sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Mycoplasma, Corynebacterium bovis,
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) (BRITO, 2009). A mastite ambiental é causada por
microrganismos que estdo localizados no ambiente do animal, tetos, Ubere ou equipamentos
de ordenha contaminados por esses agentes (GEORGE et al., 2008). Os agentes envolvidos na
mastite ambiental sdo Escherichia coli, coliformes, Streptococcus uberis, Enterococcus spp e
outros Streptococcus do ambiente (BRITO, 2009), Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas e
Proteus (BRESSAN, 2000; SANTOS; FONSECA, 2007).

Quanto as suas formas de manifestacéo, a mastite pode ser classificada em subclinica,
clinica ou crénica. A mastite clinica caracteriza-se pela presenca de sinais clinicos evidentes
no Ubere, como edema, aumento de temperatura, endurecimento e dor na glandula mamaria. A

ocorréncia de alteracdes visiveis no leite também sdo sinais muito comuns de mastite clinica,
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tais como aparecimento de grumos, pus e/ou sangue. (SANTOS; FONSECA, 2007). A
mastite subclinica é caracterizada pela auséncia de alteragcdes visiveis no leite e de sinais
clinicos. Devido a auséncia de sinais evidentes, o diagnostico da mastite subclinica somente é
possivel com o uso de testes auxiliares, como o California Mastitis Test (CMT), testes de
condutividade elétrica do leite e determinagdo da CCS (SANTOS; FONSECA, 2007). A
mastite cronica resulta de infecgédo persistente, de longa duragdo, em que o animal apresenta

episadios clinicos intermitentes e repentinos (RUEGG, 2012).

1.4 Epidemiologia da mastite bovina

Dentre os patdgenos envolvidos nas infecgdes da glandula mamaria, os mais
prevalentes e associados a altas contagens de CCS no leite de tanque, sdo as espécies S.
aureus e Str. agalactiae (BRITO et al., 1999; KOSKINEN et al., 2008; SOUZA et al., 2009).
Estes patdgenos tém como reservatério principal o Ubere e quando identificados em leite de
tanques sdo altamente indicativos da presenca de infeccdo intramamaria no rebanho
(BARTLETT; MILLER, 1993; GODKIN; LESLIE, 1993).

Estudos realizados em diferentes estados do Brasil evidenciam a importancia do
género Staphylococcus na epidemiologia da mastite. Brito et al., (1999) avaliaram 48
rebanhos leiteiros do estado de Minas Gerais e demonstraram que em 98% dos rebanhos
estudados foi identificado o S. aureus e em 60% houve isolamento de Str. agalactiae a partir
de amostras de leite provenientes de quartos mamarios de vacas em lactacdo. Avaliacdes de
agentes contagiosos da mastite em amostras de leite total obtidas na plataforma de recepgéo
da inddstria evidenciaram que, dos 33 rebanhos estudados, 26 (78,8%) apresentaram
isolamento de S. aureus e 27 (81,2%) apresentaram contagens acima de 200.000 células/mL,
limite definido para estimar nova infeccao intramamaria (BRITO et al., 1999).

Em Rondonia, o estudo realizado na microrregido de Porto Velho em 2011
demonstrou maior frequéncia de Staphylococcus coagulase positivo (SCP) (59,3%) em
amostras de leite provenientes de animais com mastite subclinica (DIAS, et al., 2011). Neste
trabalho, os animais que ndo apresentaram crescimento bacteriano obtiveram menor nimero
de células somaticas do que as vacas com isolamento do patégeno, 161.300 e 777.900
células/ml respectivamente, sendo que o SCP foi responsavel pela maior elevacao de CCS.

Estudos epidemiolégicos sobre os indicadores de sanidade da glandula mamaria foram
realizados na principal microrregido produtora de leite de Ronddnia e da regido Norte. Dias et

al., (2013) avaliaram 267 rebanhos bovinos leiteiros provenientes dos 11 municipios da
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microrregido de Ji-Parand. Dos rebanhos avaliados, 47 (17,6%) apresentaram CCS > 400.000
células/s/mL (DIAS et al., 2013). Os resultados da contagem de células somaticas
demonstraram mediana de 184.000 células/mL variando de 104.000 a 317.000 células/mL (1°
quartil, 3° quartil). O resultado da pesquisa de patdgenos contagiosos em amostras de leite
total (latdes/tanque) destes rebanhos mostrou uma prevaléncia de S. aureus de 36% (DIAS, et
al., 2015)

Na microrregido de Ji-Parana-RO também foram avaliadas amostras de leite de 73
tanques de resfriamento, sendo que 11 (15%) dos tanques avaliados apresentaram
CCS>400.000 células/mL. A distribuicdo dos resultados de CCS mostrou mediana de células
somaticas/ml de 197.000 para tanques individuais e 242.000 para tanques coletivos (DIAS et
al., 2014). Estudo realizado por Carvalho (2012) nesta mesma regido, avaliou 51 tanques
coletivos e observou média de CCS de 229.000 cels/mL e 275.000 cels/mL para os periodos

seco e chuvoso, respectivamente.

1.5 Medidas de prevencao e controle da mastite

Para o controle da mastite e reducdo da CCS do rebanho é fundamental a implantacdo
do programa bésico de controle da mastite que inclui a adocéo de boas préaticas de ordenha,
higiene e manutencdo do equipamento, tratamento imediato dos casos clinicos, tratamento das
vacas na secagem, segregacdo dos casos cronicos e manejo do ambiente.

O diagndstico laboratorial na identificacdo de patdégenos da mastite é fundamental no
programa de controle. A identificacdo do patdégeno associado a informacgdes individuais dos
animais no momento do tratamento, como idade do animal, estagio de lactacdo e CCS,
fornece informacGes sobre o padrdo de infeccdo do rebanho, e contribui para o controle e
erradicacdo de patdgenos contagiosos da mastite como S. aureus e S. agalactiae (BRITO et
al., 1999).

O impacto da implementacdo de estratégias de controle da mastite tem sido eficaz em
controlar patdgenos contagiosos e tem contribuido para uma significativa redugdo de mastite
clinica e subclinica e consequentemente da CCS do rebanho (LEIGH, 1999; BRADLEY,
2002).

1.6 Resisténcia a antimicrobianos em Staphylococcus isolados da mastite

Dentre as estratégias estabelecidas para o controle da mastite, 0 uso de
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antimicrobianos para tratamento dos casos clinicos e na terapia da vaca seca constitui
componente essencial. Desta forma, é necessario conhecer o perfil de resisténcia dos
isolados visando a selecdo dos antimicrobianos mais adequados, pois estes perfis podem
variar entre rebanhos (COSTA et al.,, 2013). O uso incorreto e indiscriminado de
antimicrobianos é um dos principais fatores que influenciam no aumento da resisténcia.

Estudos demonstram variagdo na frequéncia de isolamento de S. aureus e o0 aumento
crescente do padrdo de resisténcia (LANGONI et al., 1991; NADER FILHO et al., 1992;
BRITO et al., 1999; BRITO et al., 2001; FREITAS et al., 2005; OLIVEIRA et. al., 2011).
Os resultados mostram que o aumento da resisténcia é maior para os antibiéticos p-
lactdmicos (LANGONI et al., 1991; BRITO et al., 1999).

Este aumento pode estar associado a mecanismos de resisténcia a penicilina. O
primeiro mecanismo, foi a producao da enzima penicilinase, uma B-lactamase especifica que
hidrolisa o anel B-lactdmico deste antibidtico. A disseminacdo da resisténcia a penicilina em
Staphylococcus spp., estd ligada o gene blazZ, que codifica para a penicilinase e € carreado
por plasmideos transmissiveis (FLUIT et al., 2001).

Ao final dos anos 50 foram desenvolvidas penicilinas semi-sintéticas, resistentes a
acao das betalactamases, sendo os antimicrobianos meticilina e oxacilina os primeiros desta
classe a serem introduzidos para o uso clinico (MARANAN et al., 1997; MIMICA,
BEREZIN, 2006). O primeiro caso de resisténcia a meticilina em S. aureus foi descrito por
JEVONS (1961), sendo denominado MRSA (S. aureus resistente a meticilina). Estas estirpes
eram resistentes a todos os antibioticos -lactdmicos, incluindo as penicilinas, cefalosporinas
e carbapenemas (FRANCOIS et al., 2004). A MRSA dificulta outros tratamentos, por ser
resistente a outras classes antimicrobianas (WEESE, 2010). Em 2005, MRSA foi identificada
em suinos, e isolada de vacas, cavalos e aves, sendo designada como livestock associated
(LA) —-MRSA (PANTOSTI, 2012).

As caracteristicas de viruléncia de S. aureus contribuem para a persisténcia deste
patdégeno no tecido mamario devido a formacdo de abscessos em tecidos profundos da
glandula mamaéria, interferindo no acesso do antimicrobiano resultando em infec¢do de longa
duracdo, com tendéncia a cronificacdo e baixa taxa de cura (SANTOS, 2003; SANTOS;
FONSECA, 2007). A taxa de cura de infec¢des intramamarias causadas por S. aureus podem
variar de 15 a 85%, dependendo do numero de lactacBes, contagem de células somaticas
antes do tratamento e producdo de B-lactamase (BARKEMA et al., 2006).
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar fenotipicamente a resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus spp.
isolados de mastite bovina de rebanhos do estado de Rondonia

2.2 Objetivo Especificos

a) Caracterizar a estrutura e manejo adotado nos rebanhos estudados;

b) Determinar a frequéncia de microrganismos do género Staphylococcus spp. isolados
de mastite bovina e seu impacto na contagem de células somaticas;

c) Identificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus spp. isolados
de mastite bovina;

d) Identificar os padrdes de resisténcia de Staphylococcus spp. isolados de mastite

bovina.
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3 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DE Staphylococcus spp. ISOLADOS DE
MASTITE BOVINA EM REBANHOS LEITEIROS DE TRES MICRORREGIOES DO
ESTADO DE RONDONIA

RESUMO

O género Staphylococcus spp. destaca-se como um dos principais agentes etioldgicos
da mastite bovina, sendo mais frequentes os isolados de Staphylococcus aureus (S. aureus),
Staphylococcus spp. coagulase positivo (SCP) e Staphylococcus spp. coagulase negativo
(SCN). Dentre as estratégias estabelecidas para o controle da mastite, o uso de
antimicrobianos para tratamento dos casos clinicos e na terapia da vaca seca constitui
componente essencial. Entretanto, o uso incorreto e indiscriminado de antimicrobianos € um
dos principais fatores que influenciam no aumento da resisténcia. Considerando a importancia
do género Staphylococcus spp. na epidemiologia da mastite bovina, este trabalho teve o
objetivo de identificar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de 68 isolados de S. aureus, 11
de SCP e 29 de SCN, provenientes de 15 rebanhos tecnificados localizados em trés
microrregibes do estado de Rondonia. Os isolados foram submetidos a testes de
suscetibilidade a antimicrobianos, utilizando-se a técnica de difusdo em &gar. Para cada
isolado, foram avaliados 11 antibi6ticos das classes: betalactamicos, cefalosporinas,
tetraciclinas, macrolideos, lincosamidas, fluoroquinolonas e aminoglicosideos. Foram
verificados frequéncia de resisténcia que variaram de 0 a 13,8% para S. aureus, 0 a 72,7 %
SCP e 0a31,0% SCN, sendo a maior para penicilina, seguido da ampicilina e tetraciclina. Foi
demonstrado 100% suscetibilidade aos antimicrobianos cefalexina, gentamicina e oxacilina
para os isolados de S. aureus e do antibidtico cefalexina para SCP. Nenhum dos
antimicrobianos avaliados apresentaram 100% de sensibilidade in vitro para SCN. Dos
isolados de Staphylococcus spp. resistentes, foram observados dois padrfes de resisténcia
prevalentes, ampicilina e penicilina (n=12) e penicilina, ampicilina e tetraciclina (n=7). Os
resultados demonstram maior frequéncia de resisténcia para tetraciclinas e betalactamicos,

antibiéticos amplamente utilizados para o controle da mastite no estado.

Palavras-chave: Mastite bovina. Staphylococcus spp. resisténcia a antimicrobianos. teste

difusdo em agar.
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ABSTRACT

The genus Staphylococcus spp. stands out as one of the main etiological agents of
bovine mastitis, being more frequent the isolates of Staphylococcus aureus (S. aureus),
coagulase-positive Staphylococcus spp. (CPS) and coagulase-negative Staphylococcus spp.
(CNS). Among the strategies established for the control of mastitis, the use of antimicrobial
agents for the treatment of clinical cases and the treatment of dry cow is an essential
component. However, the incorrect and indiscriminate use of antimicrobial agents is one of
the key factors that influence the increase in resistance. Considering the importance of the
genus Staphylococcus spp. in the epidemiology of bovine mastitis, the objective of this study
was to identify the antimicrobial resistance profile of 68 isolates of S. aureus, 11 CPS and 29
CNS, from 15 technified cattles located in three regions of the state of Ronddnia. The isolates
were tested for susceptibility to antimicrobial agents, using the Agar diffusion technique. For
each isolate, 11 antibiotics of classes: betalactams, cephalosporins, tetracyclines, macrolides,
lincosamides, fluoroquinolones and aminoglycosides were evaluated. The verified frequency
of resistance ranged from 0 to 13.8% for S. aureus, 0 to 72.7 % CPS and 0 to 31.0% CNS,
being the largest for penicillin, followed by ampicillin and tetracycline. It has been
demonstrated 100% of susceptibility to cefalexin, gentamicin and oxacillin (antimicrobial
agents) for isolates of S. aureus and cephalexin (antibiotic) for CPS. None of the
antimicrobial agents evaluated presented 100% sensitivity in vitro for CNS. From the strains
of Staphylococcus spp., two patterns of resistance prevalent we observed: ampicillin and
penicillin (n=12) and, penicillin, ampicillin and tetracycline (n=7). The results show a higher
frequency of resistance to tetracyclines and betalactams, antibiotics that are widely used for

the control of mastitis in the state.

Key words: Bovine mastitis. Staphylococcus spp. resistance to antimicrobial agents. agar

diffusion test.
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3.1 Introducgéo

A mastite bovina € a doenca infecciosa mais prevalente e economicamente relevante
em rebanhos leiteiros. O impacto decorrente da doenca se deve a reducdo da producdo de
leite, ao descarte de matrizes, a reducdo do valor comercial desses animais, as perdas na
evolucdo genética do rebanho e aos gastos com medicamentos e méo de obra extra (DURR et
al., 2004). Além disso, a mastite causa prejuizos a industria de laticinios devido a alteracdes
na composicdo fisico-quimica do leite, e pode constituir risco a saude publica devido a
veiculacdo de patdgenos e suas toxinas.

Dentre os patdgenos causadores de infeccdo intramaméaria no Brasil, o género
Staphylococcus spp. € o mais prevalente, sendo mais frequentes os isolados de
Staphylococcus aureus (S. aureus), Staphylococcus spp. coagulase positivo (SCP) e
Staphylococcus spp. coagulase negativo (SCN). Em Rondoénia, estudos demonstram a
predominancia de bactérias do género Staphylococcus spp. é a baixa adocdo de boas préaticas
de ordenha e controle da mastite nos rebanhos avaliados (DIAS et al., 2013; DIAS et al.,
2015).

Dentre as estratégias estabelecidas para o controle da mastite, o uso de
antimicrobianos para tratamento dos casos clinicos e na terapia da vaca seca constitui
componente essencial. Entretanto, 0 uso incorreto e indiscriminado de antimicrobianos é um
dos principais fatores que influenciam no aumento da resisténcia.

Estudos realizados em diferentes estados, com o objetivo de identificar os perfis de
resisténcia a antimicrobianos de bactérias do género Staphylococcus spp., demonstraram
resultados variados e com aumento crescente do padrdo de resisténcia para 0 S. aureus
(LANGONI et al., 1991; BRITO et al., 1996; FREITAS et al., 2005; OLIVEIRA et. al.,
2011). Desta forma, o monitoramento da resisténcia torna-se fundamental como ferramenta
auxiliar na escolha do antimicrobiano para maior efetividade do tratamento e controle da
mastite no rebanho.

Considerando a importancia da cadeia produtiva do leite para o estado de Ronddnia e
do género Staphylococcus spp. na epidemiologia da mastite bovina, este trabalho teve o
objetivo de identificar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de isolados de S. aureus,
SCN e SCP provenientes de rebanhos localizados em trés microrregides do estado de

Rondo6nia.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Populagéo estudada

Foram avaliados rebanhos localizados nas microrregides de Ji-Parana, Porto Velho e
Rolim de Moura, estado de Rondénia. Os rebanhos eram provenientes dos municipios de Jaru,
Ouro Preto do Oeste, Presidente Médici, Rolim de Moura, Sao Felipe do Oeste, Castanheiras,

Porto Velho e Guajard Mirim.

3.2.2 Coleta de amostras e dados

As amostras de leite foram colhidas de animais com e sem mastite. O diagnostico da
mastite clinica foi realizado considerando as alteracdes macroscopicas do leite (presenca de
pus, grumos e/ou estrias de sangue) na prova da caneca telada de fundo escuro e na presenca
de sinais de inflamacdo na glandula mamaria. A mastite subclinica foi diagnosticada
utilizando o California Mastitis Test (CMT) (SCHALM et al., 1971).

Dos animais avaliados foi obtida amostra de leite para isolamento microbiano,
procedendo a limpeza dos tetos por lavagem, secagem com papel toalha e anti-sepsia com
alcool 70°GL. Foram colhidos cerca de 4 ml de leite em tubos de vidro, com tampa de rosca
estéreis, com o cuidado de retirar quantidade igual de leite de cada quarto mamario (NMC,
2004). Para a determinacdo da contagem de células somaticas foi procedida coleta de amostra
representativa da producdo total de cada animal na primeira ordenha do dia conforme
metodologia proposta por Brito et al. (2007), utilizando frascos contendo conservante
bronopol. As amostras foram encaminhadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel
ao Laboratorio de Qualidade do Leite da Embrapa Rondbnia para analise laboratorial.

Nas propriedades avaliadas foi aplicado um questionario epidemiolégico a fim de
obter informacdes do sistema de producéo, infraestrutura e manejo, higiene e manutencéo dos

equipamentos de ordenha, controle e prevencéo de mastite e aplicacdo de antibioticos.

3.2.3 Analise microbioldgica e testes de susceptibilidade a antimicrobianos

Semeou-se um volume de 10l de cada amostra de leite em placa de meio agar-sangue

ovino a 5%. As placas foram incubadas a 37 °C em aerofilia por até 120 horas, procedendo
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leituras as 24 e 48 horas ap0s a incubagdo. As coldnias isoladas no meio agar sangue foram
observadas quanto a morfologia, tamanho, pigmentacdo e presenca de hemolise. Os
microrganismos isolados foram observados ao microscopio por meio de esfregacos corados
pelo método de Gram. A significancia do numero de coldnias dos microrganismos isolados
foi interpretada segundo os critérios propostos pelo National Mastitis Council (NMC) (2004).
As bactérias do género Staphylococcus foram classificadas considerando o resultado das
provas da catalase, coagulase e Voges Proskauer. Amostras consideradas contaminadas foram
aquelas em que houve crescimento de trés ou mais colbnias diferentes no isolamento
primario, sem o predominio de nenhuma delas.

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados em todos o0s
isolamentos de S. aureus, SCN e SCP de acordo com Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008). O in6culo bacteriano foi suspenso em solucédo salina estéril a 0,85%, a
fim de obter uma turbidez ajustada ao padréo da escala 0,5 de Mac Farland. Em seguida,
utilizando suabe estéril, foi realizada a inoculacdo da suspensdo bacteriana em placa agar de
Mueller Hinton, distribuindo uniformemente em todos os sentidos da placa. Com uma pinca
flambada foram empregados discos dos antimicrobianos: ampicilina (10ug), ceftiofur (30 ug),
clindamicina (2 pg), enrofloxacina (5 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg),
oxacilina (1 pg), penicilina (10 pg), tetraciclinas (30 pg), neomicina (30 pg) e cefalexina (30
Kg) na superficie da placa semeada. As placas foram incubadas por 18 — 24 horas a 37 °C,

para posterior leitura e interpretacdo dos resultados.
3.2.4 Determinacao da Contagem de Celulas Sométicas

A determinacdo da CCS foi realizada 0 método de citometria de fluxo em equipamento
automatizado (CombiScope FTIR400 - Delta Instruments) de acordo com a International
Dairy Federation (IDF, 2006).
3.2.5 Anélise dos dados

Para inserir as informacOes do questionario epidemiologico e o resultado das analises

laboratoriais, assim como a realizacdo da analise da estatistica descritiva (frequéncia, media,

mediana) foi utilizado o programa Epiinfo Windows 3.5.3.
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3.3 Resultados

Foram avaliadas amostras de leite de 161 vacas em lactacdo provenientes de 15
rebanhos leiteiros. Nas propriedades avaliadas, o sistema de criacdo era semi-intensivo, sendo
a base da alimentacdo volumoso e concentrado (racdo). A ordenha era realizada
predominantemente em sistema de ordenha mecénica (80,0%), sendo realizada duas vezes ao
dia (66,7%) e com a presenca do bezerro (53,8%). A média do nimero de vacas em lactacédo
das propriedades era de 24 animais com uma média de producao de leite de 204,9 litros/dia e
produtividade de leite de 10,2 litros/animal/dia. A raca predominante era a girolando, sendo
utilizados a raca Gir e Jersey. Em todas as propriedades avaliadas foi relatado o uso de
antibidticos para o tratamento e prevencdo da mastite bovina, sendo adotado o uso de
antibidtico para vaca seca em 80,0% dos rebanhos. Para o tratamento da mastite, os principios
ativos mais utilizados foram a gentamicina (60,0%), neomicina (46,3%), cefquinona (40,0%),
tetracilina (20,0%) e sulfadiazina + trimetropin (20,0%). As caracteristicas das propriedades e

manejo de ordenha estdo apresentados na Tabela 4 e 5.
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Variavel Categoria n %
Sala de ordenha 8 53,3
Local de ordenha
Curral 7 46,7
Mecanica - canalizada 1 6,7
Tipo de ordenha Mecanica - ao pé 12 80,0
Manual 2 13,3
. . a <205 litros/dia 7 53,8
Producéo de leite . .
> 205 litros/dia 6 46,2
. a <25 vacas 9 60,0
Vacas em lactacdo
> 25 vacas 6 40,0
L . a < 8,8 litros/vaca/dia 7 50,0
Produtividade de leite . .
> 8,8 litros/vaca/dia 7 50,0
Mestico 2 13,3
Raca . .
Girolando, Jersey, Gir 13 86,7
Sim 7 53,8
Bezerro no momento da ordenha .
Néo 6 46,2
} . 1 vez ao dia 5 33,3
Numero de ordenhas por dia .
2 vezes ao dia 10 66,7
. L Coletivo 3 20,0
Sistema de criacdo de bezerras .
Individual 12 80,0
R Sim 50,0
Compra fémea .
Néo 50,0

% Foi utilizado mediana das variaveis como ponto de corte



Tabela 5 — Caracteristicas do manejo da ordenha e controle da mastite nas propriedades

avaliadas, Rond6nia, 2014
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Variavel Categoria n %
Mina 1 9,1
Fonte de 4gua Pogo Artesiano 5 45,5
Poco Amazonico 5 45,5
. L . Sim 8 53,3
Examina os primeiros jatos de leite .
Nao 7 46,7
Sim 11 73,3
Lava os tetos antes da ordenha Nao 2 13,3
Quando necessario 2 13,3
. Sim 8 53,3
Desinfeta os tetos antes da ordenha .
Nao 7 46,7
Papel toalha 11 73,3
Seca 0s tetos .
Né&o seca/pano comum 4 26,7
. . i Sim 10 66,7
Anti-sepsia dos tetos apos a ordenha .
Nao 5 33,3
. Apos a ordenha 8 53,3
Vacas alimentadas
Antes/durante a ordenha 7 46,7
. . . Sim 13 86,7
Tratamento imediato dos casos clinicos .
Nao 2 13,3
Parte/Todas as vacas 12 80,0
Tratamento da vaca seca . .
Nao realiza 20,0
. Sim 53,8
Realiza CMT .
Nao 46,2
. Sim 20,0
Linha de ordenha .
N&o 12 80,0
o . . Sim 46,7
Descarte de animais com mastite crénica .
Nao 53,3
Antimicrobiano para mastite Sim 15 100,0
. Sim 46,7
Protocolo para tratamento mastite .
Néo 53,3
. Veterinario/Técnico 12 80,0
Recomenda tratamento mastite .
Balconista 3 20,0
. . Sim 6 40,0
Registro tratamento mastite .
Nao 9 60,0
L Sim 4 26,7
Marca animais em tratamento .
Né&o 11 73,3
e . Sim 13 86,7
Verifica a bula do medicamento .
Nao 2 13,3
Antimicrobiano de linha ndo veterinaria Nao 15 100,0
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A tabela 6 mostra o resultado da pesquisa de S. aureus e variacdo da contagem de
células somaticas dos rebanhos avaliados nas microrregides de Porto Velho, Ji-Parana e
Rolim de Moura. Dos animais avaliados (n=161), foram obtidos 68 isolados de S. aureus, 29
SCN e 11 SCP. O perfil de resisténcia das amostras identificadas como S. aureus, SCN e SCP
esta apresentado na tabela 7. Foram verificados frequéncia de resisténcia que variaram de 0 a
13,8% para S. aureus, 0 a 72,7 % SCP e 0 a 31,0% SCN, sendo a maior para penicilina,
seguido da ampicilina e tetraciclinas. Foi demonstrado 100% suscetibilidade aos
antimicrobianos cefalexina, gentamicina e oxacilina para os isolados de S. aureus e do
antibidtico cefalexina para SCP. Nenhum dos antimicrobianos testados apresentaram 100% de
sensibilidade in vitro para SCN. Dos isolados de Staphylococcus resistentes, foram
observados dois padrbes de resisténcia prevalentes, ampicilina e penicilina (AMP-PEN) e
penicilina, ampicilina e tetraciclina (AMP-PEN-TET) (Tabela 8).

Tabela 6 - Variacdo da contagem de células somaticas (x 1.000/mL) de acordo com a
presenca de isolamento de S. aureus, SCP e SCN em amostras de leite,
Rondbnia, 2013

MACCS*
Infeccdo Intramamaria N (%)

(n)
Sem crescimento bacteriano 47 (29,2) 107,1 (40)
Staphylococcus aureus 68 (42,2) 641,8 (68)
SCN 29 (18,1) 725,2 (23)
SCP 11 (6,8) 438,7 (6)

Outros microrganismos 6 (3,7) NR?

Média Aritmética da Contagem de Células Somaéticas — (n) = nimero de amostras com resultados de CCS
’NR — N4o realizado
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Tabela 7 - Classificacdo de sensibilidade e resisténcia dos isolados de Staphylococcus aureus,

Staphylococcus spp. coagulase positiva e negativa a onze antimicrobianos,

Rond6nia 2014

Perfil

Isolado Grupo Antimicrobiano Sensibilidade Intermediario  Resistente

n (%) n (%) n (%)

Ampicilina (66) 57 (86,4) 0(0,0) 9 (13,6)

Penicilina Penicilina (65) 56 (86,2) 0(0,0) 9(13,8)

Oxacilina (64) 64 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)

Tetraciclina Tetraciclina (65) 61 (93,8) 0(0,0) 4(6,2)

) Ceftiofur (65) 64 (98,5) 0(0,0) 1(1,5)
Cefalosporina )

S. aureus Cefalexina (65) 65 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)

. . Gentamicina (68) 68 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)
Aminoglicosideo o

Neomicina (68) 62 (91,2) 6 (8,8) 0(0,0)

Fluoroquinolona Enrofloxacina (66) 64 (97,0) 1(1,5) 1(1,5)

Lincosamida Clindamicina (66) 65 (98,5) 0(0,0) 1(1,5)

Macrolideo Eritromicina (66) 59 (89,4) 4(6,1) 3(4,5)

Ampicilina (29) 21 (72,4) 0 (0,0) 8 (27,6)

Penicilina Penicilina (29) 20 (69,0) 0(0,0) 9 (31,0

Oxacilina (29) 28 (96,5) 0 (0,0 1(3,5)

Tetraciclina Tetraciclina (29) 21 (72,4) 2(6,9) 6 (20,7)

) Ceftiofur (28) 27 (96,4) 0(0,0) 1(3,6)
Cefalosporina .

SCN Cefalexina (29) 27 (93,1) 2 (6,9) 0(0,0)

. ) Gentamicina (29) 28 (96,6) 0(0,0) 13,4)
Aminoglicosideo o

Neomicina (29) 25 (86,2) 3(10,3) 1(3,5)

Fluoroquinolona Enrofloxacina (29) 27 (93,0) 1(3,5) 1(3,5)

Lincosamida Clindamicina (28) 26 (92,8) 1(3,6) 1(3,6)

Macrolideo Eritromicina (28) 27 (96,4) 0(0,0) 1(3,6)

Ampicilina (11) 3(27,3) 0(0,0) 8(72,7)

Penicilina Penicilina (11) 4 (36,4) 0(0,0) 7 (63,6)

Oxacilina (10) 9 (90,0) 0(0,0) 1(10,0)

Tetraciclina Tetraciclina (10) 7 (70,0) 0(0,0) 3(30,0)

] Ceftiofur (11) 10 (90,9) 0(0,0) 1(9,1)
Cefalosporina )

SCP Cefalexina (11) 11 (100,0) 0(0,0) 0(0,0)

) ) Gentamicina (11) 10 (90,9) 0(0,0) 1(9,1)
Aminoglicosideo o

Neomicina (11) 8 (72,7) 2 (18,2) 1(9,1)

Fluoroquinolona Enrofloxacina (11) 10 (90,9) 0(0,0) 1(9,1)

Lincosamida Clindamicina (11) 10 (90,9) 0(0,0) 1(9,1)

Macrolideo Eritromicina (11) 10 (90,9) 0(0,0) 1(9,1)
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Tabela 8 - Padrdo de resisténcia a antimicrobianos de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
spp. coagulase negativo e positivo isolados de mastite bovina, Rondonia, 2014

Isolado Perfil de multirresisténcia N
AMP-PEN 5
AMP-PEN-TET 3
S. aureus
AMP-PEN-TET-ERI-CLI 1
CFT-ERI 1
AMP-PEN-TET 3
AMP-PEN 2
AMP-PEN-TET-ERI 1
SCN
AMP-PEN-CTF-OXA 1
PEN-TET-ERI 1
PEN-GEN-NEO-CLI 1
AMP-PEN 5
SCP AMP-PEN-TET 1
AMP-PEN-TET-CTF-ENR-GEN-NEO-OXA-ERI-CLI 1

N=Nlmero de isolados, AMP=Ampicilina, CFT=Ceftiofur, ENR=Enrofloxacina, GEN=Gentamicina,
NEO=Neomicina, OXA=0xacilina, PEN=Penicilina, CFE=Cefalexina, TET=Tetraciclina, ERI=Eritromicina,
CLI=Clindamicina.

3.4 Discussao

Os rebanhos leiteiros avaliados no presente trabalho, apresentavam maior mediana de
producdo (litros/dia), produtividade de leite (litros/vaca/dia) e maior frequéncia de adocéo de
boas praticas de ordenha e controle da mastite comparado com o perfil de propriedades
avaliadas da microrregido de Ji-Parana (DIAS et al., 2013; DIAS et al., 2015), demonstrando
maior grau de tecnificagéo.

O uso de antimicrobianos foi relatado como estratégia para o controle e a prevencao
da mastite em todos os rebanhos avaliados. O uso de protocolos de tratamento orientado por
técnicos foi relatado em 46,7 % dos rebanhos e os principios ativos mais frequentemente
utilizados foram das classes dos aminoglicosideos, tetraciclinas e cefalosporinas.

No presente trabalho, o S. aureus foi o patdgeno da mastite mais prevalente, sendo
isolado em todas as propriedades avaliadas. O S. aureus é considerado o patégeno de maior

importancia e o mais frequente na maioria dos paises (HOGEVEEN et al., 2011; KEEFE,
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2012). No Brasil, as taxas de isolamentos de S. aureus em amostras de leite variam entre 8,3%
e 3553% (LANGONI et al., 1991; NADER FILHO et al., 1992; BRITO et al., 1999;
FREITAS et al., 2005; OLIVEIRA et. al., 2011). Em estudo realizado na microrregido de Ji-
Parana, maior produtora de leite do estado, foram avaliados 267 rebanhos bovinos leiteiros e
destes 36,0% apresentaram isolamento de S. aureus em amostras de leite total (DIAS et al.,
2015). Estes resultados confirmam a importancia do patégeno na epidemiologia da mastite em
Rondonia.

Os SCN tém se apresentado com um dos principais grupos de bactérias isoladas de
mastite subclinica (MAKOVEC; RUEGG, 2003), podendo causar infec¢bes persistentes
resultando em aumento da CCS. No presente estudo, SCN foram isolados em 66,6% (n=10)
das propriedades avaliadas, e as amostras de leite dos animais que tiveram isolamento do
patdgeno apresentaram média de CCS de 725.000 células/mL, demonstrando a sua
abrangéncia e o impacto na CCS. Estudo realizado na microrregido de Porto Velho em
Rondo6nia demonstrou a presenga deste grupo de microrganismos como agente causal de
mastite subclinica nas propriedades avaliadas (DIAS et al., 2013). Os SCN podem ser
oportunistas provenientes do meio ambiente, entretanto algumas espécies podem permanecer
no Ubere, fazendo que o hospedeiro se torne fonte de infeccdo do microrganismo a outros
animais do rebanho (MORK et al., 2012).

A avaliagdo da suscetibilidade a antimicrobianos de isolados do género
Staphylococcus demonstrou maiores frequéncias de resisténcia para betalactamicos
(penicilina e ampicilina) e tetraciclinas. Estudos realizados em diferentes regides e paises
demonstram um aumento crescente da resisténcia a penicilinas por Staphylococcus
(LANGONI et al., 1991; BRITO et al., 1996; BOYLE-VAVRA et al., 1997; MURRAY et al.,
2009). Este aumento pode estar associado a mecanismos de resisténcia a penicilina, como a
producdo da enzima penicilinase, uma p-lactamase especifica que hidrolisa o anel p-lactamico
deste antibidtico. O gene blaZ, que codifica para esta enzima, é carreado por plasmideos
transmissiveis, o que dissemina a resisténcia entre os estafilococos (FLUIT et al., 2001).

Dentre os isolados avaliados, os SCP apresentaram frequéncias de resisténcia mais
altas para todos os antimicrobianos testados, sendo a maior frequéncia de resisténcia a
betalactamicos (72,7%). Estudos demonstram altas frequéncias de resisténcia a penicilinas de
SCP isolados de mastite no estado do Para e Pernambuco, sendo observadas frequéncias de
73,3% e 80,0% respectivamente (FREITAS et al., 2005; OLIVEIRA et. al., 2011).

A frequéncia de resisténcia a tetraciclinas observada no presente estudo foi maior em

isolados de SCN e SCP. Estes resultados corroboram com avalia¢fes de isolados de mastite
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de rebanhos de Pernambuco e Para que demonstraram frequéncia de resisténcia a tetraciclinas
de 26,0% para SCP (FREITAS et al., 2005) e 21,7% para SCN (OLIVEIRA et al., 2011)
respectivamente. Embora, o uso de tetraciclinas tenha sido relatado em 20% dos rebanhos
avaliados, resultados obtidos no estudo realizado em 262 propriedades com baixo nivel
tecnoldgico localizados na microrregido de Ji-Parand demonstraram predominancia de
tratamentos a base de tetraciclinas (74,0%) na regido (DIAS et al., 2015).

Os maiores indices de suscetibilidade a antimicrobianos foram observados nos
isolamentos de S. aureus (86,4 — 100%). A variagdo no padrdo de resisténcia a
antimicrobianos de S. aureus isolados de mastite bovina tem sido descrita por diferentes
autores, sendo observada uma tendéncia de maior frequéncia de resisténcia de S. aureus aos
antimicrobianos ampicilina, penicilina e tetraciclina (LANGONI et al., 1991; NADER FILHO
et al.,, 1992; BRITO et al., 2001; COSTA et al., 2013). No presente estudo foi observado
padrdo de resisténcia de S. aureus semelhante aos estudos realizados, entretanto com menores
frequéncias indicando melhor eficiéncia das drogas testadas no controle e prevencdo da
mastite. Os resultados de suscetibilidade a oxacilina para os isolados de Staphylococcus
avaliados (n=103) variaram de 90,0 a 100%, sendo identificado dois isolamentos resistentes,
um para SCP e um SCN. Santos (2014) avaliou 170 isolamentos de S. aureus e SCN e
observou resisténcia a oxacilina em 31 amostras provenientes de seis estados da federagdo.

A identificacdo de padrdes de resisténcia nos isolados de Staphylococcus demonstra
maior frequéncia de dois padrdes: ampicilina e penicilina (n=12) e ampicilina, penicilina e
tetraciclina (n=7). Dos 19 padrbes predominantes observados, 10 foram obtidos em uma
propriedade localizada na microrregido de Porto Velho, o qual tinha histérico de mastite
clinica recorrente no rebanho, uso de diferentes antimicrobianos sem orientacdo técnica e
baixa taxa de cura.

A baixa taxa de cura em infec¢bes por S. aureus pode estar relacionada a formacéo de
abscessos em tecidos profundos da glandula maméria, o qual interfere no acesso do
antimicrobiano resultando em uma infecg@o de longa duragdo e com tendéncia a cronificagdo
(SANTOS; FONSECA, 2007). Estudo realizado por Barkema et al., (2006), demonstrou que
as taxas de cura de infecgdes intramamarias causadas por S. aureus podem variar de 15 a
85%, dependendo do namero de lactagdes, contagem de células somaticas antes do tratamento
e producdo de B-lactamase. Estes fatores contribuem para 0 aumento da resisténcia a
antimicrobianos em rebanhos e demonstram a importancia da prevencéo da infec¢do por este

microrganismo.
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3.5 Conclusbes

Os resultados mostram a importancia do género Staphylococcus spp. como principal
agente etioldgico da mastite bovina em propriedades tecnificadas do estado de Rondonia,
sendo o0 S. aureus o mais prevalente e com maiores indices de suscetibilidade a
antimicrobianos.

A maior frequéncia de resisténcia foi observada para betalactamicos e tetraciclinas,
antibioticos amplamente utilizados para o controle da mastite no estado.

A adogdo de boas praticas de ordenha assim como o estabelecimento de protocolos de
tratamento baseados nos resultados do antibiograma sdo ferramentas essenciais para maior

efetividade do tratamento e controle da mastite bovina.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Considerando a importancia da sustentabilidade da pecuaria de leite para o estado de
Rondbnia, e a importancia socioecondmica da mastite bovina para a unidade produtiva, 0s
resultados mostram a predominancia de patdgenos contagiosos da mastite no estado e o perfil
de suscetibilidade aos principais antimicrobianos. Estes resultados demonstram a importancia
da adocdo de boas praticas de ordenha e controle da mastite, e do estabelecimento de
protocolos de tratamento baseados nos resultados do antibiograma, como ferramenta essencial

para maior efetividade do tratamento e controle da mastite.
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QUESTIONARIO PROJETO EPI RO

“Caracterizagcao epidemioldgica e estratégias de controle da mastite bovina
(Projeto MP3 - Edital Embrapa SEG 01/2012)

Cdédigo do rebanho: Atividade: (preenchimento interno)
Proprietério: Propriedade:
Telefone: ( ) E-mail:

1. LOCALIZAQAO DO REBANHO

1.1. Coordenadas geograficas: a. Latitude: b. Longitude: c. Altitude:
1.2. Endereco: Linha: Lote: Gleba:
1.3. Cidade:

1.4. Tangue comunitario, quando for o caso:

1.5. Se tanque comunitério, leite entregue por:

1.6. Horério da ordenha: 1.7. Horério da coleta da amostra:

2. CARACTERISTICAS GERAIS DO REBANHO

2.1. Numero de vacas em lactagéo:

2.2. Numero de vacas de primeira cria:

2.3. Numero de vacas de segunda cria:

2.4. Namero de vacas de terceira cria:

2.5. Namero de vacas com mais de 3 crias:

2.6. NUmero de vacas secas:

2.7. Producdo total de leite/dia:
a. Periodo Seco litros/dia b. Periodo Chuvoso litros/dia

2.8. Raca do rebanho:

( )Gir () Jersey () Pardo Suico
() Holandés () Mestico () Girolanda
() Outra

3. MANEJO ALIMENTAR

3.1. Qual o sistema de producédo adotado:

( )Pasto ( ) Pasto+ Suplementacdo ( ) Dieta total no cocho
3.2. Se utiliza suplementacao, qual o periodo da oferta aos animais:
( ) Seca ( ) Chuva ( ) Todo o ano

3.3. Qual o tipo de suplementacao:

( )Canacomuréia ( ) Silagem ( ) Outros, especificar

3.4. Qual a quantidade fornecida de suplemento no rebanho: Total (Kg/dia):

3.5. Quanto a mineralizagéo, utiliza:
( ) Sal mineral ( ) Salcomum ( ) Mistura (sal mineral + sal comum) ( ) N&o utiliza
3.6. Quantidade utilizada:

Sal mineral Kg/rebanho/més



Sal comum Kg/rebanho/més

4. INFRA-ESTRUTURA E MANEJO DA PROPRIEDADE

4.1. Tipo de ordenha: () Manual () Mecénica- balde ao pé () Mecénica— sistema canalizado
4.2. Presenca do bezerro no momento da ordenha: () Sim ( ) Néo
4.3. Local de ordenha: ( ) Sala de ordenha () Curral () Outro:
4.4. Namero de ordenhas por dia: ( ) Uma () Duas () Trés

4.5. Armazenamento do leite

() Tanque de expanséo direta () Tanque coletivo
() Tanque de imersao () Entrega em latdo na inddstria
4.6. Sistema de criagéo de bezerras: ( ) Individual ( ) Coletivo

4.7. Adquire fémeas bovinas de outras propriedades? ( ) Sim ( ) Néo

5. HIGIENE E MANUTENGAO DOS EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS DE ORDENHA

5.1.Qual o produto utilizado na limpeza dos utensilios e materiais de ordenha?

5.2. Qual o procedimento adotado para limpeza dos equipamentos de ordenha (produtos utilizados e frequéncia de

uso):
a. Detergente alcalino: ( ) Sim ( ) Nao Frequéncia de uso:
b. Detergente acido: ( )Sim ( )Nao Frequéncia de uso:
c. Sanitizante: ()Sim ( )Né&o Frequéncia de uso:
d. Outros produtos, especificar Frequéncia de uso:
5.3. Dispde de agua quente no local da ordenha? () Sim ( ) Néo
5.4. Realiza manuteng&o da ordenhadeira? () Sim, frequéncia ( ) Naéo

6. PROGRAMA DE CONTROLE E PREVENGCAO DE MASTITE

6.1. H4& acompanhamento do rebanho por um técnico?

() Veterinério () Agrdnomo () Zootecnista

() Técnico agricola () Néo ha
6.2. Utiliza &gua na ordenha dos animais? ( ) Sim, fonte de 4gua () Néo
6.3. Se sim, a 4gua utilizada na ordenha é tratada? ( ) Sim, produto utilizado ( ) Néo
6.4. Examina os primeiros jatos de leite (teste da caneca de fundo escuro)? ( ) Sim () Néo

6.5. Lava os tetos com agua antes da ordenha? () Sim ( ) Néo () Quando necessario
6.6. Desinfeta os tetos antes da ordenha? () Sim, produto utilizado () Néo
6.7. O que usa para secar 0s tetos?

( )N&oseca( )Papeltoalha ( ) Panocomum () Outra forma:

6.8. Desinfeta os tetos depois da ordenha? ( ) Sim () Nao

6.9. As vacas sdo alimentadas: ( ) antes ou durante a ordenha ( ) apés a ordenha ( ) ndo alimenta
6.10. Realiza o tratamento imediato de todos os casos clinicos de mastite: () Sim ( ) Néo

6.11. Realiza o tratamento da vaca seca (tratamento a secagem)?

( )Todasasvacas ( ) Parte das vacas (seleciona animal para tratamento a secagem)

() N&o realiza

6.12. Realiza o teste de CMT? ( ) Sim, periodicidade ( ) Néo




6.13. Realiza linha de ordenha? ( ) Sim () Néo
6.14. Utiliza como critério de descarte a repeticdo de casos de mastite clinica? () Sim ( ) Néo
6.15. Faz contagem de células somaticas: ( ) Animais ( ) Rebanho ( ) Né&o faz

6.16. Anotar as trés Ultimas contagens de células soméaticas obtidas no rebanho:

7. APLICACAO DE ANTIBIOTICOS
7.1. Quais 0s casos em que usa tratamento com antibiéticos das vacas?
() Doenca de casco () Mastite () Pneumonia
() Diarréia () Metrite () Outros

7.2. Ha& um protocolo de uso de antibiéticos para tratamento de mastite? () Sim ( ) Néo

7.3. Se a resposta do item 7.2 for afirmativa, anotar o protocolo usado:

7.4. Quem recomenda os medicamentos para tratamento da mastite?

7.5. Realiza registro (anotagdo) dos tratamentos para mastite? () Sim () Nao

7.6. Realiza (anotacéo) dos tratamentos para outras doengas? () Sim () Nao

7.7. Utiliza alguma maneira visual para marcar os animais tratados com antibiéticos?

( )Sim ( )Nao

7.8. Verifica a bula e respeita o periodo de caréncia quando trata as vacas em lactagdo com antibiéticos?
( )Sim ( )Nao

7.9. Quando realiza o tratamento com antibiéticos, qual o destino do leite do animal?

() Fornecido apenas os bezerros machos () Fornecido a todos os bezerros

() Outro destino:

7.10. Utiliza algum antibiético da linha ndo-veterinaria para tratamento da mastite? () Sim () Nédo

7.11. Quantos tratamentos de mastite clinica foram realizados nos ultimos 12 meses?

7.12. Anote o nome comercial e as bases dos antibioticos utilizados na propriedade.

Observagdes (caso haja alguma observacéo relacionada a alguma questdo do questionério, usar o nimero da

guestdo para identificacado da observagao):

Data da entrevista / / Entrevistador




