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TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA REALIZADO NOS PRINCIPAIS
AGENTES CAUSADORES DE MASTITE EM UMA FAZENDA NA REGIAO DE
PATOS DE MINAS - MG

ANTIMICROBIAN SENSITIVITY TEST CARRIED OUT ON MAIN CAUSING
AGENTS IN A FARM IN THE PATOS DE MINAS REGION - MG

Darlan Daene da Silva 1

Msc. Marcela Borges Nunes?

RESUMO

A mastite, inflamacao da glandula maméria, € uma das patologias mais preocupantes da
area de clinica médica de grandes animais, na bovinocultura de leite, tendo o principal
agente infeccioso bactérias do género Staphylococcus spp. Sendo que estes apresentam
resisténcia aos antimicrobianos utilizados no tratamento rotineiro da mastite. Sendo assim,
objetivou-se com esta pesquisa analisar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de 53
amostras de leite de 13 vacas em lactacdo em uma fazenda situada na regido de Patos de
Minas-MG e identificar, através do exame laboratorial de TSA, analisado na Faculdade
Patos de Minas- FPM, quais os melhores métodos de tratamento para tal patologia no
rebanho. Apés toda metodologia resultou-se em 77% (40/53) das amostras com crescimento
bacteriano, e 23% (13/53) das amostras nao obtiveram crescimento bacteriano, 28% (11/53)
apresentaram menos de dez colbnias crescidas, 57% (22/53) apresentaram crescimento de
dez colbnias, e 15% (6/53) apresentaram crescimento de mais de dez colénias Confirmou-
se que de 100% delas sdo do tipo Staphylococcus aureus, sendo que 33% (3/6) sdo
sensiveis ao antibiético Penicilina; 56% (5/6) séo sensiveis a Sulfametoxazol + Trimetoprim
e 11% (1/6) foram resistentes a ambos os antibiéticos. Conclui-se que o estudo contribui
para o controle e o tratamento de agentes bacterianos, principalmente Staphylococcus
aureus, no rebanho estudado.

Palavras chave: Mastite bovina, Bovinos, Teste de Sensibilidade Antimicrobiana.

ABSTRAC

Mastitis, inflammation of the mammary gland, is one of the most worrisome pathologies in
the clinical area of large animal medicine in dairy cattle, with the main infectious agent
bacteria of the genus Staphylococcus spp. they are resistant to antibiotics used in the routine
treatment of mastitis. Thus, the objective of this research was to analyze the antimicrobial
sensitivity profile of 53 milk samples from 13 lactating cows on a farm located in the region of
Patos de Minas-MG and identify, through the TSA laboratory examination, analyzed at the
Faculty. Patos de Minas-FPM, what are the best treatment methods for such pathology in the
herd. After all methodology resulted in 77% (40/53) of the samples had bacterial growth, and

! Graduando em Medicina Veterinaria, FPM, 2019. darlanonca@gmail.com

2 Docente do curso de Medicina Veterinaria da FPM, Médica Veterinaria formada pela
Universidade Federal de Lavras - UFLA (2007). Mestre em Ciéncias Veterinarias pela UFLA
(2012). Especialista em Docéncia Universitaria pela UninCor (2012 e-mail:
marcela.nunes@faculdadepatosdeminas.edu.br


mailto:darlanonca@gmail.com
mailto:marcela.nunes@faculdadepatosdeminas.edu.br

23% (13/53) of the samples had no bacterial growth, 28% (11/53) showed less than ten
colonies grown, 57 % (22/53) showed growth of ten colonies, and 15% (6/53) showed growth
of more than ten colonies, it was confirmed that 100% of them are Staphylococcus aureus,
where 33% (3/6) are sensitive to the antibiotic Penicillin; 56% (5/6) are sensitive to
Sulfamethoxazole + Trimetoprim and 11% (1/6) were resistant to both antibiotics. It is
concluded that the study contributes to the control and treatment of bacterial agents, mainly
Staphylococcus aureus, in the studied herd.

Keywords: Bovine Mastitis, Cattle, Antimicrobial Sensitivity Test.

1 INTRODUCAO

A Mastite bovina é conhecida como uma doengca que causa prejuizos
econdmicos para pecudria leiteira, a alta prevaléncia nos rebanhos brasileiros tende
a agravar mais a situacdo, a mastite pode ser causada por injaria microbioldgica,
guimica ou mecanica, sendo a primeira, a mais comum. A consequéncia dessa
patologia é alteracdo na glandula mamaria e na composicéo do leite (1). “A palavra
mastite, derivada do grego mastos, ou mamite, do latim mammae, e designa uma
doenca de grande importancia econdmica, sobre a qual muito se tem investigado”
(2, p. 02).

Normalmente a mastite € uma resposta a infeccdo intramamaria, sobretudo
de ordem bacteriana, mico plasmatica fangica ou ainda por protozodrio acometendo
as glandulas mamarias (3).

Devido a percepcdo dos prejuizos na diminuicdo da producdo do leite, a
mastite € uma das mais complicadas e de maior custo das doencas da industria
leiteira, pois existe uma alta prevaléncia na regido de Patos de Minas. A Mastite
causa um grande um risco potencial a satude publica, pois existe uma eliminacéo de
patdgenos e toxinas através do leite (1; 2).

A Mastite pode ser subdivida em 4 classes sendo elas: Mastite clinica, Mastite
subclinica, Mastite contagiosa, Mastite Ambiental. Contudo a subclinica é a que traz

mais prejuizos aos produtores, pois 0s animais nao tem manifestacéo clinica.

Mastite clinica: E caracterizada pelo aparecimento de edemas,
hipertermia, rigidez e dor na glandula mamaria, pode aparece
também grumos, pus ou quaisquer alteracdes das caracteristicas do
leite (4, p.27).

Partiu-se das seguintes hipoteses: acredita-se que a mastite seja uma doenca

com grande prevaléncia na regido de Patos de Minas. Com o aumento da mastite



em rebanho leiteiro na regido de Patos de Minas acredita-se que a patologia esta
relacionada ao mal manejo dos animais e no ambiente; Contudo acredita-se que a
falta do pré e pos-dipping na linha de ordenha seja primordial para que os
microrganismos se manifestem em grande escala.

Os problemas elencados englobam que os tratamentos de mastite nao
sdo mais eficazes como antigamente devido ao fato de os produtores usarem
medicacdo sem a supervisdo de um Médico Veterinario, 0 que colabora para o
aparecimento precoce de resisténcia das bactérias aos medicamentos usados na
rotina. Percebe-se que ao longo periodo de caréncia do residuo da maioria dos
antibiéticos traz prejuizos econémicos na producdo do leite. Observa-se que 0s
residuos deixados pelos farmacos nos tratamentos da mastite dificultam a
implantacdo de protocolos devido a resisténcia apresentada pelos produtores,
geralmente devido ao tempo total dispendido entre o tratamento (muitas vezes
longo) acrescido do periodo de caréncia necesséario € de sete a nove dias apos o
término do mesmo.

Sendo assim, o objetivo de tal pesquisa foi realizar o isolamento das bactérias
causadoras de mastite bovina em uma fazenda situada na regido de Patos de
Minas-MG e identificar, através do exame laboratorial de teste de sensibilizacao
antimicrobiana (TSA), analisado na Faculdade Patos de Minas- FPM, quais os
melhores métodos de tratamento para tal patologia no rebanho. Especificamente:
analisou-se através de exame fisico, vacas leiteiras infectadas por mastite; Realizou-
se coletas e identificou através de isolamento bacteriano, qual microrganismo foi
cultivado, e por fim, identificou por exame laboratorial de teste de sensibilidade
antimicrobiana (TSA) realizado no laboratério de analises clinicas da Faculdade
Patos de Minas — FPM, quais os melhores protocolos antibiéticos para aquele
rebanho leiteiro.

Tal estudo se justifica, pois, a mastite € um processo inflamatério da glandula
mamaria, podendo ser causada por microrganismos como bactérias, fungos e virus,
além de traumas fisicos e agentes quimicos irritantes. Na maioria dos casos, a
inflamacé&o ocorre devido a penetracdo de microrganismos patogénicos pelo canal
do teto, ocorrendo uma instalacdo e multiplicacdo dos patdgenos. A funcdo da
resposta inflamatoria da glandula mamaria € a eliminacdo do agente patogénico. A
cidade de Patos de Minas, localizada na regido do Alto Paranaiba no estado de

Minas Gerais, € um polo de referéncia na bovinocultura leiteira estadual, trazendo



beneficios econbémicos para a cidade. Justifica-se, dessa maneira, esta pesquisa
pelo alto numero de bovinos de leite localizados na regido, fazendo com que haja
facilidade na contaminacdo destes animais pela aglomeracdo nas fazendas
especializadas em leite, muitas com alta tecnologia, outras com trabalho manual,
sendo que, na maioria das vezes 0s proprietarios realizam o tratamento com
antibioticos de forma irregular nos animais fazendo com que haja uma resisténcia
bacteriana dificultando o tratamento correto realizado pelo médico veterinario.

A fazenda utilizada para o presente estudo esta localizada no municipio de
Patos de Minas — MG, integra o Assentamento vitrine fazenda Santo Antonio. Tal
assentamento € considerado agricultura familiar, pois no comando da fazenda esté o
proprietario e familia, seu rebanho consiste de 50 vacas destas 13 em lactacdo a
maioria sdo vacas mesticas derivadas de cruzamentos, a alimentacédo das vacas é

pasto e silagem as mesmas séo ordenhas duas vezes ao dia.

3 AGENTES CAUSADORES DE MASTITE

A mastite subclinica € a fase assintomética da doenca que tem caracteristicas

de ndo apresentar sinais visiveis que passam despercebido pelos proprietarios e

seus colaboradores, com isso a mastite subclinica pode se alastrar-se por todo o

rebanho e infectar outras vacas que estdo sadias causando surtos de mastite na
propriedade (2).

Os principais microrganismos que causam Mastite bovina sé&o

divididos em grupos, cocos Gram-positivos, bactérias Gram-

negativas, Actinomyces, Corinebactérias, Mycoplasma e outros.

Entretando os cocos Gram-positivos constituem no mais importante

dos grupos responsaveis por cerca de 90% das ocorréncias (7, p.
12).

Mastite Contagiosa: Os microrganismos que causam mastite contagiosa séo
grupos que ja existem na flora intestinal, na pele, pelo e é transmitido principalmente
na hora da ordenha pelas méos dos ordenadores, panos, equipamentos que Sao
utilizados, bem como o préprio bezerro. Sendo assim, basta uma oportunidade para
gue 0 microrganismo se estale para iniciar os sinais da doenca. Na maioria das
vezes, esse tipo de Mastite tem carater evolutivo para infec¢des subclinicas, de

longa duracao (8).



Mastite Ambiental: O responsavel nessa infeccdo e o proprio ambiente em
qgue o rebanho vive, visto que 0s grupos de microrganismos patogénicos desse tipo
de Mastite sdo constituidos por bactérias presentes em varias fontes do ambiente:
fezes, agua contaminada, cocho, solo, e diversos materiais organicos usados nas
fazendas. Com carater geralmente mais agudo e de evolugdo rdpida com maior taxa
no pos-parto e de maior concentracdo nos periodos mais chuvosos (9).

Controle e prevencdo: O controle efetivo da Mastite se baseia no manejo
sanitario bem feito, como diminuir a exposicdo dos tetos aos patdgenos com o
objetivo de diminuir a taxa de infeccdo. A atengdo dos proprietarios deve estar
voltada para o correto manejo de ordenha, como nao utilizar panos e esponjas em
mais de uma vaca, oferecer treinamento para os ordenadores, fazer a desinfeccéo
das teteras depois das ordenhas, bem como o pré-dippng e o pos-dippng para
desinfeccdo dos tetos, que é a imersdo dos tetos em solucdo desinfetante como o
iodo. Contudo, a lavagem da sala da ordenha tem mostrado resultados favoraveis no
controle de Mastite (2).

Os prejuizos sao inameros devido ao mal manejo, da nutricdo das vacas até o
momento da ordenha, visto que 0s microrganismos estdo em todos os lugares. A
mastite bovina ndo s6 atinge o animal em si mas também a qualidade do leite. A
mastite € enfermidade considerada como a principal responsavel por prejuizos

econdbmicos causados aos produtores de leite em todo o mundo (10, 11).

Staphylococcus aureus, é considerado como o0 agente mais
prevalente em mastite bovina sendo de dificil tratamento devido a
elevada resisténcia aos antibidticos. Em levantamentos
epidemioldgicos nacionais e internacionais, esta bactéria esta
presente em cerca de 50% das infec¢des em bovinos leiteiros (12).

2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi divido em trés fases: 13- caracterizacdo da fazenda,
das vacas e coleta do leite; 22- posteriormente as amostras foram encaminhadas ao
laboratoério de andlises microbiolégicas da FPM; 32- os resultados foram tabulados e
analisados.

A fazenda situada na regido de Patos de Minas disponibilizada para o estudo
em questdo possui 50 fémeas bovinas em periodo reprodutivo, estando 13 em

lactacéo (autorizacdo — anexo 1).



Todos os animais em lactacdo passaram por avaliacdo clinica prévia para
deteccdo de mastite clinica ou subclinica, guiando assim o0s resultados e
tratamentos, sendo utilizados como auxilio para essa avaliacdo, utilizando luvas de
procedimentos, foram realizados os testes da caneca de fundo escuro e o CMT -
California Mastitis Test (5).

Foram coletadas 53 amostras de leite de 13 vacas em lactagao, as amostras
foram coletadas assepticamente em frascos estéreis e sequentemente realizada a
assepsia dos tetos desprezando os trés primeiros jatos (fotos, anexo 2).

Coletou-se uma quantidade aproximada de 2ml de cada teto e em seguida foi
acondicionada, resfriada e levada ao laboratério de microbiologia da Faculdade
Cidade Patos de Minas (FPM).

ApoOs a avaliagdo citada, os animais foram classificados como: com mastite
clinica, com mastite subclinica, ou sem mastite clinica evidente a avaliacao.

Entdo, somente aqueles animais com mastite comprovada pelos testes
citados foram avaliados através de coleta de leite de ambos os tetos em frascos
separados, para ser realizada cultura bacteriana na placa de petri em meio agar
sangue.

Para padronizacao da coleta de leite de ambos os tetos, ja que o animal pode
ter somente um ou mais tetos afetados pela enfermidade, e o tratamento com
intramamario deve ser guiado caso isso se faca necessario concomitantemente ao
tratamento sistémico, fixamos a denominacdo dos tetos da seguinte maneira: teto
cranial esquerdo — teto 1, teto cranial direito — teto 2, teto caudal esquerdo — teto 3,
teto caudal direito — teto 4.

Imediatamente apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em caixa
com gelo para manutencao de temperatura entre 4-8°C (graus Celsius) e levadas até
o Laboratério de Microbiologia da Faculdade Patos de Minas, onde foram
processadas, acondicionadas e entdo, passaram por inoculacdo com o inoculador e
em seguida foi realizada a incubacdo em meios de cultura especificos (agar
sangue), para determinacdo dos agentes etiologicos que possam estar presentes
nas mesmas.

Apo6s periodo de incubagdo de 24 horas em estufa com temperatura
controlada (37°C), foi feita leitura prévia, e nos casos onde ndo houveram nenhum
crescimento bacteriano, a amostra foi considerada negativa. Nos casos com

crescimento, esperou-se mais 24 horas e entdo, e o agente foi reinoculado em outra



placa, desta vez, para a realizacdo do TSA. Aguardou-se mais 24 horas e com
auxilio de um paquimetro foi determinado o tamanho do elo do agente etiologico da
amostra e qual seu tipo através do Teste de Catalase (6).

Com os resultados em maos, foi proposto protocolo de tratamento individual,
de acordo os resultados obtidos das amostras e as caracteristicas clinicas da

doenca em cada animal.

4 RESULTADOS E DISCUSAO

De acordo com a pesquisa realizada, podemos analisar que das 53 amostras
analisadas, 77% (40/53) das amostras tiveram crescimento bacteriano, e 23%
(13/53) das amostras ndo obtiveram crescimento bacteriano, como mostra o gréafico

1 abaixo.

Figura 1 — Quarto mamario com e sem crescimento bacteriano.

QUARTO MAMARIO COM E SEM CRESCIMENTO
BACTERIANO

W Quarto mamarios sem crescimento bacteriano W Quarto mamarios com crescimento bacteriano

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Sabendo que mesmo apos a realizacdo do teste California Mastitis Test —
CMT, é necessaria a realizacdo do exame microbiolégico e teste de sensibilidade
antimicrobiana para melhor diagnosticar e tratar a mastite bovina, pode-se notar que,
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em um mesmo animal, pode-se ter apenas um teto infectado, ou mais de um teto
infectado, além de analisar que a porcentagem de tetos infectados foi maior do que
a de tetos sem crescimento bacteriano. Concordando a presente pesquisa, um
estudo de COSTA et al., (1), avaliou a correlacao entre o teste do CMT com o0 exame
microbiolégico, verificou-se que (63,3%) dos tetos confirmados com o CMT por
mastite foram positivos ao exame microbiolégico e 206 (36,7%) foram negativos. Os
resultados positivos no CMT, mas negativos no exame microbioldgico, podem indicar
um processo inflamatorio de etiologia ndo bacteriana, pois o CMT é um método
auxiliar de boa correlagdo com o exame microbiolégico, porém o0 processo
inflamatério pode ndo ser de origem infecciosa.

Diante a pesquisa realizada no presente trabalho podemos avaliar que das 53
amostras coletadas (53 tetos), 28% (11/53) apresentaram menos de dez colonias
crescidas, 57% (22/53) apresentaram crescimento de dez colonias, e 15% (6/53)
apresentaram crescimento de mais de dez coldnias, como mostram os graficos 2 e 3

abaixo.

Figura 2- Dados sobre o numero de crescimento de colbnias bacterianas.

CRESCIMENTO DE COLONIAS

W Quarto mamario com menos de 10 colénias m Quarto mamaro com 10 col6nias

W Quarto com mais de 10 col6nias

Fonte: dados da pesquisa (2019).
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Figura 3 - Dados sobre o numero de crescimento de coldnias bacterianas.

CRESCIMENTO DE COLONIAS

25
22

20

15

11
10

Quarto mamario com Quarto mamaro com 10 Quarto com mais de 10
menos de 10 col6nias coldnias colbnias

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Os resultados obtidos nesta pesquisa, notaram-se 0 grau de crescimento
bacteriano se sobressaiu em tetos com crescimento de 10 colonias bacterianas,
seguido de tetos com mais de 10 coldnias e tetos com menos de 10 colbnias,
ressaltando entdo a importancia da realizacédo da cultura bacteriana. De acordo com
(13), o melhor modo de se conhecer o estado microbiolégico do rebanho é
realizando a cultura de todos os quartos mamarios das vacas em lactacdo, isto
permite a identificacdo dos agentes e do nivel de infeccédo do rebanho.

Através do TSA, analisando os tetos com crescimento de mais de dez
colénias, foi confirmado que de 100% delas sdo do tipo Staphylococcus aureus,

como mostra o gréfico 4, a sequir.
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Figura 4 - Tipos de agente bacteriano confirmado através do TSA.

TIPOS DE AGENTE BACTERIANO

W Staphylococcus aureus

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Sabendo que o niumero de agentes bacterianos causadores de mastite podem
ser diversos, no presente trabalho notamos que bactérias do tipo Staphylococcus
aureus prevaleceram em totalidade dos quarto mamario infectados, ndo havendo em
tais quartos mamario outros tipos de microrganismos. Concorda-se com COSTA et
al., (15), quando em uma pesquisa, 0 mesmo observou que o agente etiolégico mais
prevalente nos casos de mastite bovina em propriedades nos Estados de Sdo Paulo
e Minas Gerais foi Staphylococcus spp.

Sendo o antibiograma um teste que propde como resultado padrbes de
resisténcia ou sensibilidade de uma amostra bacteriana especifica a varios
antibioticos, e seus resultados séo interpretados e usados para tomar decisbes
sobre tratamento, tal procedimento foi realizado, tendo como resultado os seguintes
dados: dos 6 quarto mamario confirmados com Staphylococcus aureus, 33% (3/6)
sdo sensiveis ao antibiético Penicilina; 56% (5/6) sédo sensiveis a Sulfametoxazol +
Trimetoprim e 11% (1/6) foi resistente a ambos os antibidticos, ressaltando que,
alguns animais possuiram sensibilidade por ambos os antibiéticos, enquanto outros
possuiram sensibilidade por apenas um dos antibiéticos, como mostra o grafico 5 a

seqguir:
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Figura 5 - Comparacéo da sensibilidade antimicrobiana de cepas de Staphylococcus

aureus por antibiéticos penicilina e sulfametoxazol + trimetoprim.

SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA

W Quarto mamario sensivel a Penicilina
W Quarto mamario sensivel a Sulfametoxazol e Trimetoprim

m Quarto mamdrio sensivel para ambos Antibidticos

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Observa-se que a quantidade de Staphylococcus sensiveis ao antibiético
Sulfametoxazol + trimetoprim é maior que a sensibilidade ao antibiético penicilina, e
em menor numero ouve a resisténcia para ambos antibiéticos, (14; 15; 16) através
de testes de sensibilidade in vitro, é possivel detectar cepas de sensiveis e sugerir a
utilizacdo da penicilina no tratamento in vivo, ao invés, de Staphylococcus sp um
medicamento de Ultima geracdo exemplo ciprofloxacina. Devendo lembrar que
muitas vezes um antibiotico apresenta-se sensivel no teste in vitro, mas néo tem boa
eficacia in vivo, ainda assim, contrapondo os presentes resultados (17), a alta
resisténcia para a sulfattrimetoprim pode estar associada ao uso deste
guimioterapico para tratar mastites, uma vez que as sulfas sdo principalmente
utilizadas no tratamento preventivo de septicemias em animais com mastites por
coliformes, ou ainda pelo uso de sulfa no tratamento de parasitoses como a
coccidiose bovina.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos na presente pesquisa oferecem aos criadores e
médicos veterinarios da cidade de Patos de Minas, informag¢des quanto ao perfil de
sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos relacionados a mastite bovina,
contribuindo assim para o controle e o tratamento de agentes bacterianos,
principalmente Staphylococcus aureus, no rebanho estudado. A presenca dos
agentes bacterianos é de suma preocupac¢do para a clinica veterinaria de grandes
animais, sobretudo, para a saude publica, pois o leite sendo fonte de alimentagcéo
humana e renda para criadores pode abalar a economia nacional caso venha a ter

uma resisténcia a todos antimicrobianos disponiveis.
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Anexo 1

Autorizacao do proprietario da fazenda.
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Anexo 2

Figura 1- Analise do leite com auxilio do teste de CMT.

—

Fonte: pesquisa 2019
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Figura 2- Material coletado (leite), e placas de petri para cultura microbiana

Fonte: dados da pesquisa (2019).

Figura 3: coldnia crescendo de microrganismos em placa de petri

Fonte: dados da pesquisa (2019).



Figura 4- teste de sensibilidade antimicrobiana com discos de antibiéticos

Fonte: dados da pesquisa (2019).
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Figura 5- mensuracéo do halo maior de inibicdo com auxilio de um
paquimetro.

Fonte: dados da pesquisa (2019).
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Figura 6- mensuracédo do halo menor de inibicdo com auxilio de um
paquimetro.
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Fonte: dados da pesquisa (2019).
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