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INTRODUCAO

A mastite bovina é uma das principais afec¢des do rebanho leiteiro mundial, principalmente em
rebanhos de animais de alta produgdo. Esta doenca caracteriza-se por ser uma inflamagdo da
glandula mamaria, comumente oriunda de processo infeccioso (BARBALHO & MOTA, 2001).

E classificada de acordo com o microrganismo infeccioso em mastite ambiental quando causada
por agentes pertencentes ao ambiente e mastite contagiosa quando causada por agentes que tem
por habitat o interior ou a superficie da pele dos tetos. Também pode ser caracterizada conforme
a evolugao clinica em mastite clinica, onde os sinais clinicos na glandula mamaria e alteragoes
visiveis no leite sdo perceptiveis, e mastite subclinica onde os sinais clinicos e as alteragoes no
leite nao sdo observadas ao exame fisico, podendo ser diagnosticada apenas através de exames
complementares (SAAB et al., 2014).

A contaminacao da glandula mamaria bovina poderé ocorrer devido aos maus habitos de higiene
na ordenha, contaminacdo dos equipamentos de ordenha, contato com a pele da mao do
ordenhador quando nao higienizada ou através da contaminagdo no ambiente onde vive este
animal (SAAB et al., 2014).

Quando a mastite for derivada da contaminagao ambiental, na maioria das vezes ira apresentar
sinais evidentes de inflamacdo no ubere, tais como edema, calor, rubor e sensibilidade dolorosa ao
toque. Também se evidenciam alteragdes nas caracteristicas fisicas do leite exemplificadas por
variagOes de cor, consisténcia e presenca de grumos (RIBEIRO et al., 2003). Os principais agentes
etioldgicos isolados de casos de mastite ambiental sdo Escherichia coli, Klebsiella pneumonie,
Streptococcus uberis, Enterobacter aerogenes, Nocardia sp. e Pseudomonas aruginosa (SILVA et

al., 2010).

- -
FIBRERTUFAR
A EE A

)

fwald



Il XXVI Seminario de Iniciacao Cientifica

SALAO DO UN,JUm]B" 6) XXIII Jornada de Pesquisa

XIX Jornada de Extensao

CONHECIMENT ::‘. VIl Mostra de Iniciagdo Cientifica Junior

CIENCIA PARA A REDUCAO DAS DESIGUALDADES VIl Seminério de Inovacéo e Tecnologia

01 a 04 de outubro de 2018

Evento: XXVI Seminario de Iniciagdo Cientifica

Mastites contagiosas geralmente ndo irdo apresentar manifestagdes clinicas evidentes, porém
poderdo ocorrer significativas alteracoes na composicao natural do leite e uma importante
diminuicao na quantidade do leite produzido. Este tipo de mastite tem maior importancia devido a
sua acdo silenciosa pela inexpressividade de sinais clinicos e também pela baixa qualidade do leite
produzido (RIBEIRO et al., 2003). Segundo Silva et al. (2010) os principais microrganismos
ligados a esta categoria sao Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus
spp., Staphylococcus aureus e Corynebacterium bovis.

Bactérias do género Corynebacterium podem apresentar-se de diferentes formas clinicas aos seres
vivos: patogénicas, aqueles com potencial para causar doencas e ndo patogénicas, aquelas que
nao causam enfermidades e podem, inclusive, serem usadas para fins benéficos. (BUENO, 2003).
Dentro do género Corynebacterium sp., a C.bovis possui o maior indice de prevaléncia em casos
de mastite. Durante muito tempo acreditou-se que o mesmo possuia agdo protetora da glandula
mamaria contra outros agentes, porém, relatos indicam a presenca da espécie em tecidos mais
profundos da glandula, confirmando seu potencial invasivo. Sua auséncia é utilizada como um
indicador de boas préticas de higiene pds-ordenha na rotina (GONCALVES, 2012).

O objetivo deste trabalho é quantificar a ocorréncia de mastite bovina causada por
Corynebacterium sp. do periodo de janeiro de 2012 a maio de 2017, a partir de amostras de leite
provenientes da regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul e analisadas pelo Laboratorio de
Microbiologia Veterinaria da UNIJUI, bem como apresentar seu perfil de sensibilidade frente a
antibidticos de uso rotineiro em laboratério.

METODOLOGIA

Foram analisados os resultados de cultura bacteriana e antibiogramas realizados durante o
periodo de janeiro de 2012 a maio de 2017 no Laboratério de Microbiologia Veterinaria da
UNIJUI. No total foram examinadas 702 amostras de leite mastitico, encaminhadas ao laboratdrio
por médicos veterinarios e produtores rurais da regiao Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul,
para a realizagao da cultura microbioldgica e também testes de sensibilidade aos antimicrobianos.
Ao chegar no laboratdério, as amostras sdo protocoladas e encaminhadas para a realizagao dos
cultivos em meios de cultura préprios para esta funcdo. O cultivo e a identificagdo bacteriana
foram realizados conforme Becton Dickinson (1984) e Mc Faddin (1980), seguido de analise do
perfil de sensibilidade microbiana conforme a técnica de difusao em &gar descritas por Bauer, et
al. (1966) com oito antibioticos habitualmente utilizados no laboratorio.

As amostras foram identificadas individualmente e sucessivamente semeadas em meio especifico,
agar McConkey e agar sangue ovino 5% e dispostas para incubacdo em estufa bacterioldgica a
36°C por um intervalo de tempo de 48 horas. Logo apos este periodo, realizou-se a analise visual
das colonias desenvolvidas nestes meios de cultura e a partir deste material efetivou-se a
elaboragdo de esfregaco em laminas e coloragao de Gram, para a identificagdo morfo-tintorial
inicial, dos microrganismos.

Posteriormente analisaram-se as laminas em microscéopio 6ptico, onde foi possivel visualizar as
caracteristicas morfoldgicas do microrganismo encontrado, tornando possivel a transferéncia
destes para meios com substancias especificas que evidenciam o metabolismo e a presenca de

(1l

-
Final
SaEma

fwad
N



Il XXVI Seminario de Iniciacao Cientifica

SALAO DO UN,JUm]B" 6) XXIII Jornada de Pesquisa

XIX Jornada de Extensao

CONHECIMENTO" =*
“"‘ VIl Mostra de Iniciagdo Cientifica Junior
VIl Seminario de Inovagao e Tecnologia

01 a 04 de outubro de 2018

Evento: XXVI Seminario de Iniciagdo Cientifica

enzimas, viabilizando a identificacdo bacteriana presente na amostra do leite.

Em seguida ao processo de identificacdo, fragdes da amostra bacteriana, previamente isolada,
foram dispostas em placas com agar Mueller Hinton e espalhadas por toda sua superficie do agar.
A seguir, discos de antibidtico foram colocados de forma aleatéria sobre o agar semeado, e entdo,
incubados a 36°C por 24 horas em estufa bacterioldgica. Os antimicrobianos utilizados e
comparados neste estudo foram: ampicilina (10 ng), cefalotina (30ug), eritromicina (15ng),
enrofloxacina (5pg), gentamicina (10ug), penicilina (10 UI), sulfazotrim (25ug) e tetraciclina
(30ng).

Posteriormente ao periodo de incubacdo, executou-se a medida, em milimetros, com régua
milimetrada, dos halos de sensibilidade aos medicamentos, possibilitando classifica-los em
sensivel, quando o farmaco foi eficaz ao combate da bactéria, intermediario, quando demonstra
agdo parcial ao combate da bactéria e resistente, caso ndo promova a inibicdo do crescimento
bacteriano.

RESULTADO E DISCUCAO

Entre janeiro de 2012 e maio de 2017, foram analisadas 702 amostras de leite oriundas da regiao
Noroeste do Rio Grande do Sul. A pesquisa demostrou com base nestas amostras, que os agentes
etioldgicos mais recorrentes na regido sdo Staphylococcus aureus (25%), Streptococcus uberis
(11%), Escherichia colli (11%), Corynebacterium sp. (8%), Streptococcus spp. (6%), Enterobacter
spp. (5%) e Staphylococcus intermedius (5%).

As corinebactérias sao bacilos pleomodrficos, Gram-positivos, nao esporulados e imoéveis.
Habitualmente, quando coradas, se demonstram isoladas, em palicadas de células paralelamente
dispostas ou entdao agrupadas de forma a lembrar letras chinesas. Meios enriquecidos sao os mais
indicados para o seu crescimento e a maioria das corinebactérias sdo anaerdbicas facultativas, ou
seja, na auséncia de oxigénio recorrem a processos fermentativos como fonte de energia.
Apresentam reacao de oxidase negativa e catalase positiva (ZEE & HIRSH, 2009).

A infeccdo por este agente etioldgico se confirmou em 8% das amostras, totalizando 54 casos,
deixando o género em quarto lugar no perfil microbioldgico geral das mastites na regidao estudada.
Langoni et al. (2011) afirma em seu trabalho que com 29,52% a Corynebacterium sp. é a principal
causadora desta doenca no estado de Sdao Paulo. O mesmo resultado foi encontrado por Brito et al.
(1999) em regiodes do estado de Minas Gerais, apresentando o género como causador em 55,2%
dos casos.

Barbalho & Mota (2001) relataram que bactérias do género Corynebacterium sp. foram isoladas
em 27,91% dos casos analisados no estado de Pernambuco. Na regido agreste do mesmo estado,
Sa et al. (2000) classifica o agente como a segunda maior causa de mastite, representando 13,29%
das amostras analisadas. Martins et al. (2010) apresenta em seu trabalho que as corinebactérias
representam 27,6% das causas de infeccao dentro de um total de 65% das amostras de leite de
quartos mamarios afetados.

Além do cultivo microbiano, o antibiograma se torna essencial pois demonstra previamente a
eficacia dos farmacos em relacdo a agentes especificos anteriormente cultivados, o que garante
sucesso e seguranca na escolha do farmaco para o tratamento (BUENO, 2003). Os resultados
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encontrados para o perfil de sensibilidade da Corynebacterium sp. em relagdo aos antibidticos
comumente utilizados no laboratdrio estdo expressos na tabela 1.
Tabela 1. Porcentagem de sensibilidade da Corynebacterium sp. em relagao aos antibidticos de
uso rotineiro do Laboratdrio de Microbiologia Veterinaria-UNIJUT.

AGENTE ETIOLOGICO ANTIMICROBIANO
AP’ CFL? ENO? ERI* GEN® PEN®  SUT TET
Corynebacteriumsp. 3% 49%  94% 30% 80% PRyS 6% 6%

Ampiciling®, Cefaloting®, Enrofloxacing®, Eritromicina®, Gentamicing®, Penicilina®, Sulfazotrim” e Tetraciclina®.

Conforme a tabela, as drogas de maior eficacia contra Corynebacterium sp. encontrados neste
estudo foram enrofloxacina e gentamicina e as de maior resisténcia penicilina, ampicilina e
eritromicina. Bueno (2003) alcancgou resultados semelhantes em seu trabalho, alta resisténcia a
ampicilina, penicilina e oxacilina; e elevada sensibilidade para gentamicina, neomicina, cefalexina,
associacdo de cefalexina e neomicina e tiamulina. Resultados andlogos aos observados por
Oliveira et al. (2011), que constataram que dos antimicrobianos testados a tetraciclina,
estreptomicina, neomicina, kanamicina, cefoxitina, cefalotina e gentamicina apresentaram
sensibilidade de 100%; e resisténcia a ampicilina, penicilina, oxacilina e sulfazotrim, corroborando
com o presente estudo.

O constante aumento do nimero de casos de mastite bovina causada por bactérias do género
Corynebacterium sp. em diversas regides do Brasil preconiza possiveis falhas de higiene dentro do
sistema de producao, podendo estar associado a auséncia de bons habitos ou a ineficacia dos
produtos utilizados, o que acaba comprometendo a produgao e principalmente a qualidade do leite
devido ao leve aumento na contagem de células somaticas que elas causam. O controle destas
bactérias se faz imprescindivel devido ao fato de estar associado ao quadro de animais portadores,
mascarados por falsos negativos na avaliacdo com o método de California Mastitis Test (CMT)
implantando na propriedade a possibilidade de disseminac¢do entre os demais, aumentando o
impacto econémico (BUENO, 2003).

CONCLUSAO

Os resultados encontrados afirmam que o género Corynebacterium sp. é bastante frequente nos
casos de mastite da regiao Noroeste do Rio Grande do Sul. Os antimicrobianos que apresentaram
maior eficacia foram enrofloxacina e gentamicina.
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