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RESUMO

Com o objetivo de estudar a freqiiéncia de agentes bacterianos envolvidos nos processos
inflamatérios clinicos e subclinicos da glandula mamaria de bufalas e realizar o perfil de
sensibilidade dos agentes isolados, foram estudadas 128 bufalas em lactacédo, totalizando 512
guartos mamarios. Realizou-se o “California Mastitis Test” para diagndéstico da freqiiéncia de
casos subclinicos e o0 exame fisico da glandula mamaria e teste da caneca telada para identificar
os casos clinicos. As amostras de leite foram colhidas dos quartos que apresentaram reagdo ao
C.M.T. (escores 1+, 2+, 3+) e daqueles com mastite clinica, sendo posteriormente realizados os
exames microbiolégicos paraaidentificagdo dos agentes envolvidos, além dos testes de sensibi-
lidade aantimicrobianos. Observaram-se bactérias isoladas e associagdes destas em casos clinicos
e subclinicos da doenga, destacando-se o Staphylococcus coagulase negativacomo o mais freqiien-
te. Os testes de sensibilidadein vitrodemonstraram maior eficacia paraos antibiéticos gentamicina
(97,98%), florfenicol (93,94%) e enrofloxacina (90,90%). A gentamicinaapresentou 100% de eficacia
no tratamento dos casos clinicos, sendo considerada uma boa opgao para o controle da doenga
no rebanho estudado.
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ABSTRACT

ANTIMICROBIALS SENSITIVITY PROFILE OF CONTAGIOUS AND AMBIENT AGENTS
ISOLATED OF CLINICAL AND SUBCLINICAL MASTITIS OF BUFFALOS. With the objective of
examiningthefrequency of bacterial agentsinvolved in the clinical and subclinical inflammatory
processes of the mammary glands of buffalos and to study the sensitivity profile of the isolated
agents 128 lactating buffalos (a total of 512 mammary quarters) were examined. The “California
Mastitis Test” was the method used for the diagnosis of frequency of subclinical cases and physical
examination of theudderand ascreened mugtest for identification of the clinical cases. Samples of
milk were collected from the quarters that showed a reaction to CMT (scores 1+, 2+, 3+) and from
thosewithclinical mastitis. Allsampleswere previously microbiologically tested for the identification
of the agentsinvolved together with the sensitivity tests and antimicrobials. The results indicated
thatthe bacteriaisolated and associated in the clinical and subclinical cases of the disease were mainly
Staphylococcus coagulase negative. Thein vitrosensitivity tests showed greater efficacy for gentamicin
antibiotics (97.98%), florfenicol (93.94%) and enrophloxine (90.90%). Gentamicin showed 100%
efficacy in the treatment of the clinical cases and was considered the best treatment for the control
of the disease in the herd in this study.

KEY WORDS: Efficacy of antibiotics, etiological agents, raising buffalos.

INTRODUCAO deorigemanimal consumidapelapopulacéo é prove-
niente do leite de bufalas. Esta espécie apresenta
A maior exploracao leiteira de bubalinos encon- todas as caracteristicas necessarias paraumaprodu-

tra-se na india e Paquistdo, onde quase toda proteina ¢éo de leite comercial e economicamente viavel. Na
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india, ja foram observadas bufalas produzindo até
31kgdeleite/diae noBrasilndo éincomum bufalas
produzirem por volta de 22 kg de leite/dia (SAmaArRA
et al., 1993). Em comparacao com o leite de vaca, o
leite de bufala contém 30% a mais de proteina e
apresenta niveis de colesterol mais baixos (Fonseca,
1987).

A mastite representa um sério problema para a
producdo leiteira, determinando relevantes perdas
econdmicas devido a reducéo na producao de leite,
custos do leite descartado e gastos com tratamentos
(HAavza & CHoupHuri, 1994).

PAraniaPE & Das (1986) verificaram que os micror-
ganismos mais freqlientemente isolados na mastite
bubalina séo Streptococcus spp. (29,7%), Staphylococcus
spp. (10,39%), Bacillus spp. (5,94%), Escherichia coli
(4,45%), além das infeccdes bacterianas mistas
(25,24%). CHANDER & Baxi (1975) relataram a presenca
do Staphylococcus spp. em 46,2% dos casos, seguido
pelo Streptococcus spp. (32,41%), Escherichia coli(7,41%)
e Corynebacterium spp. (0,93%). Em outro estudo,
Munammap et al. (1997) classificaram 53,9% dos isola-
dos como sendo Staphylococcus spp.

Segundo Menponcaet al.(1999), as mastites podem
ser classificadas quanto a forma de transmissédo, em
primaria (contagiosa) e secundaria (ambiental), e
quanto a forma de apresentacdo, em clinica e
subclinica. De acordo com Nascimento e Carvalho
(1993), a higiene é cuidado imprescindivel na explo-
racdo leiteira de bufalos, pois estes animais tém pre-
dilecdo por terrenos alagadicos.

O California Mastitis Test (C.M.T), idealizado por
ScHALM & NoorLANDER (1957), é capaz de detectar o
processo inflamatério na glandula mamaria, sendo
aceito internacionalmente para o diagndstico da
mastite subclinica a campo (Costa et al., 1996). Os
autores, no entanto, relataram a conveniéncia de tes-
tesmicrobioldgicos periddicos paraaorientacédotera-
péutica desta afeccdo, principalmente quando apoi-
ada aos testes in vitro de sensibilidade microbiana.

Aindustria leiteira mundial atravessa um periodo
de intensas transformagdes em sua estrutura e podem
ser identificadas como grandes tendéncias a diminui-
¢do dos pregos pagos ao produtor, aredugdo de subsi-
dios, 0 aumento do médulo de producao e, principal-
mente, oaumento nasexigénciasdaqualidadedoleite,
assim como uma maior preocupacgdo dos consumido-
rescomrelacdoasegurancaalimentar. Particularmen-
te, no que diz respeito a qualidade do leite, a questao
relativaao pagamento diferenciado da matéria-prima,
em funcdo de suas caracteristicas fisicas, quimicas,
bromatoldgicas e organolépticas, tende aampliar-se e,
dessa forma, 0 pagamento baseado na qualidade vai
ser um elemento de diferenciacdo dos sistemas de
producéo, ditando a permanéncia ou ndo dos produ-
tores na atividade (Fonseca & Santos, 2000).

Considerando a importancia da mastite para a
espécie bubalina, objetivou-se com este trabalho estu-
darafreqiuéncia dos agentes etioldégicos envolvidos e
realizar o perfil de sensibilidade das bactérias isola-
das frente & antimicrobianos de uso em medicina
veterinaria.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 128 bufalas leiteiras da raca
Murrah e seus mesticos, em diferentes estagios de
lactacdo, com uma produc¢do média de 7 L de leite/
animal/dia, em duas ordenhas. Os animais eram
mantidos exclusivamente em pastagem cultivada e
provenientes de uma propriedade leiteira industrial,
localizada no Municipio de Taipu, Estado do Rio
Grande do Norte. As bufalas eram ordenhadas meca-
nicamente com os cuidados necessarios na linha de
ordenha, além darealizacédo do pré e posdipping com
compostos a base de iodo.

Com os animais na linha de ordenha, procedeu-se
oexamefisicodoUbereatravésde inspe¢aoe palpacao;
emseguida, este foi lavado com dguae sabdo e enxuga-
do com papel toalha, sendo os primeiros jatos de leite
utilizados no teste da caneca telada para deteccéo de
mastite clinica. Em seguida, realizou-se o California
Mastitis Test (C.M.T.) para o estudo da freqtiéncia dos
casos de mastites subclinicas (escores 1+, 2+, 3+),
segundo ScHAM & NoorLANDER (1957). As amostras
foram colhidas dos quartos que apresentaram mastite
clinica ou subclinica, apos prévia anti-sepsia do 6stio
do teto com alcool a 70°GL, obtendo-se um volume de
aproximadamente 10 mL de leiteem tubos estéreiscom
tampas rosqueaveis e devidamente identificados.

As amostras de leite foram acondicionadas em
caixasisotérmicas, contendogeloreciclavel eencami-
nhadas ao laboratério de Bacterioses da Universida-
de Federal Rural de Pernambuco para realizacao das
anélisesmicrobiologicase dostestesdesensibilidade
aantimicrobianos. No laboratério, aliquotas de 50 pL
de leite foram semeadas em &gar base enriquecido
com5%desangueovinoedégar Levineeincubadasem
estufa bacterioldgica a 37° C, realizando-se leituras
apos 24 e 48h, sendo observadas as caracteristicas de
crescimento e producdo de hemdlise. As coldnias
isoladas foram submetidas a prova de catalase e
analisadas quanto as caracteristicas morfotintoriais
através da técnica de Gram.

As enterobactérias foram classificadas utilizan-
do-se as provas bioquimicas de citrato, lisina, agar
triplice ferro acucar (TSI), vermelho de metila (VM),
Voges Proskauer (VP), indol, urease, motilidade e
fermentacdo de agucares (glucose, frutose, galactose,
manose, lactose, sacarose, maltose, manitol e sorbitol),
de acordo com CAaRTER (1984).
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Para a diferenciacao dosStaphylococcuscoagulase
positivae negativa, utilizou-se o teste de coagulase, de
acordo com Konemwan (2001).

Apbsaidentificacdo, as99amostrasbacterianas
foram cultivadas em caldo infuso de cérebro e cora-
¢do, incubadas por24a48ha37°Ce, posteriormen-
te, semeadas em agar Mueller Hinton para a reali-
zacdo dos antibiogramas, através do método sim-
ples em disco, segundo técnica descrita por CARTER
(1984). Foram utilizados os seguintes antibioticos:
gentamicina (10 pg), florfenicol (30 pg),
enrofloxacina (5 ug), norfloxacina (10 ug), cefalexina
(30 uQ), sulfa (1,25 pg) + trimetoprim (23,7 pg),
penicilina (10 pg) e tetraciclina (30 ug), a interpre-
tacdofoirealizadaatravés damedicdo dos halosde
inibicdo, de acordo com o fabricante dos discos de
antibidticos.

Osresultados obtidos foram analisados, utilizan-
do-se andlise descritiva de célculo de freqliéncias
absoluta e relativa para os diferentes parametros
estudados (Sampaio, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 128 animais estudados, sete (5,47%) apresen-
taram mastite clinica, com 14 (2,73%) quartos acome-
tidos. Ao C.M.T. foram detectados 53 (41,41%) ani-
mais com mastite subclinica, totalizando 103 (20,12%)
guartos afetados com graus variados. Os resultados
obtidos neste estudo estdo de acordo com as citagdes
feitas por CHanperR & Baxi (1975) que encontraram
indice de 35,44% paraanimaiscommastite subclinica,
diferenciando de Saini et al. (1992) que relataram

2,59% de quartos mamarios de bufalas com mastite
subclinica. No entanto, Karuret al. (1992) observaram
indices mais elevados de mastite subclinica, com
36,67% dos quartos afetados. Segundo Menponga et
al. (1999) fatores relacionados a nutricdo, manejo,
higiene e condi¢gbes ambientais, aliados as caracte-
risticas genéticas, influenciam os indices de mastite
no rebanho.

Osagentesisoladosdo leite de bafalascom mastite
clinica e subclinica encontram-se na Tabela 1.

De acordo com CHaNDER& Baxi (1975) as bactérias
dos géneros Staphylococcus e Streptococcus sdo asprin-
cipais causas infecciosas de mastite bubalina.

A bactéria mais prevalente nos casos de mastite
clinicaesubclinicadas bufalas norebanho estuda-
do foi o Staphylococcus spp., onde 20% das amostras
foram coagulase positiva. Os achados deste estudo
corroboram com os de Karuretal.(1992) e MuHAMMAD
et al. (1997) que afirmaram ser este 0 agente mais
freqlientemente isolado nas mastites contagiosas,
transmitidas quase que exclusivamente durante a
ordenha, representando grande importancia
epidemioldgica nas mastites bubalinas. Porém,
Kapur & SiNGH (1978) observaram maior incidéncia
do Streptococcus spp.no leite de bafalas com mastite.
A freqUéncia deStreptococcus spp., neste estudo, foi
de 25,00% nos casos clinicos e de 13,58% nos casos
subclinicos, corroborando com os resultados obti-
dos por ParaniarE & DAs(1986). Os resultados sobre
os demais agentes envolvidos neste estudo sédo
concordantes com aqueles relatados por CHANDER &
Baxi (1975), indicando similaridade na etiologia
desta doenca em diferentes regides ao longo do
tempo.

Tabela 1 - Frequéncia absoluta (FA) e relativa (FR) dos agentes isolados ou em associagdo em casos de mastite clinica e

subclinicadebufalas.

Agentesisolados

Mastite clinica Mastite subclinica

FA FR (%) FA FR (%)

Staphylococcus spp. 4 33,34 41 50,62
Streptococcus spp. 3 25,00 11 13,58
Staphylococcus spp. + Streptococcus spp. 2 16,67 - -
Bacillus spp. 1 8,33 6 7,41
Corynebacterium spp. 1 8,33 11 13,58
Escherichia coli 1 8,33 2 2,47
Staphylococcus spp. + Corynebacterium spp. - - 2 2,47
Staphylococcus spp. + Micrococcus sp. - - 2 2,47
Streptococcus spp. + Corynebacterium spp. - - 2 2,47
Klebsiella spp. - - 2 2,47
Micrococcus sp. - - 1 1,23
Enterobacter sp. - - 1 1,23
Total 12 100 81 100
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Dasamostrasde leite procedentesdosanimaiscom
mastite clinica 12 (85,71%) apresentaram-se positivas
ao exame microbiolégico e duas (14,29%) foram nega-
tivas, enquanto que, das 103 amostras com mastite
subclinica 81 (78,64%) foram positivas ao exame
microbioldgico e 22 (21,36%) negativas (Tabela 2).
Estes resultados sdo semelhantes aqueles obtidos por
Karur etal. (1992) que observaram 73,96% de amostras
de leite de bafalas com mastite, clinica ou subclinica,
positivas em culturas. CHANDER & Baxi (1975) relataram
apenas 35,44% de exames bacteriol6gicos positivosem
amostras de leite de bufalas com mastite subclinica.

Quanto a relagdo do numero de animais e quartos
afetados por mastite subclinica observou-se que 25
(47,17%) bufalas apresentaram um quarto positivo ao
C.M.T., 12 (22,64%) 2 quartos, 10 (18,87) 3 quartos e 6
(11,32%) os 4 quartos positivos. CHANDER & BErHA (1995)
tambémrelataramqueamaioriadasinfec¢cbesocorreem
apenasumquartodaglandulamamaria,comoobserva-
do neste estudo. Segundo Rabostimis et al. (2002), os
mecanismos de defesa local dificultam a instalagdo da
infeccdo, porém quando estes sdo afetados a glandula
torna-se vulneravel e constitui o reservatorio e fonte de
transmisséo da mastite; além disso, técnicas deficientes
de limpeza do teto e Ubere podem permitir adissemina-
¢do dos microrganismos para outros quartos damesma
vacae propiciar acontaminacéo das unidades de orde-
nha que séo transferidas de um animal ao outro.

De acordo com Costa et al. (1996), o C.M.T. é um
método auxiliar de boa correlagdo com o exame

microbiologico, porém o processo inflamatério pode
néo ser de origem infecciosa. Por outro lado, segundo
essesautores,animais portadores de mastite infecciosa,
dependendo doestagio, podem ndo apresentar reacdes
positivas nostestes que detectam a presencade processo
inflamatdrio e que sdo positivosao exame microbioldgico,
revelando umaimportante fonte de infecgéo, principal-
mente em relacdo a mastite contagiosa.

Na avaliacdo dos perfil de sensibilidade in vitro,
comdiferentesantibidticos de utilizacdo em medicina
veterinariafrenteasamostrasbacterianasisoladasde
mastite bubalina, a gentamicina foi o antibiotico que
demonstrou o maior percentual de eficacia (97,98%)
(Tabela 3), corroborando com ParanarE & Das (1986)
que relataram a efetiva acdo deste antimicrobiano
frente aos agentes causadores de mastite nesta espé-
cie. Esta € uma informacdo importante no @mbito
técnico, principalmente para profissionais que atu-
am a campo e que ndo dispdem de estrutura para
procedimentos laboratoriais.

Outro aspecto importante a ser considerado neste
estudo foi o elevado percentual de bactérias sensiveis
ao florfenicol e & enrofloxacina, fazendo destes uma
opcao de tratamento sistémico associado ao uso
intramamario da gentamicina.

A penicilina e a tetraciclina foram as drogas que
apresentaramamenor eficiciain vitro (65,66%) e (58,58%),
respectivamente (Tabela 3). Basuet al. (1979) encontra-
ram indices semelhantes quanto a penicilina, porém
observaram maior sensibilidade quanto a tetraciclina.

Tabela 2 - Resultados obtidos nos exames microbioldgicos de amostras de leite de bufalas com mastite clinicae subclinica

por escore de C.M.T.

Exame microbiolégico Mastite clinica

Mastite subclinica

1+ 2+ 3+
Positivo 12 (85,71%) 8 (38,10%) 40 (85,11%) 33 (94,29%)
Negativo 2 (14,29%) 13 (61,90%) 7 (14,89%) 2 (5,71%)
Total 14 (100,00%) 21 (100,00%) 47 (100,00%) 35(100,00%)

Tabela 3 - Resultado dos testes de sensibilidade antimicrobianain vitrode bactériasisoladasdo leite de bafalascommastite

clinicaesubclinica.

Antibidticos testados N° de amostras

N° de amostras resistentes Percentual de

testadas ou intermediarias amostrassensiveis
Gentamicina 99 2 97,98
Florfenicol 99 6 93,94
Enrofloxacina 99 9 90,90
Norfloxacina 99 12 87,88
Cefalexina 99 12 87,88
Sulfa+ Trimetoprim 99 22 77,78
Penicilina 99 34 65,66
Tetraciclina 99 41 58,58
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Tais drogas foram amplamente empregadas no
passado. O usoincorreto associado a selecdo natural
dos microorganismos desafiados, provavelmente,
resultou no fendbmeno de resisténcia. Segundo Menc
etal.(1998), aresisténcia as drogas esta relacionada,
principalmente, com o uso excessivo de antibidticos
em medicina veterinariae as aplica¢gbes sub-terapéu-
ticas de antimicrobianos para a prevenc¢ado de doen-
¢as, para a promocdo do crescimento e eficiéncia
alimentar em animais de produgao.

CONCLUSAO

Observou-se neste estudo que os agentes classifi-
cados como contagiosos sdo 0s principais responsa-
veis pela mastite bubalina e que quando da
indisponibilidade de realizacdo da lactocultura e
antibiograma, agentamicinapode seroantibiotico de
eleicdo para o tratamento e controle das mastites
clinica e subclinica nos rebanhos.
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