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APRESENTACAO

O e-book intitulado: “Docéncia, Pesquisa e Lideranga em Zootecnia 2” € constituido
por dez capitulos que abordam diferentes assuntos relevantes para a area de atuagéo
dos zootecnistas, tais como, o0 ensino, a extensao e a pesquisa. No entanto, devido sua
diversidade e abordagem interdisciplinar, esta obra pode contribuir também profissionais
de areas afins.

Esta segunda edicéo traz trabalhos atuais, importantes, e contribui para o debate
sobre: estratégias utilizadas na educacdo para construgcdo do conhecimento, dados de
desempenho e técnicas empregadas na producdo animal, bem como o impacto da
disseminagéo mundial de doencas sobre a cadeia de proteina de origem animal.

Assim, dada a pluralidade e relevancia dos temas abordados, sobretudo para
os profissionais das areas das ciéncias agrarias, esperamos que este material possa
contribuir de forma efetiva para a transmissdo da informacéo aos seus leitores. Visto
isso, agradecemos aos educadores e pesquisadores, por todo seu afinco para atender
demandas de estudantes e da sociedade em geral, e também, gostariamos de destacar
0 papel da Atena Editora, como divulgadora de materiais produzidos, com acesso livres,

contribuindo assim com a difusdo do conhecimento.

Amanda Vasconcelos Guimaraes
Patricia Maria de Franca
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CAPITULO 11
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RESUMO: O leite é um alimento de amplo
consumo na nutricdo humana. Contudo, ao
lado da indiscutivel qualidade intrinseca, ha
0 permanente risco de o leite veicular micro-
organismos patogénicos. Selecionou-se uma
propriedade rural no municipio de Ipora/PR com
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AOS ANTIMICROBIANOS

rebanho leiteiro de 28 animais e foram coletadas
amostras de leite de cada vaca para o isolamento
de Staphylococcus spp. e Contagem de Células
Somaticas (CCS). A partir das linhagens
microbianas isoladas de amostras com CCS
que evidenciavam mastite clinica e subclinica
foi realizado o teste de antibiograma. Em todas
as amostras houve o crescimento de coldnias
caracteristicas de estafilococos em Baird Parker
Agar. Das 28 amostras de leite, foram detectadas
mastite clinica e subclinica em 3 e 7 amostras,
respectivamente, sendo realizado o antibiograma
para as linhagens isoladas dessas amostras.
Em 50% dessas linhagens isoladas detectou-se
a resisténcia a apenas um antibiético testado.
Além do monitoramento da incidéncia da mastite
no rebanho deste estudo, fossem aplicadas as
medidas preventivas e a terapéutica adequada
com base no antibiograma realizado, poderia
ser uma estratégia eficiente para o controle da
doenca nos animais acometidos e contribuiria
para limitar a disseminagdo da doencga entre o
rebanho.

PALAVRAS - CHAVE: mastite bovina, resisténcia
antimicrobiana, Staphylococcus spp.

MASTITIS PREVALENCE IN A DAIRY
CATTLE HERD IN NORTHWEST PARANA
AND THE SUSCEPTIBILITY OF ISOLATED

BACTERIATO THE ANTIMICROBIALS

ABSTRACT: Milk is a widely consumed food
in human nutrition. However, alongside the
indisputable intrinsic quality, there is a permanent
risk of milk carrying pathogenic microorganisms.
Rural property in the municipality of Ipora / PR
was selected with a dairy herd of 28 animals and
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milk samples were collected from each cow for the isolation of Staphylococcus spp. and
Somatic Cell Counting (CCS). From the microbial strains isolated from samples with CCS that
showed clinical and subclinical mastitis, the antibiogram test was performed. In all samples,
there was the growth of colonies characteristic of staphylococci on Baird Parker Agar. Of the 28
milk samples, clinical and subclinical mastitis were detected in 3 and 7 samples, respectively,
and the antibiogram was performed for the strains isolated from these samples. In 50% of
these isolated strains, resistance to only one tested antibiotic was detected. In addition to
monitoring the incidence of mastitis in the herd in this study, if preventive measures and
appropriate therapy based on the antibiogram were applied, it could be an efficient strategy
for controlling the disease in the affected animals and would contribute to limit the spread of
the disease among the herd.

KEYWORDS: bovine mastitis, antimicrobial resistance, Staphylococcus spp.

11 INTRODUGAO

Da grande variedade de alimentos disponiveis a populac¢do, o leite destaca-se
pela sua rica constituicdo, sendo em muitos casos utilizado como o principal alimento
na dieta infantil. Dessa maneira, espera-se que o leite a ser consumido apresente boas
caracteristicas microbiologicas (REZENDE et al., 2000).

A composi¢cdo quimica do leite torna-o um alimento altamente perecivel, com
caracteristicas intrinsecas ideais para o desenvolvimento de micro-organismos, como
elevado valor nutricional, alta atividade de agua e pH proximo a neutralidade. O leite obtido
de animais sadios e com cuidados higiénico-sanitarios adequados, durante a ordenha e
na manipulacdo posterior, apresenta uma quantidade relativamente pequena de micro-
organismos contaminantes e menor probabilidade da presenca de patdégenos. No entanto,
quando o animal apresenta um quadro clinico de infec¢do, pode ocorrer a contaminagcao
do leite pelo agente infeccioso, como 0 que ocorre nos animais acometidos por mastite.

Além da contaminacado do leite pelo agente patogénico, a mastite bovina é uma
doenca onerosa que afeta a rentabilidade da indlstria do leite, devido a redugédo da
producao de leite pelo animal acometido (VILLA-ARCILA et al., 2017), além de aumentar
a contagem de células somaticas e provocar danos nos tecidos secretores das glandulas
mamarias, ocasionados por micro-organismos presentes (FORSBACK et al., 2009).

A mastite é considerada uma doenca complexa, ocasionada por uma variedade de
patégenos que diferem na malignidade, além das diversas interacdes, tais como hospedeiro,
ambiente e micro-organismos (FONTANA et al., 2012). Todavia, Staphylococcus aureus é
um dos agentes mais importantes causadores de mastite clinica, subclinica, recorrente e
cronica em bovinos leiteiros (MELCHIOR et al., 2006). Sendo o género Staphylococcus
sp. persistente nos casos de mastite, 0 mesmo € dividido em dois grupos: estafilococos
coagulase positivo e estafilococos coagulase negativo. Esse Ultimo grupo € mais comumente
isolado em diversos paises, uma vez que sao descritos como patégenos emergentes e
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principal causador de mastite subclinica persistente (PYORALA; TAPONEN, 2009).

Cerqueira e Almeida (2013) destacaram a importancia em demonstrar a presenga
de Methicillin-resistant Staphylococcus aureus MRSA em alimentos de origem animal com
0 objetivo de despertar o alerta as autoridades de salde publica e da agropecuaria sobre
a necessidade de acompanhamento da adogao de préaticas e medidas de controle, tanto
no manejo de animais, como em toda a cadeia produtiva de alimentos. Desse modo, &
possivel diminuir o risco de transmissao de microrganismos multirresistentes a espécie
humana e bovina.

Desse modo, a mastite que acomete o gado leiteiro brasileiro torna-se preocupante,
pois se constitui um fator limitante na produtividade das propriedades rurais, além de
ser um risco de contaminagdo patogénica no leite proveniente de animais com mastite
clinica ou subclinica. O objetivo deste trabalho foi identificar a incidéncia de mastite clinica
e subclinica em um rebanho bovino do Noroeste do Paranéa e determinar a susceptibilidade aos
antimicrobianos de isolados de Staphylococcus spp. do leite.

21 MATERIAL E METODOS

Foi selecionada uma propriedade rural na regido Noroeste do Estado do Parana —
Brasil, com rebanho leiteiro de 28 animais. Foram retiradas amostras de leite de cada vaca
em frascos estéreis com volume aproximado de 70 mL, sendo descartados os primeiros
jatos de leite de cada teto e a coleta realizada logo a seguir.

Uma aliquota de 25 mL foi retirada para o preparo de diluicbes seriadas (até 109)
para o isolamento de Staphylococcus spp. a partir da semeadura em Baird Park Agar (BP).
As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas, sendo entéo as coldnias diferenciadas pela
morfologia e repicadas em Brain Heart Broth (BHI) para a diferenciagdo de estafilococos
coagulase positiva e negativa (teste de coagulase), além dos testes de coloragdo de Gram,
catalase e DNAase para a confirmagao do género (DOWNES, 2001).

Para o diagnoéstico de leite mastitico foi utilizado o analisador de Contagem de
Células Sométicas (CCS) que faz a correlagdo da viscosidade do leite apds adicdo de
um reagente especifico, conforme o método de Wisconsin Mastitis Test (WMT). A faixa de
medicéo foi de 90.000 a 1.500.000 células.mL".

Foram utilizados os seguintes limites para a CCS: animal saudavel: até 200.000
células.mL"; animal com mastite subclinica: entre 200.000 e 500.000 células.mL™; animal
com mastite clinica: acima de 500.000 células.mL™.

As linhagens isoladas em BP, provenientes de vacas consideradas com mastite
clinica e subclinica pela CCS, foram repicadas em 3 mL de Tryptic Soy Broth (TSB) e
incubacéo a 35°C por 24 horas para a determinacéo da susceptibilidade aos antimicrobianos
pelo método de disco-difusdo (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2015).
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A padronizacgdo da concentragao celular das culturas foi realizada em solugéo salina
a 0,85% na escala 0,5 de MacFarland (1,0x108 UFC.mL™") utilizando espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 625nm.

A partir das culturas padronizadas realizou-se a semeadura com auxilio de swab
em placas de Petri para antibiograma contendo Muller Hinton Agar (MHA). Prosseguiu-
se entdo a aplicagéo dos discos dos antibiéticos: Ampicilina 10 mcg (AMP), Azitromicina
15 mcg (AZI), Cefazolina 30 mcg (CFZ), Ciprofloxacina 5 mcg (CIP), Clindamicina 2 mcg
(CLI), Cloranfenicol 30 mcg (CLO), Gentamicina 10 mcg (GEN), Tetraciclina 30 mcg (TET)
e Vancomicina 30 mcg (VAN). As medidas de halo de inibicdo foram avaliadas para a
resisténcia conforme: AMP <28; AZI <13; CFZ <14; CIP <15;CLI <14; CLO =<12; GEN <
12; TET < 14; e VAN = 6.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1 s&o apresentados os resultados referentes ao crescimento microbiano e
CCS (incidéncia de mastite) nas amostras de leite coletadas do rebanho leiteiro em estudo.
Foram selecionadas todas as col6nias identificadas como Gram positivas.

Para todas as amostras de leite houve crescimento de col6nias no meio BP. As
colénias foram diferenciadas quanto as suas caracteristicas fenotipicas, como Tipo
| (pequena, regular, negra e brilhante) e Tipo Il (grande, irregular, cor marrom escuro e
opaca). De um total de 43 col6nias isoladas, 26 (60,5%) col6nias foram classificadas como
Tipo 1 e 17 (39,5%) colbénias como Tipo 2.

Das 43 col6nias isoladas, 10 (23,3%) coldnias eram coagulase positiva e 33 (76,7%)
colbnias eram coagulase negativa. A incidéncia de estafilococos coagulase negativa neste
estudo é maior que a encontrada por Khazandia et al. (2018) em um rebanho australiano.
Os autores isolaram 57 linhagens bacterianas consideradas patogénicas de 320 amostras
de leite provenientes de 87 animais, sendo 37 isolados patogénicos eram de estafilococos
coagulase negativa.

Na regido sudeste do Brazil, estado do Rio de Janeiro, Marques et al. (2013)
encontraram linhagens de estafilococos coagulase negativos em 58% dos casos de mastite
bovina. Os autores ressaltaram uma atengéo que deve ser dada para esse grupo bacteriano
causador de mastite. Mendonga et al. (2012) detectaram a presencga de Staphylococcus
aureus em 36,2% das amostras de leite positivas para mastite em estudo realizado no
Estado do Rio de Janeiro — Brazil.
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- . CCS (cells. Cadigo da Tipo de 5 5 5
Cédigo do animal mL") amostra colénia Catalase Coagulase DNAse

K01 | - B _

1 <90.000 Ko2 " ) ) )
K03 | - ¥ +

2 938.000 K04 " ) . .
3 <90.000 K05 | + - +
K06 | + - +

4 <90.000 Ko7 " . ) .
K08 | - - .

5 266.000 K09 " ) ) .
6 <90.000 K10 | - - ¥
K11 | - - -

7 <90.000 K12 " ) ) .
8 320.000 K13 | + - "
9 <90.000 K14 : ) ) )
' K15 I - - +

10 340.000 K16 | - - ¥
1 <90.000 K17 : ) ) )
‘ K18 I + ¥ .

K19 [ + - +

12 132.000 K20 " . ) .
13 375.000 K21 I - - ¥
K22 [ - - )

14 >1.500.000 Ko3 " ] ) ]
15 <90.000 K24 : * . +
' K25 Il + - +

16 355.000 K26 [ - 8 )
17 157.000 K27 : i ) )
’ K28 I + - }

18 <90.000 K29 [ - - ¥
K30 [ + + ¥

19 220.000 K31 | N . '
20 325.000 K32 I + - "
21 140.000 K33 [ + - +
22 777.000 K34 [ + + +
K35 [ + ¥ +

23 <90.000 K36 " . . .
24 174.000 K37 [ + - ¥
25 <90.000 K38 [ + + +
26 178.000 K39 [ + + +
K40 | + - +

27 111.000 KaA | N ) .
K42 [ + - +

28 94.000 K43 " . ) .

(T): pequena, regular, negra e brilhante; (Il): grande, irregular, cor marrom escuro e opaca.

2 Resultados dos testes: (-): negativo; (+) positivo.

Tabela 1. Contagem de células soméaticas (CCS) de amostras de leites coletadas por animal de
um rebanho leiteiro bovino no Noroeste do Parna.
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Conforme a contagem de CCS foi possivel observar a incidéncia de mastite dentro
do rebanho estudado, diferenciando os animais ndo afetados com mastite (18) e os quadros
de mastite clinica (3) ou subclinica (7), totalizando 10 animais afetados (35,7%) em um
rebanho de 28 animais. Comparativamente, Isaac et al. (2017) obtiveram um porcentual
maior de animais afetados com mastite em um rebanho estudado na regido de Coérdoba,
Argentina, sendo 42,65% e 2,69% do rebanho apresentava sintomas de mastite subclinica
e clinica, respectivamente.

No entanto, a relacdo da incidéncia de casos de mastite clinica e subclinica
encontrada neste estudo difere dos dados apresentados por Jamaran e Zarif (2016),
que analisaram um total de 46 amostras de leite proveniente de animais com mastite no
Ird, sendo 38 com mastite clinica e 8 com mastite subclinica. Um total de 20 amostras
resultaram positivamente para Staphylococcus aureus.

As culturas puras isoladas em BP das amostras de leite dos animais que foram
considerados com mastite clinica e subclinica, de acordo com a CCS, foram submetidas a
coloracao de Gram e teste de antibiograma, cujos resultados estao apresentados na Tabela
2. Para todas as 10 culturas isoladas confirmou-se a morfologia de estafilococos positivos.

Codigo Halo de inibigdo (mm)!
da
AMP AZl CFZ CIP CLI CLO GEN TET VAN
amostra

K4 25(R)  28(S)  35(S)  36(S)  30(S)  32(S)  22(3) 30(8) 24(8)
K8 44(8)  40(S)  36(S)  S6(S)  3T(S)  44(S)  34(S)  40(S)  30(S)
K9 46(S)  30(S)  40(S)  44(S)  36(S)  32(S)  30(S)  36(S)  21(S)
K13 42(8)  28(S)  44(S)  38(S)  33(S)  32(S)  28(S)  33(S)  23(S)
K16 47(8)  27(S)  42(S)  38(S)  34(S)  34(S)  28(S)  34(S)  24(S)
K21 39(8)  29(8)  32(8)  46(S)  31(S)  34(S)  28(S)  34(S)  20(S)
K23 24(R)  10(R)  32(S)  40(S)  28(S)  30(S)  28(S)  34(S)  20(S)
K26 46(S)  28(S)  40(S)  36(S)  31(S)  32(8)  28(S)  38(S)  24(8)

K30 36(S) 24(8)  30(S)  36(S)  28(S)  32(S)  27(S)  32(8)  21(S)
K31 20R) 26(8)  33(S)  30(S)  32(S)  27(8)  28(8)  29(S)  21(S8)
K32 19(R)  25(8)  31(S)  30(8)  21(8)  25(S)  26(S)  28(S) 19(S)
K34 19R)  24(5)  30(5)  31(8)  24(8)  28(8)  29(8)  30(8)  20(8)

'Antimicrobianos: AMP = ampicillina (10 pg); AZl = azithromicina (15 pg); CFZ = cefazolina (30 ug); CIP =
ciprofloxacina (5 pg); CLI = clindamicina (2 pg); CLO = cloramfenicol (30 pg); GEN = gentamicina (10 pg); TET =

tetraciclina (30 pg); VAN = vancomicina (30 pg); S = sensivel; R = resistente.

Tabela 1 — Antibiograma para as culturas puras isoladas das amostras de leite de animais
possivelmente com mastite clinica e subclinica.

Apenas uma linhagem (10%) foi resistente a azitromicina 15 pg e quatro linhagens
(40%) foram resistentes a ampicilina 15pyg. Todas as linhagens foram sensiveis para os
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demais antibibticos testados, sendo uma situacdo diferenciada em relagéo ao estudo de
Raspanti et al. (2016), que selecionaram 219 linhagens de estafilococos coagulase negativa
de um total de 441 isolados de amostra de leite em um rebanho argentino, com CCS
=200.000 células.mL. Os autores encontraram resisténcia a penicilina (51,6%), oxacilina
(13,7%), eritromicina (29,2%) e tetraciclina (30,1%).

Ja Ismail (2017) encontraram no Northern Jordan resisténcia a ampicilina em
73,6% e 82% de linhagens de Staphylococcus aureus de vacas com mastite subclinica e
clinica, respectivamente. Os autores detectaram elevado grau de resisténcia a antibiéticos,
sendo que todas as linhagens isoladas foram resistentes a eritromicina, penicilina G,
estreptomicina, doxiciclina e trimetoprina/sulfa.

Oliver e Murinda (2012) apontaram que apesar das medidas de controle da mastite,
como a desinfecg¢ao dos tetos pré e pds-ordenha e as boas préaticas de ordenha, as vacas
com mastite necessitam de intervengéo antibiotica. Moritz e Moritz (2016) ressaltaram a
importancia da escolha de um antimicrobiano eficaz para o tratamento da mastite, evitando
a possibilidade de resisténcia microbiana no rebanho.

Apesar da existéncia de antimicrobianos efetivos, ha a possibilidade da eficacia
tornar-se limitada em fungc@o do surgimento de linhagens bacterianas multirresistentes
(LOWY, 2003). Desse modo, a associacéo dos fatores: (1) prevencao, (2) constante
monitoramento da incidéncia de mastite dentro do rebanho leiteiro e (3) intervencao
terapéutica aplicada baseada em dados de antibiograma, permitem a correta prescricao
de antibidticos para o tratamento eficaz dos animais acometidos com mastite, evitando
a disseminacéo da doenca para todo o rebanho. Salienta-se que falhas em um desses
fatores listados dificulta o controle da doencga, a qual se estabelece de forma sistémica
dentro do rebanho.

Além do monitoramento da incidéncia da mastite no rebanho deste estudo fossem
aplicadas as medidas preventivas e a terapéutica adequada com base no antibiograma
realizado, poderia ser uma estratégia eficiente para o controle da doenga nos animais
acometidos e contribuiria para limitar a disseminac¢ao da doenca entre o rebanho.

41 CONCLUSOES

Constatou-se que 35,7% do rebanho bovino leiteiro em estudo estava acometido por
mastite clinica ou subclinica. Dos isolados microbianos a partir do leite coletado, foi possivel
averiguar a resisténcia a apenas um antibiético testado em 50% das linhagens isoladas.
A escolha de um antibi6tico baseada em um antibiograma permite um tratamento eficaz
da mastite e dificulta a possibilidade de multirresisténcia do micro-organismo patogénico,
contribuindo para se evitar a disseminag¢do da doenga em todo o rebanho.
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