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RESUMO

VASQUEZ G., A. Avaliagao, isolamento e identificacdo dos principais microrganismos
causadores de mastite subclinica em bufalas. 2014. 78 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2014.

A exploracdo dos bubalinos para a producdo de leite e elaboragdo de seus derivados € uma
atividade que tem crescido nos ultimos anos no Brasil. Os bafalos apresentam problemas
sanitarios semelhantes aos bovinos. Objetivou-se neste estudo, desenvolver o isolamento e
caracterizacdo fenotipica e molecular dos principais microrganismos causadores de mastites
subclinicas em bufalas (Bubalus bubalis) em quatro granjas leiteiras da regido central do Estado
de Sédo Paulo, Brasil, através dos testes contagem de células somaticas (CCS), contagem padrédo
em placas (CPP), caracterizacdo fenotipica e bioquimica dos microrganismos isolados e
confirmagdo pela técnica de PCR, assim como também avaliar o perfil de sensibilidade
bacteriana aos principais antimicrobianos para os patégenos mais frequentemente isolados em
casos de mastite subclinica em bubalinos. Foram coletadas 20 amostras de leite de bdfalas em
lactacdo no ano de 2013, que apresentaram CCS acima de 200.000 cel/mL em controles
realizados pelas fazendas. Tendo como base a Instrucdo Normativa N°62 de 2011 do Ministerio
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que trata de padrdes microbioldgicos para
leite bovino. Das 20 amostras analisadas neste trabalho, apenas 1 (5%) estava dentro do padréo
estabelecido (1 x 10* UFC/mL) com uma variacdo nos resultados encontrados de 1,0 x 10*
UFC/mL a 57,7 x 10° UFC/mL. A CCS apresentou uma mediana de 721.000 cel/mL no leite
(valor minimo: 205.000, valor maximo: 2.264.000), indicando presenca de mastite subclinica.
Constatou-se que os agentes com maior frequéncia de isolamento foram Staphylococcus
epidermis (17%), Staphylococcus aureus (15%) e Bacillus spp. (14%). Os ensaios de PCR
confirmaram os resultados obtidos com o isolamento na caracterizacdo fenotipica e bioquimica
de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus spp. e Escherichia coli.
Com a realizacdo do antibiograma, foi possivel tracar um perfil de sensibilidade aos diferentes
antibioticos testados. O estudo de sensibilidade bacteriana detectou maior sensibilidade (100%)
do Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermis aos antibidticos gentamicina e
vancomicina; para o género Streptococcus spp. a gentamicina e oxacilina e para Escherichia coli
a ampicilina.

Palavras-chave: Antibioticos; bactérias; bafalo; contagem de células somaticas; leite de bufala;
mastite.



ABSTRACT

VASQUEZ G., A. Evaluation, isolation and identification of the main microorganisms
causing subclinical mastitis in buffaloes. 2014. M.Sc. 78 f. Dissertation - Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2014.

The exploration of buffaloes for milk production and dairy products is an activity that has grown
in recent years in Brazil. Buffaloes present similar health problems for cattle. The objective of
this study was to determine the isolation and the phenotypic and molecular characterization of the
main microorganisms causing of subclinical mastitis in buffaloes (Bubalus bubalis) on four dairy
farms in the central region of state of Sao Paulo, Brazil, through testing somatic cell count (SCC),
standard plate count (SPC), phenotypic and biochemical characterization of the microorganisms
isolated and confirmed by PCR technique, as well as to evaluate the profile of bacterial
sensitivity to antibiotics given for the major pathogens commonly isolated in cases of subclinical
mastitis in buffaloes Twenty milk samples from lactating buffaloes were analyzed in 2013 that
have presented SCC above 200,000 cells/mL. Based on the Instruction Normative N°62 of 2011
of the Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) which deals with
microbiological standards for bovine milk, of the 20 samples analyzed in this study, only 1 (5%)
was within the established standard (1x10* CFU/mL) with a variation in the results of 1.0x10*
CFU/mL to 57.7x10° CFU/mL. The CCS showed a median of 721,000 cells/mL in the milk
(minimum value; 205,000, maximum value: 2,264,000), indicating the presence of subclinical
mastitis. It was found that agents with higher frequency of isolation were Staphylococcus
epidermis (17%), Staphylococcus aureus (15%) and Bacillus spp. (14%). The PCR assays
confirmed the results obtained with isolating in the phenotypic and biochemical characterization
of Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus spp. and Escherichia coli.
With the realization of the antibiogram was possible to draw a profile of resistance of different
antibiotics tested. The study of bacterial sensitivity showed that for higher sensitivity (100%) of
Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis to antibiotics gentamicin and
vancomycin; for the genus Streptococcus spp. to gentamicin and oxacillin and for Escherichia
coli to ampicilin.

Keywords: Antibiotics; bacteria; buffalo; somatic cell count; buffalo milk; mastitis.
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1. INTRODUCAO

A producéo de leite de bdfalas retrata uma atividade de imensurdvel importancia em muitos
paises do mundo; dos quais 0s paises asiaticos e a Italia se destacam. No Brasil, ndo obstante a
sua recente introducdo, e com o rebanho ainda em formacao, o bufalo tem despertado o interesse
crescente dos criadores e dos 6rgaos de pesquisa como nova alternativa para a pecuéria leiteira
(JORGE et al., 2002). O Brasil possui ao redor de 1,3 milhdo de cabecas de bufalos, registrando
um crescimento do rebanho de 7,8% no periodo 2010-2011 (IBGE, 2011). O Estado de Séao
Paulo, com 69,1 mil cabecas, é o responsavel pelo quinto maior rebanho bubalino do pais
(KAPRONEZAI et al., 2005).

Os bubalinocultores brasileiros estéo interessados em aumentar a quantidade e qualidade de
bufalos com foco na producdo de leite, o que tem promovido aumento na producéo de bufalos em
diferentes regides do pais. Os produtos lacteos de leite bubalino sdo importantes opgdes
disponiveis nas prateleiras dos supermercados para consumidores que estdo a procura de um
produto diferenciado, ndo s6 pelo seu sabor especial e caracteristico, mas também por um
produto de alta qualidade e seguranca alimentar (ARAUJO et al., 2012).

O leite de bufala tem um grande potencial de producdo comercial por conter caracteristicas
fisico-quimicas particulares, como, por exemplo, os elevados teores de sélidos totais, gordura e
caseina (41,1; 88,5 e 47,7% superiores, respectivamente, ao do leite de vaca) (JORGE et al.,
2002), o que representa para a industria de lacteos um aproveitamento superior, chegando
comparativamente a sobrepujar o rendimento do leite bovino em mais de 40-50%. Esta
caracteristica é derivada do elevado teor de extrato seco total, além de caracteristicas fisicas como
densidade, coloragdo branca opaca e disposicdo coloidal dos constituintes do leite (ANDRADE et
al., 2011).

Sua industrializacdo tem gerado produtos diferenciados, como mozzarella, provolone e
ricota, entre outros, cuja remuneracdo tem-se mostrado superior a dos produtos oriundos do leite
bovino (JORGE et al., 2002). Contudo, ha necessidade de estudos de novas alternativas para
melhorar a qualidade e producéo leiteira das bufalas (ANDRIGHETTO et al., 2005).

No Brasil, falta uma legislagdo especifica para determinar o padrdo de qualidade do leite

das bufalas, dificultando medidas de controle e fiscalizacdo. Apenas no Estado de Sdo Paulo, ha
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legislagdo para alguns parametros de qualidade do leite bubalino, como o teor de gordura
(AMARAL et al., 2005; PEREIRA et al., 2009).

A mastite é a inflamacdo do parénquima da glandula mamaria, devido a um processo
predominantemente infeccioso, causada por muitos microrganismos, principalmente bactérias,
podendo ter também envolvimento de fungos e leveduras (JORGE et al., 2005; BALOCH et al.,
2011). O diagnostico eficaz e preciso é de extrema importancia para controle desta doenca
(VIANA et al., 2010). No entanto, a auséncia de alteracbes macroscopicas como secrecdes nos
tecidos ou nos casos de mastite subclinica, que se torna impossivel identificar os quartos
mamarios comprometidos, os métodos de diagndstico de rotina incluem apenas exames fisicos e
de secrecéo, inspecao, palpacao e teste do copo (BONINI PARDO et al., 2007).

Na mastite podem ser utilizados testes diretos no diagndstico que se baseiam na
identificacdo do agente etiolégico em amostras devidamente coletadas e analisadas em
laboratdrios apropriados para deteccdo da presenca de microrganismos nas amostras de leite. Um
sistema de controle efetivo compreende o conhecimento da interacdo do microrganismo com a
glandula mamaria num determinado ambiente junto ao sistema produtivo (MOTA, 2008;
PEIXOTO et al., 2010).

Por falta de informacGes sobre a espécie bubalina, utilizam-se para o controle da mastite as
mesmas técnicas de criacdo e manejo indicadas para os bovinos (CARVALHO et al., 2007).
Dessa forma, fica evidente a necessidade da realizacdo de pesquisas visando obter conhecimento
das reais caracteristicas do leite de bufalas criadas em diferentes regides do pais e do mundo, com
solucdes que possam ser adotadas como medidas de controle de mastites, evitando sérios

prejuizos aos produtores e consumidores de produtos de leite de bufala.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Bubalinocultura

Os bufalos domésticos sdo animais pertencentes a espécie Bubalus bubalis, originarios da
regido asidtica, classificados dentro da familia Bovidae e subfamilia Bovinae. Sdo animais
rusticos com boa capacidade de adaptacdo a varias condicBes climaticas e geoldgicas,
principalmente as tropicais (BASTIANETTO, 2009; VILELA & SANTINI, 2010).

A bubalinocultura é uma atividade recente no Brasil, embora este possua o maior rebanho
da América do Sul, seguido pela Venezuela, Argentina e Colombia (VALLE, 1999 apud
ANDRIGHETTO et al., 2005).

No Brasil, os bufalos chegaram no século XIX, originarios da Asia, Europa (ltalia) e
Caribe, e foram instalados inicialmente na regido norte, na ilha de Marajo (Estado do Para), e
depois se expandiram por toda a regido e territério nacional. Estes animais foram introduzidos
inicialmente como apenas interesse nos pecuaristas pelo exotismo dessa espécie. Anos mais tarde
foram observadas boas caracteristicas produtivas do rebanho bubalino no Brasil, tais como
adaptacdo e tolerancia ambiental, elevada fertilidade, baixo indice de mortalidade dos bufalos,
entre outras (BERNANDES et al., 2007; BASTIANETTO et al., 2009).

No Brasil, sdo registrados animais de quatro racas oficialmente reconhecidas pela
Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos (ABCB): Mediterraneo, Carabao, Jafarabadi e
Murrah. A primeira € de origem italiana e as outras de origem asiatica (VILELA e SANTINI,
2010).

No estado de Sao Paulo, o ingresso ocorreu em 1920, apds a importacdo de 20 fémeas e um
macho de raca mediterranea pelo conde Francisco Matarazzo. Esses animais foram trazidos para
uma de suas propriedades no municipio de Santa Rosa do Viterbo, proximo a Ribeirdo Preto

(SP). Hoje, o Brasil é exportador da espécie para toda a América Latina (ABCB, 2010).

2.1.1 Populacdo mundial de bufalos

A popula¢do mundial de bafalos gira em torno de 200 milhdes de animais, com distribuicéo

geografica em todo mundo, porém com cerca de 97% localizada na Asia (FAO, 2014) (Tabela 1).
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Tabela 1. Distribui¢do do rebanho mundial de bufalos por continente em 2011.

Continente Rebanho (Cabecas) Total %
América 1.283.860 0,66
Africa 3.800.025 1,95
Asia 189.792.540 97,2
Unido Europeia 380.527 0,19
Oceania 210 0,0

Total 195.257.162 100

Fonte: Adaptado da FAO (2014).

No continente asiatico, destacam-se a participacdo expressiva de paises como a India,
Paquistdo e China. Ressalta-se que estes sdo paises em desenvolvimento, juntamente com o
Brasil, onde a bubalinocultura surge como uma atividade promissora, embora ainda com uso de
pouca tecnologia. Na Africa, o Egito possui o maior rebanho de bufalos, com 3.8 milhdes de

cabecas. Ja na Europa, a Italia destaca-se com 365 mil cabecas (FAO, 2014).

2.1.2 Populacéo de bufalos no Brasil

O Brasil possui 0 maior rebanho de bufalos da América (LAZZARI, 2012; FAO, 2014)
com cerca de 1.277.200 cabecas (2011) segundo dados da FAO (2014). A bubalinocultura esta
presente em todas as regifes do Brasil, entretanto de acordo com dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2011), a maior representatividade do rebanho brasileiro localiza-se
nas Regides Norte e Nordeste do pais, particularmente nos Estados do Para (38,0%), Amapa
(18,4%) e Maranhdo (6,5%).

Houve aumento na populacdo bubalina brasileira de 2010 para 2011 de 7,8%, com
destaques para 0s crescimentos nas Regides Norte (8,9%), Sudeste (8,8%) e Centro-Oeste
(22,6%), e reducdes de 4,3%, registrados na Regido do Nordeste e 4,2%, na Regido Sul (Figura
1).

Observa-se, portanto, que a criacdo de bubalinos vem apresentando tendéncia de
crescimento no Brasil demonstrando um grande potencial produtivo para leite e carne juntamente

com as pecuarias de leite e corte contribuindo para o crescimento do agronegécio brasileiro.
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Bufalos no Brasil 2010/2011

B %cabecas/2010 M %cabegas/2011

63,56 64,21

10,17 9,84 10,33 10,42 10,48 9,31 547 6,22

Norte Nordeste Sudeste Sul Centro-Oeste

Figura 1. Representacdo grafia do efetivo de bubalinos segundo as Grandes Regi6es do Brasil 2010-2011.

Fonte: Adaptado IBGE, Diretoria de Pesquisa, Coordenacdo de Agropecudria, Pesquisa da Pecuaria
Municipal 2010-2011 (2011).

2.1.3 Producéo do leite de bufala

A producéo de leite de bufala no mundo vem aumentando consideravelmente nos altimos
anos, passando de um total de 66.511.552,20 toneladas em 2000 para 93.016.858,60 toneladas em
2011. Isto representou aumento total ao redor de 40% no periodo de 11 anos (FAO, 2014).

Na industrializacdo do leite de bdfala no Brasil, existem cerca de 150 industrias produtoras
de derivados desta matéria-prima, produzindo aproximadamente 18,5 mil toneladas de derivados,
por meio de 45 milhdes de litros de leite de bufala, os quais geraram um faturamento bruto anual,
em 2011 da ordem de US$ 17 milhGes aos criadores e cerca de US$ 55 milhdes aos laticinios.

E importante ressaltar que falta uma legislacio especifica federal para determinar a
identificacdo da espécie produtora de leite e da qualidade do leite de bafalas (AMARAL, 2005).

2.1.4 Caracteristicas fisico-quimicas do leite de bufala

O leite de bufala apresenta elevado valor nutricional, altos teores de gorduras, proteinas e
minerais (aproximadamente 25% de calcio), podendo ser utilizado tanto para o consumo in
natura ou como matéria-prima para elaboragdo de produtos lacteos, que podem variar conforme a
cultura de cada regido (TEIXEIRA et al., 2005).
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O leite de bufala possui acentuadas diferencas fisico-quimicas, em comparacdo ao leite de
vaca com grandes micelas de caseina, proporcionando répida coagulacdo no processamento;
menos agua e, consequentemente, produtos mais firmes; sua gordura é constituida de glébulos
maiores e de coloragdo clara; os acidos graxos caproico, caprilico e caprico sdo encontrados em
menor quantidade e, quando liberados nos derivados lacteos, contribuem para o sabor e aroma
caracteristicos (FALEIRO, 2013). Além disso, a hidrolise durante a maturacao dos seus derivados
é mais lenta, no que se refere as atividades lipoliticas e proteoliticas (ROCHA, 2008).

2.1.5 Caracteristicas microbiologicas do leite de bufala

Ha relativamente poucos estudos sobre as caracteristicas microbiolégicas do leite de
bafalas. Algumas peculiaridades do manejo e comportamento das bufalas, entre outros fatores,
podem contribuir para aumentar significativamente a carga microbiana inicial do leite cru,
diminuindo assim a validade do produto e seu emprego pela industria (CUNHA NETO, 2003).

Os bufalos possuem termorregulacdo cutanea diferenciada, como forte concentragdo de
melanina na pele pequena quantidade de glandulas sudoriparas, baixa densidade de pélos e pele
escura que os tornam sensiveis a radiacdo solar (DA SILVA, 2010). Durante os periodos quentes
do dia, os animais tendem a procurar pocas de agua ou lama para evitar o estresse termico e
usualmente pastejam apenas nas horas de menor temperatura (ABLAS et al., 2007). O habito de
imergir em colecBes de agua gera uma grande dificuldade para a obtencdo higiénica do leite e
compromete a qualidade microbiolégica do leite de bufala que esta intimamente relacionado com
os habitos do animal e ao manejo de ordenha (TEIXERA et al., 2005).

Outra peculiaridade do comportamento das bufalas é o habito de deitar na lama apés a
ordenha, e por ainda estar com os esfincteres dos tetos abertos, tornam-se mais susceptiveis a
contrair mastite de origem ambiental. Este problema pode ser resolvido fornecendo a essas
bafalas uma alimentacdo, por exemplo, composta por volumoso palatavel ap6s a ordenha. Essa
pratica faz com que as bufalas permanecam de pé o tempo necessario (em média uma hora) para
que os esfincteres dos tetos voltem ao estado normal (GUSMAO & JORGE, 2008). Diversos
autores consideram que os habitos comportamentais das bufalas dificultam a higienizacdo do
Ubere e, consequentemente, favorecam a contaminacdo inicial do leite devido ao acimulo de

sujidades na glandula mamaria.
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Dois pardmetros muito importantes para medir a qualidade microbioldgica do leite em
bovinos e em bubalinos sdo a Contagem Padrdo em Placa (CPP) e Contagem de Células
Somaticas (CCS). A CPP é expressa em Unidades Formadoras de Col6nia (UFC/mL). Segundo a
Instrucdo Normativa n° 62 de 2011 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), para leite cru bovino, o limite maximo do CPPT de rebanho (amostra de tanques) seria
de 6,0 x 10°cel/mL, valores acima deste limite indicaria falta de higiene na fazenda. Contudo este
valor seré reduzido para 3,0 x 10° (de 2014 até 2016 nas regides S, SE, CO e a partir de 2017 nas
regides N e NE) e para 1,0 x10° (a partir de 2016 nas regides S, SE, CO e a partir de 2015 a 2017
nas regibes N e NE) (BRASIL, 2011a). Segundo Fonseca & Santos (2000), a CPP do leite é
dependente da concentracdo bacteriana inicial e da taxa de multiplicacdo dos microrganismos,
estando estas variaveis relacionadas com higiene de ordenha, saude da glandula mamaria,
limpeza dos utensilios e equipamentos e qualidade da agua.

Figueiredo et al. (2010), avaliando a qualidade microbioldgica do leite in natura
proveniente de rebanhos bubalinos do estado do Paré, encontraram valores médios de 3,2 x 10*
UFC/mL para bactérias mesofilas aerdbicas provenientes do leite de cada bufala ordenhada.
Resultados obtidos por Vianni et al. (2000) observaram valores médios de 7,6 x 10* UFC/mL, 8
x10* UFC/mL e 2,2 x 10° UFC/mL, para bactérias meséfilas aerobias provenientes de quartos
mamarios individuais, do leite de cada bufala ordenhada (leite individual) e do leite de todos os
animais (leite de mistura), respectivamente. Tais resultados permitiram concluir que a qualidade
do leite in natura dos rebanhos estudados estava inferior ao padrdo exigido na normativa 62 de
2011 do MAPA para leite de bovinos (1,0 x 10* UFC/mL), devido ao elevado nimero de
bactérias deterioradoras, evidenciando a falta de adocdo de medidas higiénico-sanitarias antes,
durante ou ap0s a ordenha.

Altos niveis de bactérias tém efeito negativo sobre a qualidade do leite, especialmente no
gue concerne ao sabor, a vida de prateleira e a seguranca alimentar do produto disponibilizado ao
consumidor. As principais fontes de contaminacdo do leite estdo relacionadas as préaticas de
ordenha, armazenamento e transporte, visto que o resfriamento, a presenca de residuos de
antimicrobianos ou produtos quimicos e a qualidade microbioldgica da dgua podem influenciar
de forma significativa na contagem bacteriana total (FONSECA & SANTOS, 2000). Apesar
destes fatos, ndo existem atualmente, no Brasil, regulamentos que definam limites maximos para

a contagem de microrganismo no leite de bufala fornecido aos laticinios.
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2.2 Mastites em Bufalos

A mastite é a inflamacdo da glandula mamaria que ocorre como resposta, na maioria das
vezes, a uma infec¢do causada por microrganismos (MOTA, 2008), que ocasiona inflamagéo do
parénquima da glandula mamaria independente da causa, caracterizando-se por uma série de
alteracoes fisicas e quimicas do leite (BENEDETTE et al., 2008), gerando prejuizos econdmicos,
ocasionados pela redugéo da producao e alteracdo dos principais componentes do leite (SILVA &
NOGUEIRA, 2010). As perdas anuais séo estimadas em cerca de US$ 184 por animal (BALOCH
etal., 2011).

Esta doenca determina consideraveis prejuizos a industria de lacticinios, relacionados as
alteracdes na composicao do leite (reducdo em calcio, fésforo, proteina e gordura, e aumento em
sodio e cloro) com reducédo de sua qualidade. Além disso, o antibidtico usado para tratar mastite €
uma preocupac¢do importante para a industria e para a saude publica. A presenca de residuo de
antibiotico no leite interfere com o processo de manufaturacdo de muitos produtos lacteos (queijo
e outros produtos fermentaveis). Sabores indesejaveis reduzem o valor dos produtos lacteos e a
presenca de antibidticos, mesmo sendo em niveis baixos, pode causar problemas de satude nos
consumidores (TOZZETTI et al., 2008).

A mastite pode ser classificada de acordo com a manifestacdo da infeccdo em clinica,
caracterizada por alteracGes fisicas, quimicas e geralmente bacteriologicas no leite, tal como a
presenca de sangue, agua, pus contendo coagulos e restos celulares e alteracGes patolégicas no
tecido glandular, ou subclinica, com auséncia de alteracGes visiveis no Ubere ou no leite. Entre os
métodos utilizados no diagnodstico da mastite destacam-se o teste da caneca (“prova de Tamis”), 0
California Mastitis Test (CMT), o Wisconsin Mastitis Test (WMT) ou viscosimetro, a
condutividade elétrica (EC), a contagem microscopica direta e contagem eletronica (CCS) e a
cultura microbiologica (meio de cultura) (FAGIOLO & LAI, 2007; SANTOS & FONSECA,
2007). No Brasil, Cunha et al. (2006) investigaram rebanho com 128 bufalas em lactacdo, sendo
que 5,47% apresentaram mastite clinica, com 2,73% quartos mamarios afetados. Ja ao California
Mastite Test (CMT), foram detectados 41,41% animais com mastite subclinica, totalizando
20,12% de quartos afetados com graus variados.

Desta forma, em buafalos, assim como em bovinos, a mastite subclinica pode ocorrer em
grandes propor¢des no rebanho, porém o indice em bubalinos tem sido identificado como inferior

ao dos bovinos, mesmo assim, estes indices merecem ateng&o.
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O conhecimento da imunidade da glandula mamaéria das bufalas, das caracteristicas do

processo inflamatorio e dos métodos utilizados para o diagnéstico dessa enfermidade, se

fundamenta, em grande parte, nos conhecimentos existentes em outras espécies animais. Existe a

necessidade de se conhecer as particularidades da espécie bubalina, avaliando semelhancas e

diferencas do processo inflamatério da glandula maméria em relacdo a espécie bovina

(LAZZARI, 2012).

No entanto, em comparacdo com os bovinos, bufalos possuem algumas caracteristicas que

podem contribuir para um maior risco de mastite, tais como Ubere e tetos mais pendentes e mais

longos (FAGIOLO & LA, 2007). Por outro lado, as bufalas possuem o canal do teto longo e

estreito, o que pode dificultar a invasdo de microrganismos (MORONI et al., 2006).

Alguns pesquisadores isolaram e identificaram os principais microrganismos causadores da

mastite em bufalas. As espécies mais comum nesses trabalhos sdo o Staphylococcus spp., 0

Streptococcus spp. e a Escherichia coli. (Tabela 2).

Tabela 2. Principais agentes causadores da mastite em bufalas.

AUTORES

AGENTES CAUSADORES DA MASTITE EM BUFALAS

Chander & Baxi (1975)

Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Escherichia coli. e
Corynobacterium spp.

Paranjape & Dias (1986)

Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Bacillus spp., e
Escherichia coli.

Muhammad et al., (1997)

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
agalactiae e Staphylococcus hyicus

Langoni et al., (2001)

Corynebacterium bovis, Staphylococcus epidermidis, Acinetobacter
calcoaceticus, Pasteurella multocida, Streptococcus agalactiae e
Bacillus spp.

Oliveira et al,. (2004)

Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positiva e
Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus spp.,
Micrococcus spp., Bacillus spp.

Kapronezai et al., (2005)

Staphylococcus spp., Corynebacterium spp., e
Streptococcus spp.

Cunha et al., (2006)

Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Micrococcus spp., e Enterobacter spp.

Dhakal et al., (2007)

Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus e Staphylococcus
epidermidis
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Staphylococcus aureus, Staphylococcus albus e Staphylococcus
Dhakal et al., (2008) epidermidis, Micrococcus, Stretococcusmitis, Clostridium spp,
Corynebacterium spp. Escherichia coli e Bacillus subtilis

Escherichia coli, Staphylococcus aureus,Streptococcus agalactiae,

Kumar (2009) Streptococcus dysgalactiae, S. Uberis

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Baloch et al., (2011) Micrococcus luteus, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Citrobacter

Medeiros et al., (2011) Staphylococcus aureus e Corynebacterium spp.

Staphylococcus coagulase negativo, Streptococcus agalactiae

Chavoshi & Husaini (2012) Streptococcus spp., Bacillus spp., Staphylococcus aureus

Nogueira et al., (2012) Staphylococcus aureus

2.2.1 Imunologia da glandula mamaria

A glandula mamaria € protegida por grande variedade de mecanismos de defesa, 0s quais
podem ser separados em duas categorias: imunidade inata (ou inespecifica) e imunidade
adquirida (especifica). A imunidade inata é a defesa predominante durante as fases iniciais da
infeccdo. As respostas inespecificas estdo presentes ou sdo ativadas no local rapidamente por
numerosos estimulos provocados pela infeccdo. As respostas ndo especificas ou inatas da
glandula mamaria sdo mediadas por uma barreira fisica no final do teto, macréfagos, neutréfilos e
determinados fatores sollveis. Por outro lado, o sistema imune adquirido ou especifico reconhece
fatores especificos de um agente patogénico e favorece uma eliminacdo seletiva. O
reconhecimento dos fatores patogénicos é mediado por moléculas como os anticorpos,
macrofagos e varias populacdes linféides (SORDILLO et al., 1997).

Devido a "memoria" de determinados linfocitos, a resposta imune especifica pode ser
potencializada pela exposicdo repetida a um agente patogénico (SORDILLO et al., 1997).
Acredita-se que as bufalas, pelo fato de terem seus esfincteres mais rigidos, serem animais
rusticos e provavelmente por possuirem um sistema imunolégico mais eficiente, sdo mais
resistentes a mastite que as vacas bovinas. Essa linha de pensamento ndo condiz com a realidade.
Baseia-se em rebanhos de bafalas que ndo sdo ordenhadas ou de baixa producéo leiteira. Bufalas

de alta producdo leiteira sdo tao susceptiveis & mastite quanto as vacas bovinas leiteiras, porém a
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tem-se observado que essa doenca € mais dificil de debelar em bufalas que em vacas bovinas
(GUSMAO & JORGE, 2008).

2.2.2 Testes diagnosticos

O diagnostico da mastite é realizado através da utilizagdo de testes diretos e indiretos
(MOTA, 2008). Para a mastite clinica, o teste direto é realizado de forma observacional dos
sinais da inflamagdo e com o uso da caneca telada de fundo escuro. Para diagnosticar a mastite
subclinica sdo realizados exames microbiolégicos, métodos indiretos e a CCS do leite dos quartos
mamarios individuais, dos animais ou mesmo do rebanho (RIBEIRO et al., 2003).

a) Contagem de células somaticas

O termo células somaticas abrange diferentes elementos celulares normalmente presentes
no leite e inclui células de defesa do organismo e células epiteliais de descamacdo (ANDRADE
et al., 2001; VOLTOLINI et al., 2001). E um critério mundialmente utilizado por industrias,
produtores e entidades governamentais para 0 monitoramento da mastite em nivel individual, de
rebanhos e para avaliacdo da qualidade, higiene e controle da mastite (VEIGA, 2006a e 2006b;
OGALA et al., 2007).

Normalmente os leucdcitos correspondem de 75% a 98% do total de células somaéticas e o
restante € oriundo das células epiteliais provenientes da descamacdo que ocorre no tecido de
revestimento da glandula mamaria (FONSECA & SANTOS, 2000). No entanto, é possivel
ocorrer predominancia de células epiteliais (48,42%), seguidas pelos linfocitos (29,28%),
neutrofilos (20,98%) e mondcitos (1,62%) em leites de bufalas sadias, enquanto que no leite de
bafalas com mastite encontram-se maior ocorréncia de neutréfilos (67,33%), seguidos por
linfocitos (20,40%), células epiteliais (10,80%) e mondcitos (2,10%) (DHAKAL et al., 1992).
Carvalho et al. (2007) relataram que o padrdo de contagem de células somaticas (CCS) para
bubalinos é diferente do normalmente encontrado em bovinos. Os baixos valores de CCS néo
indicam necessariamente a auséncia de infeccdo intramamaria. Os parametros de CCS utilizados
para bovinos podem ndo ser adequados para monitoramento de mastite em rebanhos de

bubalinos.
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Para bdfalas, no Brasil, ainda ndo existe uma legislagdo que regulamente o padrdo de CCS
e 0 uso de parametros utilizados para bovinos de CCS tem-se mostrado inadequado, pois 0sS
valores das contagens sdo significantemente menores em bubalinos do que nos bovinos
(AMARAL, 2005). A glandula maméria bovina sadia apresenta uma CCS entre 50 e 200 mil
cel/mL de leite de vaca (BRITO et al., 2007). Desta forma, na tabela 3, tem-se um resumo de
pesquisas realizadas com bufalas; observando os resultados, nota-se uma diversidade de valores
para indicar se o animal estd com mastite ou ndo. Para os bdfalos, um valor superior a 400.000
células/mL, foi sugerido por Piccini et al. (2006). Da mesma forma na Europa, segundo The
European Union Directives (92/46CEE e 94/71 CEE), foi estipulado o limite maximo de 400.000
células mL-1 para o leite in natura recem produzido. Kapronezai (2004) relatou valores de
mediana para CCS de 8.500/mL, 10.350/mL, 9.600/mL quando foram isolados Staphylococcus
spp., Streptococcus spp. e Corynebacterium spp., respectivamente. Dhakal, (2006) realizou um
estudo para investigar a contagem normal de células somaticas (CCS) e definir mastite subclinica
em bufalos da raga Murrah. Os dados foram coletados a partir de 60 bdfalas clinicamente normais
de cinco fazendas, a mastite subclinica foi diagnosticada com base em amostras com CCS >200
000 cel/mL com culturas bacterianas positivas. Mastite subclinica foi encontrada em 21,7%

bufalos.

Em estudo, de Dhakal et al. (2008) avaliaram 216 quartos de 54 bubalinos mesticos da raca
Murrah, sendo a média de CCS do leite de 171 x 10° cel/mL para animais sem mastite, 799 x 10°
cel/mL para animais com mastite subclinica e 6.039 x 10° cel/mL para animais com mastite
clinica. Mendoza-Sanchez et al. (2009) encontraram diferencas significativas de CCS entre o
estdgio da lactacdo, sendo que os maiores valores ocorreram no primeiro més de lactacédo
(126.131 cel/mL), e a partir do sexto més, as maiores médias foram registradas no sétimo més de
lactacdo (994.290 cel/mL). Ja na pesquisa de Medeiros et al. (2011), observou-se que as amostras
positivas no exame microbiolégico apresentaram CCS entre 280.000 a 401.000 cel/mL com
mediana de 328.000 cel/mL. Conclui-se que valores de CCS acima de 200.000 cel/mL sdo um

indicativo de infeccdo da glandula mamaéria em buafalas.

Na Normativa N°62 DE 2011 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), para bovinos, foi determinado o limite maximo de CCS no periodo de 01.1.2012 até

30.6.2014 de 4,8 x 10° cel/mL, sendo que o valor sera reduzido para 4,0 x 10° cel/mL, a partir de
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01.7.2014 até 30.6.2016, e a partir de 01.7.2016 esta previsto o valor de 3,6 x 10° cel/mL como
limite. J& para leite de bufala ndo existe qualquer legislacdo que estabelece padrdes para a CCS.

Além disso, Normativa N°62 DE 2011 do MAPA determina os padrées fisico-quimicos e
microbioldgicos do leite bovino produzido no Brasil, sendo obrigatoria a realizacdo de pelo
menos uma vez por més a analise CCS no leite dos produtores rurais fornecedores de leite, para
laticinios fiscalizados pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) (BRASIL, 2011a).

Tabela 3. Contagem de Células Somaticas em leite de bufalas.

AUTORES CCS DAS BUFALAS (cel/mL)
Galiero & Morena (2000) Sem Mastite - 50.000 a 100.000
Dhakal (2006) Mastite Subclinica < 200.000

Sem Mastite - 171.000.00
M. Subclinica- 799.000.00
M. Clinica - 6.039.000.00

Medeiros et al., (2011) Mastite< 280.000

Dhakal, Neupane e Nagahata
(2008)

b) Califérnia Mastite Teste (CMT)

O teste do CMT é um indicador sensivel da presenca de inflamacéo no Ubere, apesar de ndo ser
capaz de distinguir as possiveis causas da inflamacdo. Desenvolvido por Schalm & Noorlander
(1957), tem sido rotineiramente usado para avaliar o contetdo de leucécitos e células epiteliais,
definidos como as células sométicas (SC), no leite de fémeas bovinas. Ele é baseado na interacéo
entre um surfactante aniénico e o DNA das células somaticas presentes na amostra de leite
submetido a avaliacdo. A espessura do gel,produzido frequentemente, é pontuada como traco
(negativo), 1+, 2+, 3+, 4 +e 5 +. O escore 1 indica uma reacdo completamente negativa e os de
2-5 indicam graus crescentes de resposta inflamatéria do Ubere, sendo normalmente considerados
como indicativos de mastite subclinica. Dependendo da interpretacdo dos escores, 0 CMT pode
produzir resultados falso-positivos ou falso-negativos (BRITO et al., 1997). Em estudo realizado
por Kapronezai, (2004) observou-se que a frequéncia de quartos negativos e com isolamento
microbiolégico foi maior do que a frequéncia de quartos positivos e com isolamento de

microrganismos, indicando que ha elevada frequéncia de portadores ou que o teste de CMT néo é
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um bom teste de triagem para mastite em bubalinos. J& Medeiros et al. (2011) em seu estudo
conclui que o exame microbioldgico do leite é o melhor método para diagndstico da mastite

subclinica em bufalas.

c) Teste da caneca (“prova de Tamis”)

Consiste em examinar 0s trés ou quatro primeiros jatos de leite previamente a ordenha dos
animais, contrastando-os com uma superficie de fundo preto, com a finalidade de observar
presenca de alteracbes no leite, tais como grumos ou coagulos, pus, secrecdo sanguinolenta ou
leite aquoso, sendo usado para diagnosticar a mastite clinica, estimular a “descida” do leite ¢

verificar a presenca de uma maior concentra¢do microbiana (COSTA, 2008).

d) Cultura bacteriologica

Costa et al. (1996), Brito & Brito (1998) e Brito et al. (2013) alertam que além de
identificar os animais com mastite, seja ela clinica ou subclinica, € de suma importancia realizar
0s testes microbiologicos periodicos para a identificacdo dos agentes causadores da mastite. Este
é um teste de diagnostico definitivo (FONSECA & SANTOS, 2000), pois isola e identifica o
agente que esta causando a mastite. ApOs a realizacdo da classificacdo dos microrganismos
através dos testes bioquimicos, deve ser realizada a avaliacdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, pois além de mostrar o grau de susceptibilidade antimicrobiana, auxilia no
controle ao estabelecimento e disseminacdo de clones bacterianos em um rebanho, tendo este
controle estreita associacdo com mudangas no manejo, tais como a implementacdo de tratamento
antibiotico sistematico, estabulacdo e a introducdo de ordenhadeira mecanica, fatores que atuam
como forgas seletivas sobre os patdgenos causadores da mastite (MYLLYS et al., 1994 apud
COSTA, 2008).

O uso indevido de antibioticos aumenta a resisténcia, o0 que torna cada vez mais dificil o
tratamento da mastite, devido a necessidade de descobrir novos compostos que sejam eficazes. A
resisténcia dos microrganismos frente aos antimicrobianos vem aumentando significativamente,
devido ao uso incorreto ou indiscriminado de antimicrobianos tanto em medicina humana, quanto
animal (desrespeito ao periodo de caréncia, doses erradas, tratamentos com antibidticos
inespecificos para 0 agente causador da mastite e tratamento dos animais durante a lactagdo)
BARBERIO et al. (2002).
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2.2.3 Antibiograma

A identificacdo dos patdgenos causantes de mastites e o0s resultados da resisténcia aos
antibidticos das bactérias isoladas sdo requisitos importantes para a implementacdo de um
controle efetivo da mastite em bdfalos (DHAKAL et al., 2007). O antibiograma é um teste que
oferece como resultado padrdes de resisténcia ou susceptibilidade de uma bactéria especifica aos
antimicrobianos (antibidticos ou quimioterapicos) (SILVA et al., 2008). A interpretacdo da
susceptibilidade se baseia na medida do halo de inibi¢cdo do crescimento bacteriano formado ao
redor do disco. E importante notar que microrganismos que apresentarem resisténcia in vitro
também serdo resistentes in vivo. Por outro lado, microrganismos apresentando sensibilidade in

vitro podem ser resistentes in vivo (BRASIL, 2011b).

Como exemplo de resisténcia a antimicrobianos, pode-se citar que estirpes de
Staphylococcus aureus isoladas do leite de vacas com mastite em diferentes partes do mundo,
como Espanha, Inglaterra, india e até do Brasil, mostraram-se resistentes a penicilina em
diferentes porcentagens (ARAUJO, 1998).

2.2.4 Efeito da mastite na industria alimenticia

Altas CCS ocasionam diversas mudancas na composicdo do leite (gordura, proteina e
lactose), afetando sua qualidade, pois alteram a permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula
e reduzem a secrecdo dos componentes do leite sintetizados na glandula mamaria pela acéo direta
dos patdgenos ou de enzimas sobre os componentes secretados no interior da glandula
(MACHADO et al., 2000).

Sabe-se que a alta CCS no leite ndo consiste em fator de risco para a saude do consumidor,
uma vez que 0s patdgenos sdo destruidos no processo de pasteurizacdo. Porém, as enzimas
microbianas ndo sdo destruidas neste processo e permanecem nos produtos lacteos, diminuindo o
seu tempo de vida util, segundo Philpot & Nickerson (1991). Também se podem apresentar
mudancas de paladar e valores nutricionais igualmente comprometidos (SILVA et al., 2008; DE
JESUS et al., 2010). Na industria de derivados lacteos, ha problemas como aumento do tempo de
coagulacdo do leite, diminuigdo da firmeza do codgulo, maior perda de componentes do leite para
0 soro, menor rendimento de fabricagdo, defeitos de textura e alteracdo das caracteristicas
organolépticas (MUNRO et al., 1984).
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O leite com alta contagem microbioldgica altera a coagulacdo da massa e
consequentemente a textura do queijo. Essa alteracdo na formacdo do queijo se reflete
diretamente no rendimento da producdo, que apresentara onerosa diminuicdo (TEIXERA et al.,
2005). Para o produtor, altas CCS significam menor retorno econdomico, em decorréncia da
reducdo na producdo, dos gastos com medicamentos e também das penalidades aplicadas aos
laticinios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolamento e caracterizacdo fenotipica e molecular dos principais microrganismos
causadores de mastites subclinicas em bufalas (Bubalus bubalis) em granjas leiteiras da regido
central do Estado de Séo Paulo.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a contagem de células somaticas (CCS) como teste indireto de diagnéstico de mastite
subclinica em bufalas;

e Avaliar o namero de UFC/mL dos microrganismos isolados das amostras de leite de bufalas;

e Caracterizar morfoldgica e bioquimicamente os principais microrganismos isolados do leite
de bufala;

e ldentificar os principais microrganismos causadores de mastite subclinica pela técnica de
PCR (polymerase chain reaction);

e Definir um perfil de sensibilidade dos principais microrganismos isolados frente a 18 agentes

antimicrobianos.
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4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de quatro propriedades leiteiras localizadas na regido Central do
Estado de Sdo Paulo. Os locais de estudo foram caracterizados por altitude média de 800 m em
relacdo ao nivel do mar, temperatura média anual de 20,2°C e precipitacdo média anual de 1.464
mm. Todas as propriedades leiteiras possuem laticinio para elaboracdo de subprodutos como
queijo tipo mozarella (bola, nozinho, manta, palito, barra, tranca), ricota fresca e manteiga. Por se
tratarem de propriedades comerciais com potenciais implicagdes econdmicas envolvidas, as
quatro propriedades serdo descritas e identificadas como: A, B, C e D.

Com a finalidade de levantamento das principais causas possiveis de mastite subclinica em
bubalinos, inicialmente, foram avaliados os seguintes itens de cada propriedade: local de ordenha,
higiene das instalagdes em geral, higiene da sala de ordenha, higiene dos equipamentos de
armazenamento do leite, higiene dos ordenadores, das edificagdes onde os animais permanecem
(estabulados e/ou pasto), além das principais caracteristicas de manejo, préaticas de ordenha,
medidas de prevencao de mastite, rotina de tratamentos e medicamentos habitualmente utilizados
(Anexo 1). Informacdes individuais dos animais foram cuidadosamente registradas para posterior

andalise dos resultados (Anexo 2 e 3).

4.1 Amostragem

Foram avaliadas fémeas bubalinas primiparas e pluriparas de diferentes racas e graus de
sangue, em diferentes estagios de lactacdo. Foram coletadas amostras de leite de cinco bufalas de
cada rebanho procedentes das quatro propriedades rurais de bubalinocultura (A, B, C e D),
totalizando 20 amostras, durante o periodo de janeiro a junho de 2013. Nenhum dos animais
avaliados nesse estudo foi submetido a tratamento medicamentoso nos 30 dias anteriores a coleta
de material. Com a finalidade de se coletar amostras de possiveis bufalas com mastites
subclinicas, foram avaliadas as CCS de todas as bufalas do rebanho no més anterior as coletas
através de arquivo do controle sanitério realizado pela propriedade. Assim, foram selecionadas
para amostragens somente 0s animais que apresentaram CCS maior que 200.000 cel/mL
(DHAKAL, 2006), com excecdo da propriedade D em que foram colhidas amostras de animais
que apresentaram score positivo (4 + e 5 +) no teste CMT. A glandula mamaria das bufalas foi

avaliada por inspecdo e palpagdo, examinando-se a textura do parénquima, tetos e estruturas
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internas (ductos papilaris, sinus papilaris e sinus latifer), apés o exame fisico da glandula
mamaria.

A glandula maméria foi higienizada retirando-se as sujidades depositadas sob a pele da
glandula e dos tetos, tendo-se o cuidado de utilizar uma toalha de papel descartavel para cada
quarto mamario. A seguir, era realizada a antissepsia de cada teto, utilizando-se uma solugédo de
alcool iodado a 10%, principalmente no 6stio dos ductos papilaris e sdo descartados 0s primeiros
jatos de leite. As amostras foram colhidas individualmente por animal, representando o leite dos
quatro tetos de cada bufala leiteira.

Duas coletas de amostras de leite de 50 mL foram realizadas em frascos esterilizados, ap6s
homogeneizacdo do leite no equipamento de ordenha. As amostras foram transportadas em caixas
de isopor com gelo reciclavel até o Laboratorio de Higiene Zootécnica do Departamento de
Medicina Veterinaria da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Campus de
Pirassununga da Universidade de S&o Paulo (ZMV/FZEA/USP). As amostras ndo sofreram
congelamento, sendo analisadas imediatamente ap0s a chegada ao laboratério, para ndo haver

interferéncia nos resultados das analises.

4.2 Analises laboratoriais

4.2.1 Contagem de células somaticas (CCS)

A primeira amostra de 50 mL de leite foi coletada em tubos plasticos estéreis contendo
conservante Bronopol (Microtabs®) € utilizado na forma de pastilhas contendo 8 mg de bronopol
(2-bromo-2-nitro-1,3propanediol) e 0,3 mg de natamicina (D&F CONTROL SYSTEMS, 2009)
utilizado na conservacdo das amostras para o contagem de células somaticas. Imediatamente apds
ser transferida para o frasco, foi homogeneizada com o conservante para garantir uma adequada
conservacdo. A mistura foi realizada por movimentos lentos de inversdo do frasco por 25 vezes.
Essa operacdo foi repetida apds alguns minutos para garantir a dissolucdo completa das pastilhas
de conservante. Apds a amostragem, cada amostra foi devidamente identificada com informacdes
sobre o local, nome ou nimero de identificacdo do animal; data e hora da coleta.

Apos a identificacdo, as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo
reciclavel a uma temperatura de aproximadamente 5°C e foram encaminhadas ao Laborat6rio da

Clinica do Leite, Departamento de Produgdo Animal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
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Queiroz” (ESALQ-USP), em Piracicaba, SP. Essa andlise foi realizada dentro de 4 horas do

momento da coleta através do equipamento Somacount 300® (Bentley Instruments, 1995).

4.2.2 Avaliacao microbioldgica e contagem bacteriana total e colonias

A segunda amostra foi também coletada em tubos de plastico estéreis, identificadas e
transportadas ao laboratdrio sob condi¢cbes monitoradas de refrigeracéo, e processadas no menor
tempo possivel, nunca excedendo um periodo de 6 horas a partir da coleta. As amostras de leite
de bafala foram inicialmente diluidas em solucéo estéril de &gua peptonada a 0,1% (p/v); a partir
de cada diluicdo (10™ 1010 10™*e 10”), foi colhida uma aliquota de 0.1 mL, sendo inoculadas
em Agar Brain Heart Infusion - BHI (Difco®, BD, EUA), com auxilio de uma alga de Drigalsky.

Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C em aerobiose por 48 horas. Apos a
incubacdo, foi realizada a contagem padrdo em placa (UFC/mL). Destas, foram repicadas dez
coldnias com caracteristicas diferentes por animal e semeadas por esgotamento para o isolamento
das colonias em diferentes meios de cultura (Figura 2). As coldnias puras das respectivas placas
foram identificadas com base em coloragdo de Gram; aspectos morfoldgicos e caracteristicas
macroscopicas; com os resultados iniciais obtidos foram feitas as provas bioquimicas.

Para a classificacdo dos Staphylococcus spp. foram realizadas as seguintes provas
bioguimicas: producéo de catalase em lamina, teste de oxidase em papel de filtro, crescimento em
agar sal manitol, teste de coagulase em tubo e teste de aglutinacdo com particulas de latex.

Para a classificacdo das bactérias gram negativas, oxidase negativas, foi utilizado o sistema
de identificacdo Bactray® | e Il da Laborclin, no primeiro foram analisadas as seguintes provas
bioquimicas: hidrolise da PB-galactosidase (ONPG) e da arginina (ADH); descarboxilacdo da
lisina (LDC) e da ormitina (ODC); producdo de &cido sulfidrico (H.S), indol (IND) e urease
(URE); utilizacdo da glicose e producdo de acetoina (VP), desaminacdo da fenilalanina (PD) e
utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono (CIT); além de 1,0 mL para o conjunto de
analise Bactray® Il, que é considerado complementar ao Bactray® |, foram analisadas as ovas
de: utilizacdo do malonato (MAL), rhamnose (RHA), adonitol (ADO), salicina (SAL), arabinose
(ARA), inositol (INO), sorbitol (SOR) sacarose (SAC), manitol (MAN) e rafinose (RAF).
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Figura 2. Fluxograma da metodologia usada para o isolamento e caracterizacdo bioquimica dos
microrganismaos.

A classificacdo das bactérias gram negativas oxidase positivas foi realizada com o sistema
Bactray® I, Il e Ill da Laborclin. As recomendacGes para o Bactray® | e Il sdo validas para este,
exceto a selagem das provas bioquimicas, controle de dehidrolase (CTL), (ARG) e (URE), onde
se colocam trés gotas de 6leo mineral para cada reacdo. No sistema Bactray® |11 foram realizadas
provas bioquimicas de cetrimide (CET), acetamida (ACE), malonato (MAL), citrato (CIT),
maltose (MAL), esculina (ESC), controle de dehidrolase (CTL), arginina ADH, uréia (URE) e
indol (IND). O microrganismo Bacillus spp. foi caracterizado utilizando crescimento em &gar

nutriente com colénias de formato arredondado, lisas e de bordo irregular com consisténcia
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cremosa na placa, coloracdo de gram e forma caracteristica de bastonete, prova da catalase e
oxidase. Para a identificacdo de Corynobacterium spp., as coldnias foram visualizadas em
microscopia Otica (1000X) em forma de clava, que tendem a formar arranjos em palicadas e/ou
letras chinesas, teste de catalase e mobilidade. Para a caracterizagdo do género Streptococcus spp.
foi utilizado crescimento em agar sangue (o hemoliticos, f hemoliticos e y hemoliticos),
visualizacdo no microscépio das coldnias em forma cocdide em colar, prova da catalase e

oxidase.

4.3 Caracterizacdo molecular das bactérias isoladas

4.3.1 Extracdo de DNA

Amostras de DNA foram extraidas de culturas isoladas, incubadas por 18 horas em Agar
BHI (Difco®, BD, EUA) a 37°C. O DNA foi extraido por lise térmica de coldnias dessas culturas
transferidas para microtubos com 1 mL de caldo BHI e incubados a 37°C sob agitacdo por 24
horas. Depois o microtubo foi centrifugado a 10000xg por 10 min e seguidamente foi descartado
0 sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 100 pL de dgua MilliQ, homogeneizados e
incubados a 95°C, por 10 min. Em seguida, os microtubos foram centrifugados a 12000xg por 2
min, em temperatura ambiente, sendo o sobrenandante utilizado como substrato para as reagdes
de PCR (FANG & HEDIN, 2003).

4.3.2 Primers

Foram utilizados 10 pares de primers (Tabela 4) descritos por Shome et al. (2011) para
realizacdo da PCR, com amplificacdo de produtos gendmicos de espécies bacterianas
pertencentes aos géneros Staphylococcus (genes rRNA 23S, sodA, rdr e gap) e Streptococcus

(genes rRNA 16S, cpn60, phoA), além da espécie Escherichia coli (gene phoA).

433 PCR

Para as reacOes de PCR, foi utilizado o kit GoTag® Green Master Mix (Promega
Corporation , EUA), segundo as recomendacgdes do fabricante. O protocolo de termociclagem
empregado (Swift® MaxPro Thermal Cycler, Esco Technologies Inc., EUA) foi: desnaturacéo

inicial a 94°C por 5 min, e, em seguida, 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 60°C por 30 seg e 72°C
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por 45 seg, sendo a extens&o final dada a 72°C por 10 min (SHOME et al., 2011). Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em tampdo Tris-
Acetato/EDTA (TAE 1X), num volume de 8uL por amostra, adicionado de um volume de 2uL
de uma solugéo contendo 10mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 0,3% (w/v) de azul de bromofenol e
65% (p/v) de sacarose, pH=7,5, (Blueluice® Gel Loading Buffer, Life Technologies, EUA). Na
seqiéncia, o gel foi submetido & coloracdo em solucdo de SYBR® Gold nucleic acid gel stain
(Life Technologies, EUA). Em seguida, o gel foi observado a luz UV, utilizando-se sistema de
foto documentagdo L-Pix ST e software L-PixImage (LoccusBiotecnologia, Brasil). O tamanho
dos amplicons foi determinado pela comparacdo do padrdo de migracdo eletroforética de um
marcador de peso molecular de 100pb (GE Healthcare, EUA).

Tabela 4. Sequéncia dos primers utilizados na confirmacdo dos microrganismos mais frequentes no
isolados no isolamento de mastite subclinica em bufalas.

] ] . . o Produto
Organismo Primer Sequencia primer 5°-3 Gene ob)
P
Staphylococeus SAS2F AGCGAGTCTGAATAGGGCGTTT s0dA, rdr e 504
aureus SASZR CCCATCACAGCTCAGCCTTAAC gap
Staphylococeus SCHS1F GCGTACCAGAAGATAAACAAACTC SodA rdr e ga 29
chromogenes SCHS1R CATTATTTACAACGAGCCATGC , fare gap
Staphylococceus SHSIF CAAATTAAATTCTGCAGTTGAGG wdA 1 e aa ",
haemolyticus SHSIR AGAGCCCATTGTTCTTTGA , fare gap
Staphylococcus SERF AAGAGCGTGGAGAAAAGTATCAAG SodA rdr e ga 130
epidermidis SERR TCGATACCATCAAAAAGTTGG , fare gap
Staphylococcus SSCGF GATTCCGCGTAAACGGTAGAG SodA rdr e ga 206
sciuri SSCGR CATCATTTAATACTTTAGCCATTG - rare gap
Staphylococcus SSMF AGCTTCGTTTACTTCTTCGATTGT SodA rdr e ga 472
simuluns SMR AAAAGCACACAAGCTCACATTGAC - rare gap
Streptococcus STAGE STAGF-
soalactiae STAGR GCTAATACCGCATAAGAGTAATTAAC cpn60 e phoA 317
9 STAGR-GGTAGATTTTCCACTCCTACCAA
Streptococccus STDGF GGGAGTGGAAAATCCACCAT 0160 & BOA 579
dygalactiae STAGR AAGGGAAAGCCTATCTCTAGACC pnotep
Strentococcus uberis  STUBF TCGCGGTATTGAAAAAGCAACAT
P STUBR TGCAATAATGAGAAGGGGACGAC cpnée0 & phoA 400
Escherichia coli ECPF GGTAACGTTTCTACCGCAGAGTTG ohoA 468

ECPR CAGGGTTGGTACACTGTCATTACG
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4.4 Perfil de sensibilidade antimicrobiana

O perfil de sensibilidade antimicrobiana foi determinado pelo método de difusdo em disco
Kirby-Bauer modificado (CLSI, 2006). Treinta e duas colonias bacterianas foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 4 a 5 mL de caldo nutriente e incubadas a 35°C por um periodo
suficiente (2-6 horas) para apresentar uma turbidez equivalente a 0,5 da escala Mac Farland. Em
seguida, foi realizada a semeadura em placa de cultura com o auxilio de swabs sobre a superficie

do meio de &gar Miiller Hinton.

A etapa seguinte consistiu na distribuicdo dos discos estéreis através de uma leve presséo
para permitir 0 contato entre os mesmos e a superficie do meio inoculado., Os agentes
antimicrobianos utilizados nos discos nas concentragcdes indicadas. Para bactérias gram
negativas, foram: Cefalotina (30ug), Ampicilina (10ug), Meropenem (10ug), Sulfametoxazol +
Trimetoprim (25ug), Cefuroxima (30ug), Amoxicilina + clavulanato (30ug), CiprCefoxitina
(30ug), Cefepime (30ug), Ceftazidima (30ug), Gentamicina (10ug) e para as gram positivas:
Gentamicina (10pg), Vancomicina (30pg), Clindamicina (2pg), Eritromicina (15ug), Penicilina G
(10pg), Sulfazotrim (25ug), Oxacilina (1pg), Cefepime (30ug), Tetraciclina (30ug), Rifampicina
(34pg). As placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 37°C. Apo0s a leitura dos halos
formados ao redor dos discos, foi determinado o perfil de sensibilidade e resisténcia dos isolados
de acordo com o manual para antibiograma difusdo em disco Kirby-Bauer elaborado pela

fabricante de discos (Laborclin, Brasil).

4.5 Analise dos dados

A andlise dos resultados dos patdgenos obtidos foi realizada de forma descritiva. Os valores
foram tabulados, calculados os respectivos percentuais e comparados as informacdes disponiveis

na literatura.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo das propriedades

As principais caracteristicas das propriedades visitadas estdo apresentadas na Tabela 5. As
quatro propriedades sdo consideradas de porte médio em termos de producio de leite. As
propriedades (A e B) eram participantes do selo de pureza 100% Bufalo que é um programa de
controle da pureza de leite de blfala em queijos realizado pela Associacdo Brasileira de
Criadores de Bufalo (ABCB).

As condigdes de higiene das propriedades foram avaliadas em linhas gerais considerando 0s
seguintes itens: sala da ordenha, equipamento de ordenha, tanque de armazenamento do leite e
condicbes dos ordenadores. A avaliacdo dos itens foi realizada com base em questionario
(ANEXO 3) previamente preparado conforme a lista de verificacdo de Boas Praticas de
Fabricacdo contidas na Resolucdo ANVISA n° 275 (BRASIL, 2002).

Foram consideradas como grupo 1 (boas condi¢cdes) as propriedades que atenderam mais de
oito dos seguintes itens: (1) mao de obra qualificada (com treinamento), (2) uso de luvas
descartaveis durante a ordenha, (3) realizacdo de pré-dipping, (4) realizacdo de pds-dipping, (5)
realizacdo de algum teste para mastite subclinica, (6) limpeza diéria das instalacdes de ordenha
(7) ambiente de ordenha calmo sem a presenca de outros animais, (8) registro de dados, (9)
acompanhamento veterinario e, (10) sala de ordenha com estrutura adequada. Os laticinios
classificados como grupo 2 (condicBes regulares) foram aqueles que atenderam de cinco a oito
dos requisitos acima, e os laticinios classificados com grupo 3 (condicdes ruins) foram aqueles
que atenderam menos de cinco requisitos. No total, das quatro propriedades, duas foram
classificadas como grupo 1 (A e C), uma como grupo 2 (B) e outra como grupo 3 (D).

Quanto ao sistema de ordenha utilizado, trés propriedades (A, C e D) possuiam sistema de
ordenha tipo tandem (fila indiana), no qual as bufalas ficavam dispostas uma em frente a outra,
em posicdo paralela ao fosso. Este tipo de ordenha possibilita a ordenha mecanizada com bezerro
ao pé. A fazenda B possui ordenha tipo tandem sem fosso, o qual dificulta a limpeza dos tetos das
bafalas. Nesse caso, 0 manejo dos animais gera mais esforco por parte dos trabalhadores com a

ordenha feita também com presenca do bezerro.



41

A frequéncia de ordenha adotado nas propriedades (A, B e C) é de duas vezes ao dia, as

5:00h e 14:00h, ja na propriedade D, é de uma vez ao dia, dela manha.

Tabela 5. Caracteristicas gerais das propriedades leiteiras avaliadas no Estado de Séo Paulo.

Propriedades

A B C D
Prod_ugao total/dia 800 600 450 540
em litros
Bufalas em lactacédo 140 52 46 56
Realiza teste CMT Sim Sim Sim Né&o
Realiza teste CCS Sim Sim Sim Né&o
Tipo de ordenha Mecénica Mecénica Mecénica  Mecanica
Condicdes higiénicas 1 5 1 3
da ordenha
Pré-dipping Sim Sim Sim Néo
Pos-dipping Sim N&o Néo Néo
Desinfeccdo teteiras sim sim sim sim

entre ordenhas

As propriedades rurais A, B e C realizavam o teste CMT regularmente, enquanto que o
teste ainda ndo foi implantado na propriedade D. Este teste € muito rapido e simples para a
deteccdo de mastite subclinica, fazendo uma estimacao da contagem de células somaticas (CCS)
no leite de amostras individuais ou compostas dos quartos do animal. Excepcionalmente, o teste
de caneca de fundo preto é realizado apenas na propriedade C para detectar mastite clinica no
momento da ordenha.

Nas propriedades visitadas, ndo foram observadas bufalas com mastites pelos testes
realizados separadas das demais durante o periodo experimental. A CCS era realizada
mensalmente na propriedade A, enquanto nas propriedades B e C a CCS era realizada a cada dois
meses e propriedade D nédo realizava o teste; entretanto, o teste comegou a ser realizado o no
momento que se iniciou o experimento.

As condicdes gerais das instalacdes de ordenha da propriedade A podem ser visualizadas na
Figura 3, na qual as bufalas sdo lavadas na sala de espera. Essa atividade ainda necessita de
avaliagdo cientifica visando definir as vantagens e desvantagens do sistema, ja que pode

aumentar o risco de contaminacgdo do leite, mas por outro lado promover uma limpeza do animal
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ja que as bufalas podem estar muito sujas. Nesses casos, é importante evitar que as blfalas sejam

ordenhadas enquanto estiverem molhadas.

Figura 3. Condicdes das instalacdes da ordenha na propriedade. A-Mao de obra. B — Uso de luvas. C -
Equipamento de ordenha. D - pré-dipping e pés-dipping. E — Kit de coleta de amostras Clinica do Leite. F
— Teteira de ordenha.

Para a limpeza dos tetos, trés propriedades (A, B e C) utilizam papel toalhas descartaveis,
individuais para cada teto. Nessa desinfeccdo da superficie dos tetos, realizam o pré-dipping com
imersdo completa dos tetos em solucdo iodada 10%. Na Propriedade D ndo é realizado nenhum
destes procedimentos. O pré-dipping é uma medida de controle muito importante porque ajuda a
reduzir a contaminacao da pele dos tetos, melhorando a qualidade do leite e a préatica de secar 0s
tetos auxilia a maiores reducdes da Contagem padrdo em placa (CPP). Além dos efeitos positivos
sobre a qualidade do leite, os procedimentos de preparacdo do Ubere antes da ordenha tém efeito
importante sobre a ocorréncia de novas infec¢bes intramamarias, visto que o risco de ocurrencia
dessas infeccOes esta diretamente associado com a intensidade de contaminagdo da extremidade
do teto (GUERREIRO et al., 2005). Somente a propriedade A faz pds-dipping apds a ordenha,
sendo esta uma das atividades mais importantes no controle de mastite. Nesta propriedade
quando o animal apresenta mastite € submetido a tratamento de vaca seca e em casos mais

extremos a tratamento com antibiéticos, controlando desta forma a mastite.
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Na propriedade B, logo apds a ordenha, o bezerro é solto para permitir que ele mame
diretamente na sua mée (Figura 4). Isto € importante, pois com a ingestdo de leite pelo bezerro
ocorre 0 esvaziamento completo do Ubere, evitando que o leite residual na glandula mamaria
possa propiciar o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis causadores de mastites.

Algumas bufalas defecam durante a ordenha.

Figura 4. Condicdes das instalacbes da ordenha na propriedade. A— Teteira de ordenha. B — Sala de
ordenha. C - Mao de obra. D - Equipamento de ordenha E — Entrada das bufalas nas instalacdes.

Nas propriedades B, C e D e as fezes sdo removidas com uma pa e sdo colocadas numa
calha de drenagem. Na propriedade A as fezes sdo removidas com rodo e lavagem consecutivo
do local, entretanto, essa pratica deve ser evitada enquanto as bufalas estiverem na sala de
ordenha, pois isso aumenta o risco de contaminacdo. Em todas as propriedades, imediatamente
apos a ordenha, era realizada a limpeza das instalacGes e dos equipamentos. Para a lavagem e
desinfeccdo de equipamentos de ordenha mecanizada, foram seguidas as instrucdes do fabricante.
A realizacdo da lavagem do equipamento de ordenha influencia diretamente no nivel de
contaminagcdo microbiana do leite, ja que a auséncia ou a lavagem mal realizada favorece a
multiplicacdo de uma grande variedade de microrganismos que ficam aderidos a superficie
interna dos equipamentos e acessorios. Depois de determinado tempo, as bactérias se multiplicam

e se aderem ao equipamento de ordenha, formando um biofilme, que constitui uma importante
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fonte de contaminacdo, cuja remocdo é bastante dificil pela limpeza normal (ROSONI &
GAYLARDE, 2000).

A propriedade C é caracterizada por possuir um manejo organico das bufalas, com regras
especificas para sua alimentacdo e controle de doengas. Quando alguma bufala apresenta mastite,
primeiramente ela é isolada do rebanho deixando que o bezerro mame para tirar todo o leite, mas
caso 0 problema se agrave para mastite cronica sdo utilizados medicamentos adequados. Nas
propriedades A, C e D é fornecida alimentacdo para a blfala logo apds sua saida da sala de
ordenha. Ao oferecer o alimento, deduz-se a possibilidade de que a vaca se deite (SARGEANT et
al., 2001). E fundamental que ela permaneca em pé por, pelo menos, 30 minutos para que O
esfincter do teto se feche, diminuindo o risco de mastite ambiental.

As instalacbes de ordenha da propriedade C podem ser observadas na Figura 5.
Excepcionalmente, esta propriedade realiza a retirada dos primeiros jatos do leite para a deteccédo
de mastite clinica, pratica que também ajuda a estimular a “descida” do leite ¢ a observar a

presenca de uma maior concentra¢do microbiana.

Figura 5. CondicOes das instalacdes da ordenha na propriedade. A-Teste da caneca de fundo preto e pré-
dipping. B — Equipamento de ordenha. C — Sala de ordenha. D - Teteira de ordenha. E — Mao de obra.
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Na figura 6 pode-se observar as instalacbes de ordenha da propriedade D. Neste caso,
destaca-se a necessidade de implantacdo de praticas adequadas de higienizacdo da sala de
ordenha. A auséncia de lavagem das maos é uma das fontes de transmissdo de patégenos
causadores de mastite, tais como Staphylococcus aureus. Desta forma, recomenda-se, antes da
ordenha, a lavagem completa das mdos dos ordenadores com &gua e sabdo, seguida,
preferencialmente, pela desinfecdo em solucdo desinfetante (cloro, iodo ou clorexidina). Como
alternativa, pode-se recomendar o uso de luvas de latex ou vinil pelos ordenadores durante a
ordenha.

Figura 6. CondigOes das instalagcGes da ordenha na propriedade. A — Equipamento de ordenha. B — Sala
de ordenha. C — Glandula mamaria. D — Bezerros indo a mamar. E — Presenca de cachorros na sala de
ordenha.

Em sintese, foi observado que as propriedades analisadas apresentaram particularidades
quanto ao tipo de mdo de obra, nimero de animais, sistemas de producdo, duracdo da ordenha,
producéo diaria de leite, diferentes métodos de deteccdo de mastite, divergéncias na manutencao

de coleta de dados e monitoramento da satde da glandula mamaria.
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5.2 Contagem padrao em placa (CPP) e Contagem de células somaéticas (CCS)

Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 6. Tendo-se como base a Instrugéo
Normativa N°62 DE 2011 do MAPA que trata de padrdes microbiolégicos para leite bovino, das
20 amostras analisadas neste trabalho, apenas 1 (5%) estava dentro do padrdo estabelecido (1 x
10* UFC/mL) com uma variacdo nos resultados encontrados de 1,0 x 10* UFC/mL a 7,7 x 10°
UFC/mL. Isso ja era esperado, uma vez que as amostragens foram realizadas apenas nas bufalas
que tiveram CCS alto, visando obter amostras com 0s provaveis microrganismos causadores de

mastite subclinica.

Tabela 6. Contagem de células somaticas e contagem padrdo em placa em amostras de leite das bufalas.

Propriedade Animal CCS cpp
(cel/mL x 1000) (UFC/mL)
1 236 4,0 x 10*
2 205 5,7 x 10*
A 3 236 6,9 x 10*
4 245 1,0 x 10*
5 224 4,2 x 10*
6 1121 7,3x10°
7 1346 1,0 x 10°
B 8 1323 6,9 x 10°
9 304 1,6 x 10°
10 376 1,1 x 10°
11 292 4,8 x 10*
12 215 9,2 x 10*
C 13 336 2,1x10*
14 306 1,2 x 10*
15 211 1,8 x 10*
16 1334 7,0x 10°
17 2264 1,2 x 10°
D 18 1365 1,3 x 10°
19 1247 6,9 x 10°
20 1243 7,7x10°

Em estudo realizado por Silva et al. (2012), no Estado do Maranhdo com bufalas, apenas 6
(33,33%) estavam dentro dos padrfes, segundo esta mesma normativa. Os altos niveis de

bactérias tém efeito negativo sobre a qualidade do leite, especialmente no que concerne ao sabor,
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a vida de prateleira e a seguranga alimentar do produto disponibilizado ao consumidor. Essa
informacgdo € muito importante para a bubalinocultura leiteira ja que o leite bubalino é destinado
na sua totalidade para a producdo de leite e derivados (ANDRIGHETTO, 2004) e a qualidade do
leite influi diretamente na qualidade da mucarela de bufala.

Produtores rurais devem canalizar esfor¢os na melhoria das condicGes higiénicas durante a
ordenha e com 0 armazenamento do leite, mantendo sua refrigeracdo rapida na temperatura de
4°C, para reduzir os niveis de contaminacdo microbiana. Durante a ordenha, condicbes
inadequadas de producdo e higiene comprometem a qualidade do leite, ja que sujidades,
microrganismos e substancias quimicas, presentes no préprio local de ordenha, podem ser
imediatamente incorporadas ao produto. O nimero de bactérias acima de 1,0x10°UFC/mL é
indicativo de deficiéncias de higiene na producao de leite (MURPHY, 1997).

O valor meédio obtido de contagem de células somaticas nas 20 amostras analisadas foi de
721.000 cel/mL de leite (valor minimo: 205.000, valor maximo: 2.264.000), indicando presenca
de mastite subclinica (Tabela 6). Essa media foi alta em comparacdo com o obtido a partir de
bufalos no Estado de S&o Paulo em estudo realizado por Ceron-Mufioz et al. (2002a), no qual
analisarem 5.931 dados referentes a CCS do leite de 773 bufalas em lactacdo provenientes de
nove rebanhos, observando como resultado médio geral 79.000 cel/mL. Em outro estudo, Cerdn-
Mufioz et al. (2002b), analisaram 2.693 amostras de leite de bufalas pertencentes a um Unico
rebanho e verificaram valores médios de 63.000 cel/mL, enquanto em estudo realizado por André
et al., (2005), no Brasil com dados de 38 bufalas em lactagédo, nos anos de 2002 e 2003 obteve-se
média para a CCS de 63.380 cel/mL. Dhakal, (2006) observou mastite subclinica em amostras de
leite de bdfala com contagem de células somaticas acima de 200.000 cel/mL com crescimento
bacteriano positivo em cultura em 21,7% das bufalas avaliadas. Mais recentemente, Dhakal et al.
(2008) estudaram a contagem de células somaticas de 216 quartos de 54 bubalinos mesticos da
raca Murrah, sendo a média de CCS do leite de 171.000 cel/mL para animais sem mastite,
799.000 cel/mL para animais com mastite subclinica e 6.039.000 cel/mL para animais com
mastite clinica.

Medeiros et al. (2011) observaram que as amostras positivas no exame microbiolégico
apresentaram CCS entre 280.000 e 401.000 cel/mL, com média de 328.000 cel/mL concluiram

que valores de CCS acima de 280.000 cel/mL sdo indicativos de infec¢do da glandula mamaria.



48

Ainda ndo ha um padrdo de qualidade para o leite bubalino. Dados da literatura mostram
baixas CCS no leite bubalino quando comparado ao leite bovino. Caracteristicas de resisténcia a
mastite tém sido pesquisadas em relacdo a anatomia e fisiologia da glandula mamaria das bufalas.
Essas incluem 23% de maior atividade da enzima lactoperoxidase quando comparado com a vaca
(KUMAR & BHATIA, 1994), quantidade superior da proteina lactoferrina no leite de bufala
(BHATI & VALSA, 1994), maior concentracdo de pigmentos de melanina, camada mais grossa
de queratina do lumen do ducto papilar do teto da bafala quando comparado da vaca (UPPAL et
al., 1994), camada muscular do esfincter ao redor do canal do teto mais espessa e organizada,
com maior tdnus, mais rica em vasos sanguineos e fibras nervosas. A lactoferrina, uma
substancia antibacteriana presente no leite, compete com as bactérias pelo ferro, tornando-o

indisponivel e impedindo o crescimento bacteriano (JORGE et al., 2005).

5.3 Analise Microbioldgico e bioquimica das bacterias isoladas

Considerando a analise microbiolégica, em todas as amostras houve crescimento de
bactérias. O total de microrganismos isolados de acordo com o niumero de isolamentos em cultura
pura foi de 200 coldnias (Tabela 8). Staphylococcus epidermis (17%) foi o microrganismo
isolado com maior frequéncia, seguido pelo Staphylococcus aureus (15%) e pelo Bacillus spp.
(14%).

Quanto a prevaléncia dos microrganismos isolados de mastite subclinica em bubalinos, os
resultados obtidos no presente trabalho foram semelhantes aos observados por Oliveira et al.
(2004) em 49 bufalas adultas, da raca Murrah, em diferentes estadios de lactacao, procedentes de
municipios do Estado de Pernambuco, Brasil. Os autores concluiram que bactérias do género
Staphylococcus spp. sdo 0s principais agentes etioldgicos nesse tipo de infeccdo, sendo de grande
importancia epidemioldgica nas mastites bubalinas. De forma semelhante, Dhakal et al. (2007)
isolaram em amostras de 23 bufalas mesticas Murrah com mastite subclinica o género
Staphylococcus spp. como principal patdgeno, com frequéncia de 33.3% das amostras analisadas.
Em outro estudo realizado por Dhakal et al. (2008), novamente detectaram Staphylococcus spp.
como o principal agente causador de mastite subclinica. Mais recentemente Chavosqui &
Husaini, (2012) obtiveram resultado semelhante para analise microbioldgica; Staphylococcus

Coagulase negativa (CNSs) (34.5%), Streptococcus spp. (21%) e Bacillus spp. (13%).
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Tabela 7. Anélise microbioldgica e bioquimica em amostras de leite de bafalas.

Patogenos isolados Np;{ggg%gse Frequéncia %
Staphylococcus epidermis 34 17
Staphylococcus aureus 30 15
Bacillus spp. 28 14
Acinetobacter spp. 25 12,5
Pseudomonas aeruginosa 19 9,5
Shigella flexneri 14 7
Streptococcus spp. 11 55
Corynobacterium spp. 10 5
Escherichia coli 9 4,5
Serratia marcecens 8 4
Stenotrophomonas maltophila 8 4
Klebsiella rhinoscleromatis 1 0,5
Klebsiella ozaenae 1 0,5
Tatumella ptyseos 1 0,5
Enterobacter clocae 1 0,5
Total 200 100

Ressalta-se que o género Staphylococcus spp. foi 0 mais encontrado no presente trabalho
com 32% dos isolamentos realizados, dados que corroboram os resultados de Khan &
Muhammad (2005), Cunha et al. (2006), Reza et al. (2011) e Nogueira et al. (2012) os quais
relataram, respectivamente, a frequéncia de 45%, 50,62%, 41,2% e 26,6% de Staphylococcus
spp. Outros resultados que também se aproximam dos aqui obtidos foram reportados por Costa et
al. (2000), os quais isolaram 20,97% de Staphylococcus spp. No presente estudo a espécie S.
epidermis foi a mais isolada com uma frequéncia de (17%); resultados similares sdo reportados
por Dhakal, (2006) que coletou dados a partir de 60 bafalos com mastite subclinica com CCS
>200.000 cel/mL em cinco fazendas de Chitwan Nepal, sendo que os patdgenos predominantes
perteneceram aos géneros Staphylococcus e Streptococcus, no entanto o0 microrganismo mais
isolado foi Staphylococcus epidermis com uma frequéncia de 58%, seguido por Staphylococcus
aureus.

No entanto, outros pesquisadores verificaram resultados diferentes, dentre 0s quais podem
ser citados Costa et al. (1997) ao encontrarem uma prevaléncia de 59,25% de Corynobacterium

spp. e 17,59% de Staphylococccus spp. No Brasil, Langoni et al. (2001) isolaram 31,7% de
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Corynobacterium bovis como o microrganismo mais frequente em 154 amostras de leite,
provenientes de 61 bufalas em lactacdo da raca Murrah, com mastite subclinica, no municipio de
Sarapui, Estado de S0 Paulo. Mais recentemente Bonini Pardo et al. (2007) investigaram o perfil
bacteriano em amostras de leite de bafala positivas ao CMT no Estado de Séo Paulo, verificando
positividades de 51,47% para Corynobacterium spp. e 17,65% corresponde a género

Staphylococccus.

A diferenca observada nos estudos anteriormente descritos estd relacionada,
possivelmente, ao tipo de manejo adotado, em particular no que se refere as medidas sanitarias
adotadas no momento da ordenha, coleta das amostras e instalacbes que pode ter favorecido a
contaminacdo e multiplicacdo de diferentes agentes infecciosos na glandula mamaria. Algumas
acOes na preparacdo na sala de ordenha favorecem a infeccdo por penetracdo de bactérias do
género Staphylococcus spp. como a deficiéncia na limpeza dos equipamentos de ordenha, sala de
ordenha, ordenhador, etc., os quais podem ser veiculos de difusdo desta bactéria no canal
galactoforo, de grande contagiosidade e facil transmissibilidade.

Ainda em relacdo aos patdgenos Gram-positivos, o isolamento de Bacillus spp. no leite de
bafalas foi relativamente alto (14%), coincidindo com os resultados obtidos por Chavosqui &
Husaini (2012) de 13% amostras positivas para este microrganismo. Entretanto, contrastam com
0s resultados obtidos por Paranjape & Das (1986), Saini et al. (1994), Langoni et al. (2001) e
Cunha (2006), os quais isolaram esses agentes em percentuais mais baixos, provavelmente essas
divergéncias sdo explicadas pela espécie, modo de coleta do material e tipo de manejo realizado
na propriedade.

Streptococcus spp. foi com menor frequéncia de isolamento no leite de bufalas (5,5%),
resultados similares sdo encontrados em varios estudos de mastite subclinica em bufalos, como
Oliveira et al. (2004), Kapronezai et al. (2005), Chavosqui & Husaini et al. (2012) que obtiveram
uma frequéncia de isolamento de 2,2%, 3,1%, 8,0%, respectivamente. Embora sejam
considerados agentes menos frequentes das mastites, esses patdgenos oportunistas estdo muito
difundidos no ambiente, podendo-se encontrar no chdo, dgua e esterco, e assumirem importancia
epidemioldgica, pois geralmente estdo associados a lesdes nos tetos (BEDOLLA et al., 2012).

Em contrapartida em outros estudos (FAGIOLO & LAI, 2002) o principal patégeno
associado com mastite subclinica foi Streptococcus spp. 39%, seguido por Staphylococcus spp. €

Corynobacterium spp. com uma frequéncia de 37% e 24%, respectivamente.



51

A frequéncia de isolamento de Escherichia coli neste estudo foi baixa, com uma
porcentagem de 4,5%, este resultado pode ser comparados com os obtidos na pesquisa de Saini et
al. (1994) que isolaram Staphylococcus aureus 54,0%, Staphylococcus coagulase negativa 19,4%,
Streptococcus spp. 12,9% sendo o0 microrganismo isolado com menos frequéncia Escherichia coli
12,9%. Diferentes proporcdes foram obtidas por Kumar et al. (2009) que avaliaram 60 amostras
de leite com mastite e obtiveram 30% das amostras com Escherichia coli., 21% de
Staphylococcus aureus, 9%, de Streptococcus agalactiae, de 9% Streptococcus dysagalactiae e
7% para Streptococcus uberis.

Cabe destacar a grande importancia da contaminacdo do leite por bactérias do género
Pseudomonas, por serem microrganismos psicrotroficos, que se multiplicam em temperaturas de
refrigeracdo constituindo problema emergente para os profissionais da area de inspecao sanitaria
e de qualidade do leite (FERNANDES et al. 2009).

5.4 Identificagdo das linhages isoladas de Staphylococcos aureus, Staphylococcus
epidermis, Escherichia coli e Streptococcus agalactiae

Dos isolamentos bacterianos caracterizados bioquimicamente, 32 foram testadas para 0s
genes de espécies bacterianas pertencentes aos géneros Staphylococcus (genes rRNA 23S, sodA,
rdr e gap) e Streptococcus (genes rRNA 16S, cpn60 e phoA) e Escherichia coli (gene phoA),
através da técnica reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), distribuidos da seguinte forma: 8
colénias de Staphylococcus aureus amplicon de 894pb, 8 colbnias de Staphylococcus epidermis
(130bp), 8 para o género Streptococcus (317pb, 572pb e 400pb) e 8 para Escherichia coli (468
bp).

Verificou-se que as 24 amostras de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis e
Escherichia coli possuiam os genes correspondentes. (Figuras 7, 8 e 9, respectivamente). Para o
género Streptococcus foi achado um tamanho de banda para duas amostras entre 500 e 600 pb
correspondente a Streptococccus dygalactiae e para as outras seis amostras de 300 bp indicando a

presenca de Streptococcus agalactiae (Figura 10).
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894 pb—>

Figura 7. Fotografia de gel de agarose corado com SYBR® Gold, sob luz UV, ilustrando resultados de
amplificacdo de fragmentos de aproximadamente 894pb, relativo aos genes (rRNA 23S, sodA, rdr e gap)
do Staphylococcus aureus, obtidos através da técnica de PCR, a partir de amostras incubadas em Caldo
BHI durante 24 horas. (1) Marcador de peso molecular de 100pb. (2) Cepa padrdo ATCC 29213 (3)
Amostra propriedade A (4) Amostra propriedade A (5) Amostra propriedade B (6) Amostra propriedade B
(7) Amostra propriedade C (8) Amostra propriedade C (9) Amostra propriedade D (10) Amostra
propriedade D.

A confirmacdo do tipo de microrganismo por meio da PCR foi possivel em todas as
amostras testadas neste estudo. Shome et al. (2011) encontraram que a PCR, quando é utilizado
para a deteccdo de agentes patogénicos em amostras de leite de mastite subclinica de vacas é
mais eficaz que os estudos microbioldgicos. Resultados similares sdo reportados por (TAPONEN
et al., 2009) que isolaram os patégenos mais comuns causadores de mastite em amostras de leite
bovina que em algumas ocasiones ndo tiveram crescimentos microbioldgicos e que pela técnica
de PCR foram identificadas.
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130ph —>

Figura 8. Fotografia de gel de agarose corado com SYBR® Gold, sob luz UV, ilustrando resultados de
amplificacdo de fragmentos de aproximadamente 130pb, relativo aos genes (rRNA 23S, sodA, rdr e gap)
do Staphylococcus epidermis, obtidos através da técnica de PCR, a partir de amostras incubadas em Caldo
BHI durante 24 horas. (1) Marcador de peso molecular de 100pb. (2) Cepa padrdo ATCC 12228 (3)
Amostra propriedade A (4) Amostra propriedade A (5) Amostra propriedade B (6) Amostra propriedade B
(7) Amostra propriedade C (8) Amostra propriedade C (9) Amostra propriedade D (10) Amostra
propriedade D.

Resultados similares foram reportados por Koskinen et al. (2009) que pesquisaram
bactérias da mastite bovina (n = 454) utilizando o teste de PCR em tempo real. Este método
permitiu a identificacdo correta para todos os isolados, ou seja, a especificidade e sensibilidade
analiticas foram de 100% para todos os tipos de bactérias. Como na infec¢do por mastite estdo
envolvidas vérias espécies de bactérias sdo necessarias a utilizacdo de técnicas de deteccdo e
identificacdo fenotipicas e bioquimicas adequadas, entretanto, elas podem atrasar as intervencdes
oportunas no tratamento e controle convencional da doenca, uma vez que séo técnicas laboriosas

que necessitam de ampla experiéncia por parte do operador.
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468ph —

Figura 9. Fotografia de gel de agarose corado com SYBR® Gold, sob luz UV, ilustrando resultados de
amplificacdo de fragmento de aproximadamente 468pb, relativo ao gene (phoA) do Escherichia coli,
obtidos através da técnica de PCR, a partir de amostras incubadas em Caldo BHI durante 24 horas. (1)
Marcador de peso molecular de 100pb. (2) Cepa padrdo ATCC 43895 (3) Amostra propriedade A (4)
Amostra propriedade A (5) Amostra propriedade B (6) Amostra propriedade B (7) Amostra propriedade C
(8) Amostra propriedade C (9) Amostra propriedade D (10) Amostra propriedade D.

A cultura bacteriana convencional é de desempenho relativamente lento, ja que a incubacédo
de culturas primarias muitas vezes exige 48 horas (ou 72 horas) para ser concluida, e testes
confirmatorios adicionais sdo relativamente demorados (Conselho Nacional de Mastite, 1999).
Para superar este problema, os Kits de diagnostico de cultivo que permitem resultados mais
rapidos foram previamente introduzidos para testes de mastite, mas as precisdes de diagndsticos
sdo limitadas (SIMOJOKI et al., 2008). O ensaio de PCR para identificacdo de microrganismos
em amostras de leite bovina com mastites requer um tempo de andlise de 3 a 4 horas. No caso da
mastite subclinica, tais resultados rapidos podem permitir a identificacdo dos animais com esta
doenca e comecar o tratamento, melhorar o resultado com uso adequado de antibidticos e

diminuir o uso indiscriminado dos mesmos.
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572pb —>

317pb =

Figura 10. Fotografia de gel de agarose corado com SYBR® Gold, sob luz UV, ilustrando resultados de
amplificacdo dos fragmentos aproximadamente de 317 e 572 pb, relativo aos genes (rRNA 16S, cpn60 e
phoA)do Streptococccus dysgalactiae e Streptococcus agalactiae, respectivamente. Obtidos através das
técnicas de PCR, a partir de amostras incubadas em Caldo BHI durante 24 horas. (1) Marcador de peso
molecular de 100pb. (2) Amostra propriedade A (3) Amostra propriedade A (4) Amostra propriedade B
(5) Amostra propriedade B (6) Amostra propriedade C (7) Amostra propriedade C (8) Amostra
propriedade D (9) Amostra propriedade D.

O ensaio de PCR utilizado neste estudo fornece um meio conveniente de identificar com
precisdo alguns dos patdgenos bacterianos importantes envolvidos nesta doenca. Como a prova
de PCR baseia-se na identificacdo de DNA bacteriano, o que ndo depende da viabilidade das
bactérias crescerem em um ambiente de laboratdrio, potencialmente podem também detectar

bactérias mortas ou ainda bactérias em processo de inibicdo do crescimento.

5.5 Perfis de sensibilidade a antimicrobianos in vitro

Para a realizacdo do teste do perfil de resisténcia foram utilizadas 32 cepas isoladas (8 de
Staphylococcus aureus, 8 de Staphylococcus epidermis, 8 de Streptococcus spp. e 8 de

Escherichia coli). Com a realizacdo do antibiograma, foi possivel tracar um perfil de resisténcia
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para diferentes antibioticos testados. O estudo de sensibilidade bacteriana mostrou que para
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis os antibidticos de maior agdo foram
gentamicina e vancomicina (Tabela 8). Na avaliacdo do perfil da sensibilidade in vitro para
diferentes antibidticos, a gentamicina foi o antibiético que demonstrou o maior percentual de
eficacia em relacdo aos isolados 97,98%, seguida pelo florfenicol 93,94% e enrofloxacina
(90,90%), fazendo destes uma opcéo de tratamento sistémico associado ao uso intramamario da
gentamicina (CUNHA et al., 2006). Ainda segundo estes autores, a penicilina e a tetraciclina
foram as drogas que apresentaram a menor eficacia in vitro (65,66% e 58,58% respectivamente) a
partir das amostras isoladas no estudo. Os Staphylococcus spp. foram mais sensiveis a
enrofloxacina 93%, seguido de gentamicina 92,5% no ano de 2002. A sensibilidade de bactérias
desse género diminuiu no ano 2005 em relacdo a estes mesmos antibioticos apresentando uma
eficiéncia de 80% para enrofloxacina e 71,4% para gentamicina. Adicionalmente, a ampicilina foi
0 antibiotico menos eficaz, em 2002, sua sensibilidade foi de 70,7% e caiu para 53,3% em 2005
(DHAKAL et al., 2007). Observou-se maior padrdo de resisténcia frente aos beta-lactamicos,
penicilina, amoxicilina, ampicilina (média 51,77%) e menor frente a cefalotina, vancomicina,
cefoxitima e a gentamicina com 0% de resisténcia (BONNA et al., 2007). Andrade (2012)
estudando 116 amostras de leite bovina, apresentou um escore de 3+ no teste do Californian
Mastit Test, verificando que os antibidticos que exibiram melhor resultado de sensibilidade in
vitro para Staphylococcus aureus foram gentamicina (79,8%), neomicina (76,9%), norfloxacina
(76,9%), cefalexina (74,1%), cefazolina (74,1%), lincomicina (74,1%), oxacilina (74,1%),
tetraciclina (74,1%), tobramicina (74,1%) e ceftiofur (71,2%). Reza et al (2011) observaram que
o Staphylococcus aureus foi sensivel a 14 agentes antimicrobianos testados (amicacina,
ampicilina, cefaloxina, cefalotina, cephtiofur, cephguinome, cloxacilina, gentamicina,
lincomicina, enrofloxacina, eritromicina, novobicina, trimetropim + sulfametazol tetraciclina e
tilozina), mas ndo a penicilina, cloxacilina e bacitracina. Nogueira et al. (2012) pesquisaram a
prevaléncia e a etiologia da mastite subclinica em 120 bufalas e identificaram o Staphylococcus
spp. (26,0%) como o agente isolado com maior frequéncia. Os resultados dos antibiogramas
mostraram que todas as amostras testadas foram sensiveis para gentamicina e a ciprofloxacina.
Assim, observa-se que o resultado do perfil de sensibilidade antimicrobiana do

Staphylococcus spp. aos antimicrobianos gentamicina e vancomicina € uma importante
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informacdo no ambito técnico, principalmente para profissionais que atuam a campo e que nao

dispdem de estrutura para procedimentos laboratoriais para tratamento de mastites em bubalinos.

Tabela 8. Perfil ao teste de sensibilidade in vitro das bactérias Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermis isoladas de amostras de leite de bufalas em lactagdo com mastite subclinica frente a diferentes
antimicrobianos.

Perfil de Sensilidade

Antimicrobiano Staphylococcus Staphylococcus
aureus epidermis

N % N %

Gentamicina (10ug/disco) 8/8 100 8/8 100
Vancomicina (30ug/disco) 8/8 100 8/8 100
Clindamicina (2pg/disco) 4/8 50 4/8 50
Eritromicina (15ug/disco) 4/8 50 4/8 50

Penicilina G (10pg/disco) 2/8 25 3/8 37,5
Sulfazotrim (25ug/disco) 4/8 50 4/8 50
Oxacilina (1pug/disco) 4/8 50 4/8 50
Cefepime (30pg/disco) 4/8 50 4/8 50

Tetraciclina (30ug/disco) 2/8 25 3/8 37,5
Rifampicina (34pg/disco) 4/8 50 4/8 50

Para 0 género Streptococcus spp., a gentamicina e a oxacilina foram os antibioticos de
melhor acdo, seguido pela sulfazotrim (Tabela 9), corroborando com Langoni et al. (2001) que
mostraram que para 0s agentes isolados com maior frequéncia, Corynebacterium bovis,
Staphylococcus epidermidis e Streptococcus agalactiae, a gentamicina (96%) e a oxacilina (95%)
foram os antibidticos mais eficientes. Resultados similares para a gentamicina foram obtidos por
Saini et al. (1994) que pesquisaram a prevaléncia e a etiologia da mastite subclinica em 241
bufalas, isolando Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativa, Streptococcus spp.
e Escherichia coli. Os resultados dos antibiogramas mostraram que 90% das amostras testadas
foram sensiveis a gentamicina, cloranfenicol, cotrimoxazol e nitrofurantoina. Streptococcus spp.
mostrou 87,5% de sensibilidade para gentamicina no ano de 2002, que caiu para 83,3% no ano de
2005, mas, ainda assim, a gentamicina apresentou a melhor eficiéncia (DHAKAL et al., 2007).

No entanto, resultados reportados por Reza et al. (2011) mostraram para Streptococcus spp., alta
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susceptibilidade a cephquinome e cephtiofur. Em bafalos, amoxicilina + &cido clavulanico foram
mais eficazes, com uma taxa de sensibilidade de 92% (OZENC, 2008).

Tabela 9. Perfil ao teste de sensibilidade in vitro das bactérias Streptococcus spp. isoladas de amostras de
leite de bufalas em lactacdo com mastite subclinica frente a diferentes antimicrobianos.

Perfil de Sensilidade

Antimicrobiano
Streptococcus spp.

N %
Gentamicina (10ug/disco) 8/8 100
Vancomicina (30ug/disco) 2/8 25
Clindamicina (2ug/disco) 2/8 25
Eritromicina (15ug/disco) 2/8 25
Penicilina G (10pg/disco) 1/8 12,5
Sulfazotrim (25ug/disco) 6/8 75
Oxacilina (1pg/disco) 8/8 100
Cefepime (30ug/disco) 2/8 25
Rifampicina (34pg/disco) 2/8 25

O perfil de sensibilidade antimicrobiana das cepas de Escherichia coli mostrou que a
gentamicina foi um dos antimicrobianos menos efetivos (50%) (Tabela 10). Concordando com 0s
dados de Da Costa et al. (2010) que observaram os aminoglicosideos e as sulfas como os agentes
antimicrobianos de menor eficdcia para Escherichia coli, destacando-se o percentual de
sensibilidade de 46,2% e 41,8%, para gentamicina e neomicina, respectivamente.

Entretanto, resultados diferentes foram encontrados por Saini et al. (1994), que pesquisaram
a prevaléncia e a etiologia da mastite subclinica em 241 bufalas. Eles observaram o isolamento de
microrganismos em 76,13% das amostras de leite bovina examinadas, como sendo:
Staphylococcus aureus (54,0%), Staphylococcus coagulase negativa (19,4%), Streptococcus spp.
(12,9%) e Escherichia coli (12,9%). No antibiograma, 90% das amostras testadas foram sensiveis

para gentamicina, cotrimoxazol e nitrofurantoina.
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Tabela 10. Perfil ao teste de sensibilidade in vitro das bactérias Escherichia coli isoladas de amostras de
leite de bufalas em lactacdo com mastite subclinica frente a diferentes antimicrobianos.

Perfil de Sensilidade

Antimicrobiano Escherichia coli

N %
Cefalotina (30pg/disco) 6/8 75
Ampicilina (10pg/disco) 8/8 100
Meropenem (10ug/disco) 6/8 75
Sulfametoxazol + Trimetoprim (25ug/disco) 6/8 75
Cefuroxima (30ug/disco) 6/8 75
Amoxicilina + clavulanato (30ug/disco) 5/8 62,5
Cefoxitina (30ug/disco) 6/8 75
Cefepime (30ug/disco) 6/8 75
Ceftazidima (30ug/disco) 6/8 75

Gentamicina (10ug/disco) 4/8 50
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6. CONCLUSOES

A contagem de células sométicas e Contagem padrdo em placa demostraram que Sao
testes que permitem fazer uma avaliacéo do estado de salde da glandula mamaéria de bufalas com
mastite subclinica e a importancia de realizar uma normativa para esta espécie que permita o

controle e fiscalizagdo deste produto.

A caracterizacdo fenotipica e genotipica das bactérias envolvidas com a mastite
subclinicas no leite bubalino demonstrou que bactérias do género Staphylococcus (32%) com
duas espécies, 0 Staphylococcus epidermis (17%) e o Staphylococcus aureus (15%) foram as mais

prevalentes, seguidas da Bacillus spp. (14%) e Acinetobacter spp. (12,5%).

A avaliacdo comparativa da PCR com a caracterizacdo fenotipica e bioquimica utilizando
32 microrganismos isolados de amostras de mastite subclinica em bufalas mostrou que a PCR
pode ser mais eficaz, levando menor tempo e maior precisdo constituindo-se numa boa

ferramenta de detec¢do de mastite.

O perfil de sensibilidade in vitro dos microrganismos frente aos antibioticos mostrou
maior sensibilidade dos agentes antimicrobianos gentamicina e vancomicina as espécies de
bactérias Staphylococcus spp; os antibidticos gentamicina e oxacilina ao Streptococcus spp. € a
gentamicina as bactérias Escherichia coli. Esses estudos apresentam informacdes que, se
aplicadas em programas de controle e tratamento deste problema na criacdo de bubalinos,
poderdo possibilitar aumento da produtividade do rebanho, bem como melhor qualidade do leite

produzido.

Em decorréncia da diversidade de agentes etioldgicos envolvidos nas mastites, se constata
a necessidade da utilizacdo de exames microbioldgicos e testes de sensibilidade antimicrobiana in
vitro como medidas para indicar o tratamento, ja que o uso indiscriminado de farmacos para essa
enfermidade vem aumentando a resisténcia desses patdgenos frente aos antibioticos de uso

rotineiro.
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ANEXOS

ANEXO 1. Ficha de cadastro dos animais.

Projeto Avaliacéo, isolamento e identificagéo dos principais microrganismos
causadores de mastite subclinica em bufalas

Fazenda: No. de Bufalas: | Data:
Proprietario: Fone:
Ficha de Cadastro dos Animais
N° Ordem | Numero Raca Idade N° Data de Observagdes
Lactagbes | parto
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ANEXO 2. Ficha de controle no dia da coleta dos animais.

Projeto Avaliacéo, isolamento e identificagcdo dos principais microrganismos
causadores de mastite subclinica em bufalas.

] ] Fazenda:
Ficha de controle no dia da Data:

coleta

Peso do leite | Quartos Lesdes no teto
ANIMAL

AD

PD

AE

PE

ANIMAL Peso do leite | Quartos Lesdes no teto

AD

PD

AE

PE

ANIMAL Peso do leite | Quartos Lesdes no teto

AD

PD

AE

PE

ANIMAL Peso do leite | Quartos Lesdes no teto

AD

PD

AE

PE




ANEXO 3. Ficha do manejo da producdo de leite da propriedade.

Ficha do manejo da producéo de leite da propriedade

Data da visita: _ /_/

N

Fazenda:

Hora de inicio da ordenha:

Hora de termino da ordenha:

Tempo: ( )seco ( )chuva

N° de bdfalas em lactagéo:

ORDENHA

Tipo de ordenha

Manual ( ) Balde ao pé ( )
Canalizado ( )

Local da ordenha

Salade ordenha ( ) curral ( )
() outros

Producéo diaria de leite ____ Litros

Os trabalhadores tem treinamento? Sim Néo
Faz acompanhamento veterinario? Sim Néo
Roupa diaria para ordenha Sim Néo
Faz linha de ordenha Sim Né&o
Examina os primeiros jatos do leite? Sim Néo
Lava os tetos antes da ordenha? Sim Né&o
Seca os tetos antes da ordenha? Sim Né&o
E utilizado papel toalha para secagem dos tetos? Sim Néo
E reutilizado? Sim N&o
Realiza pré-dipping? Sim Néo
Realiza p6s-dipping ? Sim Néo
Os ordenadores usam luvas? Sim Né&o
Os ordenadores mantem as maos limpas? Sim Néo
O curral de espera € iluminado adequadamente? Sim Néo
Ha calcamento no curral de espera? Sim Néo
O curral de espera € limpo (seco, sem acumulo de Sim Néo
esterco)?

O chéo da sala de ordenha é lavado frequentemente? Sim Néo
O chdo é lavado entre ordenhas? Sim Né&o
Ha moscas no curral de espera, de saida e sala de Sim Nao
ordenha?

Presenca de outros animais na ordenha? Sim Néo
As bufalas se deitam apds a ordenha? Sim Né&o
Faz tratamento apds o secagem? Sim Néo
Teve problemas recentes com mastite? Sim Néo
Trata os casos clinicos? Sim Néo
Qual produto usa? Sim Né&o

7



Realiza teste para mastite subclinica? Sim Né&o
Tem registros dos dados? Sim Néo
EQUIPAMENTOS UTENSILIOS

Héa &gua para a limpeza dos equipamentos Sim Né&o
Pré-Enxuague: é utilizado agua quente (40°C)? Sim Né&o
E utilizado detergente alcalino (pH>11 e cloro= 140 Sim Né&o
ppm)?

Enxuague acido; é realizada limpeza com agua morna por | Sim Néo
5 minutos com adicédo de detergente acido (pH<3)?

Na pré-ordenha é passada agua clorada (100 a 200 ppm) Sim Né&o

por 5 minutos?
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