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RESUMO: Foram examinadas através do “California Mastitis Test” (CMT) 503 vacas da raca
holandesa em propriedades da regido norte do Parand. Destes animais, 150 (29,82%) apresentaram
resultados positivos, totalizando 295 quartos. Crescimento bacteriano foi obtido em 223 amostras de
leite, sendo 213 culturas puras e 10 mistas. Os agentes isolados com maior frequéncia em cultura
pura foram os estafilococos (30,51%), sendo 17,97% S. aureus e 12,54% estafilococos coagulase
negativos (ECN), estreptococos (21,69%) e C. bovis (18,98%). O numero de unidades formadoras
de colbnias (UFC) de 193 amostras de leite mostrou nove com contagens inferiores a 3 x 10%/ml, 22
com3x10%a10%ml, 17 com 10°a 3 x 10%ml e, 145 superiores a 3 x 10°/ml. As médias das contagens
de células somaticas (CCS) para as principais bactérias isoladas foram: estreptococos (2,9 x 10%
ml); S. aureus (2,5 x 10%/ml); ECN (1,2 x 10%/ml) e C. bovis (979 x 10%ml). Entre os ECN predominaram
0 S. hyicus (25,00%), S. chromogenes (15,00%), S. epidermidis (15,00%), S. simulans (5,00%) e S.
warneri (5,00%). Dos 33 ECN, 30,30% foram resistentes a lincomicina, 27,27% a tetraciclina, 18,18%

a penicilina e a novobiocina e 15,15% a ampicilina e a eritromicina.
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1-INTRODUCAO

Areacao inflamatéria da glandula mamaria de
bovinos nas suas principais formas de apresentacgao,
clinica e subclinica, constitui-se na enfermidade que
maiores prejuizos causa ao produtor de leite
(SEYKORA & McDANIEL , 1985; MILLER & DORN,
1987). Aforma subclinica predomina em cerca de 90%
dos casos e também representa 70 a 80% dos custos
devidos a mastite (TIMMS & SHULTZ , 1984 ; AHL et
al., 1989).

Um grande nimero de microrganismos,
principalmente bactérias, tém sido isolado de leite
mastitico. Estes agentes podem ser separados em
duas classes: 0s patégenos maiores e 0s menores.
O Staphylococcus aureus e o Streptococcus
agalactiae sao exemplos de patdégenos maiores
enguanto que os estafilococos coagulase negativos
(ECN) e o Corynebacterium bovis de patdégenos

menores (RAINARDT & POULTREL, 1982). Estas
mesmas bactérias, entre outras, sao as responsaveis
pelas mastites contagiosas, predominando na forma
subclinica e com alta contagem de células somaticas
(CCS). Por outro lado as mastites de meio ambiente,
causadas principalmente pelos estreptococos, exceto
o0 S. agalactiae, e enterobacteérias, ocasionam uma
alta freqtiéncia de mastites clinicas e com CCS mais
baixa (ERSKINE et al., 1987; MONSALLIER, 1991).

O diagnostico presuntivo da mastite subclinica
pode ser realizado peta contagem direta ou indireta
de células somaticas no leite (SCHALM &
NOORLANDER, 1957, THOMPSON & POSTLE, 1964
; SCHMIDT , 1975; MILLER et al. ,1988). Através da
cultura do leite, é possivel a identificagao correta do
agente etioldgico, que por sua vez possibilita
determinar provaveis fontes de infecgao e, como
consequéncia, a adogao de medidas especificas de
controle.
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Neste trabalho, estudamos a etiologia da
mastite subclinica em rebanhos leiteiros no norte do
Parana, com énfase a classificagdo dos ECN e sua
resisténcia antimicrobiana, além de determinar o
numero de unidades formadoras de colbnias e a
contagem de células sométicas.

2 -MATERIAL E METODOS

Foram examinadas 528 vacas da raca
holandesa, oriundas de propriedades produtoras de
leite B da regiao norte do Parana.

Nas propriedades, o diagndstico presuntivo de
mastite subclinica foi realizado pelo CMT (SCHALM
& NOORLANDER, 1957). Dos quartos reagentes ao
CMT foram colhidas amostras de leite obedecendo
as normas usuais de anti-sepsia, acondicionamento
etransporte (LANGENEGGER et al.,1981).

A contagem de células somaticas no leite foi
efetuada microscopicamente pelo método de
PRESCOTT & BREED, citado por BIRGEL & BENESE
(1983).

A contagem de colbnias foi feita em placas de
agar sangue ovino a 5%, semeando-se em duplicatas
0,1 mi do leite nao diluido e das diluigdes de 10" a
107, sendo as placas incubadas a 37°C por 24 a 72
horas. A metodologia utilizada foi a preconizada pelo
LANARA (1981) com modificagdes em relagao ao meio
de cultura.

Para o isolamento bacteriano as amostras de
leite foram semeadas em agar sangue ovino a 5% e
MacConkey, incubadas a 37°C por 24 a 120 horas.
Nas placas com crescimento foram observadas as
caracteristicas morfoldgicas e tintoriais.

A identificac&o dos cocos gram positivos
obedeceu a metodologia proposta por BLOBEL &
SCHLIESSER (1980) e CARTER (1988), enquanto os
ECN foram classificados segundo DEVRIESE et al.
(1978 e 1985). O C. bovis foi caracterizado seguindo
meétodos propostos por COSTA et al. (1985) e
CARTER (1988). Os microrganismos restantes foram
identificados segundo EDWARDS (1986) e CARTER
(1988).

Para a determinacgao da resisténcia dos ECN
frente a drogas antimicrobianas foi empregado o
meétodo da difusao em placas com discos (BAUER et
al., 1966). Os antimicrobianos com as suas
respectivas concentragbes encontram-se na tabela 5.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 503 vacas examinadas, 150 (29,82%)
apresentaram resultados positivos no CMT, totalizando
295 quartos. Em 223 (75,59%) amostras de leite
obteve-se crescimento bacteriano, sendo 213 culturas

puras e 10 mistas. Na tabela 1, constam os achados
bacterioldgicos, predominando os estafilococos em
90 (30,51%) culturas puras, sendo S. aureusem 53
(17,97%) e 0s ECN em 37 (12,54%), os estreptococos
em 64 (21,69%) e o C. bovis em 56 (18,98%).
LANGENEGGER et al.(1970), HARROP et al. (1975)
e NADER et al. (1985), encontraram indices de
mastite subclinica ligeiramente inferiores aos deste
trabalho. MULLER et al. (1978) em Londrina e BRANT
& FIGUEIREDO (1994) em quatro rebanhos de Minas
Gerais, citam uma ocorréncia superior, 36,20% e
42,82%, respectivamente. No que se refere as
bactérias isoladas, os resultados de diferentes
pesquisas (NADER et al., 1983; NADER etal.,1985 e
AHL et al., 1989), também mostram a ocorrénciaem
maior numero dos estafilococos e estreptococos.
Quanto ao C. bovis, COBB & WALLEY (1962) e
COSTA et al. (1985), verificaram uma percentagem
superior a deste trabalho. Os ECN foram isolados
em 12,54%, percentagem inferior a relatada por
LANGONI et al. (1984), ERSKINE et al. (1987) e
LANGONI et al. (1991). As variagbes observadas em
relagdo & literatura na distribuicdo dos diferentes
microrganismos se devem provavelmente a diferencas
ambientais, producéo, manejo zootécnico e sanitario
dos animais.

Na tabela 2, verifica-se que do total de 193
amostras de leite apenas 9 apresentaram contagens
de colbnias inferiores a 3 x 102 UFC/ ml, enquanto as
demais foram superiores, predominando as contagens
acima de 3x10° UFC/ mlem 145 amostras. PHILPOT
(1984) obteve em mais de 95% das infecgdes
intramamarias por estafilococos e estreptococos,
contagens superiores a 100 UFC/ ml. GONZALES et
al. (1988) consideraram que o isolamento de apenas
uma colbnia de S. aureus ou S. agalactiae é suficiente
para caracterizar ainfeccéo. Para coliformes, outros
estreptococos e ECN 0 numero minimo & de 25
colbnias.

Comrelagao a contagem de células somaticas,
tabela 3, observa-se que as contagens médias para
0s patégenos maiores é superior a 2 milhdes de
células/ ml, enquanto que para os patégenos menores
a média se situa ao redor de 1 milhdo. Os relatos de
diversos autores correlacionando a contagem de
células somaticas aos agentes etiolégicos séo
divergentes (ERSKINE et al., 1987; RAINARD &
POUTREL 1982; TORGERSON et al., 1992). Varios
fatores podem influenciar a contagem, destacando-
se o tipo de agente etioldgico, nimero e fase da
lactacéo e freqliéncia de infecgbes (HUESTON &
HEIDER, 1987; LILIUS & PESONEN, 1990). Baseado
em dados de PHILPOT (1984), as médias das
contagens de células somaticas obtidas neste
trabalho, permitem estimar as perdas devidas a
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diminuicdo na producao de leite dos animais
examinados, em mais de 20%.

As espécies de ECN identificadas neste
trabatho estéo relacionadas na tabela 4, verificando-
se a predominancia do S. hyicus, S. chromogenes,
S. epidermidis, S. simulans e S . warneri.. O esquema
de diagnéstico utilizado ndo permitiu diferenciar
conclusivamente 5 (12,50%) amostras de S. warneri/
S. haemolyticus e nao identificou outras 6 (15,00%)
culturas de ECN. Estes resultados se aproximam aos
encontrados por HODGES et al. (1984); LANGLOIS
et al. (1984) e WATTS & OWENS (1987).

Quanto a resisténcia dos ECN frente a drogas
antimicrobianas (tab. 5), os maiores percentuais foram
obtidos para lincomicina (30,30%), tetraciclina
(27,27%), penicilina (18,18%), novobiocina (18,18%),
ampicilina (15,15%,) e eritromicina (15,15%). GARCIA
et al. (1980), Mc DONALD & ANDERSON (1981) e
FAGLIARI et al. (1983), apresentaram diferentes perfis
de resisténcia para ECN isolados de mastite
subclinica. Esta variagdo se deve provavelmente a

pressao seletiva exercida pelo uso prolongado de
determinadas drogas e a metodologia empregada para
a determinacao da resisténcia. Utilizando as mesmas
amostras deste trabalho, BELOTI et al. (1995)
detectaram de um a nove plasmidios em 24 das 33
culturas de ECN. Em algumas destas amostras,
mediante experimentos de cura e transformacgéao, os
mesmos autores concluiram que o determinante
genético de resisténcia a tetraciclina, eritromicina e
cloranfenicol esta localizado em plasmidios
especificos.

Os resultados deste trabalho mostraram: uma
taxa considerada alta de mastite subclinica nos
rebanhos estudados com presumivel queda na
producao de leite; uma participacdo expressiva dos
considerados patdogenos menores (C. bovis e ECN);
dificuldades na identificacao pelos métodos
bioguimicos tradicionais das diferentes espécies de
ECN, além da possibilidade de recomendar medidas
preventivas especificas baseadas nas bactérias
isoladas.

Tabela 1 . Distribuicdo dos microrganismos isolados de Mastite Subclinica Bovina no

norte do Parana em relacdo ao total de amostras de leite.

Microrganismos Isolamentos
N° %

Staphylococcus spp.

-S. aureus 53 17.97

-ECN’ 37 12.54
Streptococcus spp. 64 21.69
C. bovis 56 18.98
E. coli 02 0.67
P.aeruginosa 01 0.33
S. aureus ¢ Streptococcus spp. 03 1.01
C. bovis e Streptococcus spp. 02 0.67
E. coli e Streptococcus spp. 01 0.33
S. aureus e ECN 01 0.33
A . pyogenes e ECN 01 0.33
E.coli e ECN 01 0.33
S. aureus e E. coli 01 0.33
Subtotal 223 75.60
Sem crescimento 72 24.40
TOTAL 295 100.00

* ECN - Estafilococos coagulase negativos
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Tabela 2. Contagem de coldnias em 193 amostras de leite de vacas com mastite subclinica no norte do

Parand.
UFC "/ ml
N" de
Microrganismos amostras
de leite  até3x10>  3x10°a10° 10°a3x10°  mais de
3x10°
Streptococcus spp. 56 01 06 03 46
C. bovis 48 01 08 08 31
S. aureus 51 0l 04 04 42
ECN™ 26 04 03 02 17
E. coli 02 01 01 00 00
P. aeruginosa 01 01 00 00 00
S. aureus ¢ Streptococcus spp. 03 00 00 00 03
C. bovis ¢ Streptococcus spp. 01 00 00 00 01
E. coli ¢ Streptococcus spp. 01 00 00 00 01
S. aureus e ECN 01 00 00 00 0l
A . pyogenes ¢ ECN 01 00 00 00 01
E. coli c ECN 01 00 00 00 01
S. aureus ¢ E. coli 01 00 00 00 01
TOTAL 193 09 22 17 145

" UFC - Unidades formadoras dc coldnias
“ECN - Estafilococos coagulase negativos
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Tabela 3. Microrganismos isolados de Mastite Subclinica Bovina no norte do Parand ¢ respectivas

contagens de células somdticas.

Microrganismos CCS
N? de

e o e p g e
Streptococcus spp. 59 03 03 10 37 06 2915
C. bovis 54 07 08 19 20 00 979
S. aureus 50 02 05 11 26 06 2518
ECN’ 33 01 04 10 16 02 1235
E. coli 02 00 00 00 02 00 3500
S. aureus ¢ Streptococcus spp. 03 00 00 01 01 01 2373
C. bovis c Streptococcus spp. 02 00 00 00 02 00 1480
E. coli e Streptococcus spp. 01 00 00 00 01 00 1760
S. aureus e ECN 01 00 00 00 00 01 10800
A . pyogenes ¢ ECN 01 00 00 01 00 00 880
E. coli c ECN 01 01 00 00 00 00 40
S. aureus ¢ E. coli 01 00 00 00 01 00 1680

A - Contagem de células somdticas entre 0 ¢ 250 mil / ml
B - Contagem de células somdticas entre 250 ¢ 500 mil/ ml
C - Contagem de células somaticas entre 500 mil ¢ 1 milhdao / ml
D - Contagem de células somdticas entre 1 e 5 milhdes / ml
E - Contagem de células somdticas acima de 5 milhocs
- ECN - Estafilococos coagulase negativos
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Tabelad.  Identificacdo de 40 amostras de estafilococos coagulase negativos isolados de Mastite

Subclinica Bovina no norte do Parand.

Espécies N" de amostras %o
S. hyicus 10 25.00
S. chromogenes 06 15.00
S. epidermidis 06 15.00
S. simulans 02 5.00
S. warneri 02 5.00
S. xylosus 01 2.50
S. cohni 01 2.50
S. hominis 01 2.50
S. warneri/ S. haemolyticus* 05 12.50
Nio identificadas 06 15.00

TOTAL 40 100.00

* Amostras ndo diferenciadas conclusivamente
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Tabela 5. Resisténeia de 33 amostras de  estafilococos coagulase negativos frente a drogas

antimicrobianas pelo método de difusao em placas

AMOSTRAS

Antimicrobianos Concentracgoes Resistentes Intermediarias Sensiveis
n’ Yo n’ Yo n’ %o

Lincomicina 30 pg 10 30,30 - - 23 69,69
Tetraciclina 30 ug 9 27,27 1 3,03 23 69,69
Penicilina 10U 6 18,18 8 24,24 19 57,57
Novobiocina 0.5 ug 6 18,18 2 6,06 25 75,75
Ampicilina 10 ug 5 15,15 15 45,45 13 39,39
Eritromicina 15 pg 5 15,15 - - 28 84,84
Estreptomicina 10 ug 2 6,06 - - 31 93,93
Cloranfenicol 30 pug 1 3,03 2 6,06 30 90,90
Gentamicina 10pg 1 3,03 ] 3,03 31 93,93
Oxacilina 0.5ug - - - - 33 100,00
Cetalotina 30 ug - - - - 33 100,00

Semina Ci. Agrarias, v. 18, n. 1, p. 45-53, mar. 97



BELOTI, V.: MULLER, E.E.; FREITAS, J.C.; METTIFOGO, E. Study of Subclinical Mastitis in Dairy
Herds of North Parand, Brazil. Semina: Ci. Agr., Londrina, v. 18, n. 1, p. 45-53, Mar 1997.

ABSTRACT: California Mastitis Test (CMT) was performed in five hundred and three Holstein cows
from the north region of Parana. One hundred and fifithy of these cows (29,82%) and 295 quarters in
the CMT were positives. In 223 milk samples was observed bacterial growth (213 pure cultures and
10 associated cultures). The most commonly agents isolated in pure growth were, staphylococci
(30,51%), whereas S. aureus (17,97%) and coagulase negative staphylococci (12,54%), streptococci
(21,69%) and C. bovis (18,98%). Colonie’s counter was performed in 193 milk samples. Of these
samples, 9 had less than 3 x 102 CFU/mJ, 22 had between 3 x 10? to 10° CFU/mI, 17 had between
10% to 3 x 10° CFU/ml and 145 had more 3 x 10° CFU/ml. The mean somatic cell count for the main
agents isolated were 2,9 x 10%/ml for streptococci, 2,5 x 108ml for S. aureus, 1,2 x 10%/ml for CNS.
The most commonly species of CNS were S. hyicus (25,00%), S. chromogenes (15,00%), S.
epidermidis (15,00%), S. simulans (5,00%) and S. warneri (5,00%). Thirty comma thirty percent of 33
isolated, were resistant to lincomycin, 27,27% to tetracycline, 18,18% to penicillin and novobiocin,

15,15% to ampicillin and erytromycin.

KEY-WORDS: Bovine; mastitis; aetiology; somatic cells.
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