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RESUMO

A mastite € uma das enfermidades mais comuns em rebanhos leiteiros, dessa forma,
objetivou-se conhecer os principais patdégenos e fatores de risco da mastite em
ovinos e caprinos, bem como a sua susceptibilidade aos agentes antimicrobianos e
extratos de plantas, além de avaliar o grau de concordancia entre testes
diagnosticos. Foram visitadas 25 propriedades localizadas em Pernambuco e Bahia,
coletando-se leite de 439 caprinos e 76 ovinos, totalizando 515 animais. Foi
realizado o California Mastitis Test (CMT), a lactocultura e o teste de sensibilidade
aos antimicrobianos. Para determinacdo da atividade bactericida de extratos
etandlicos obtidos de plantas do bioma Caatinga: Encholirium spectabile Mart.,
Bromelia laciniosa Mart., Neoglaziovia variegata Mez., Amburana cearensis (Fr.
Allem.) A.C.Smith, Hymenaea courbaril L. e Selaginella convoluta Spring. Foi
encontrada maior frequéncia de Staphylococcus spp., observando-se alta
sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos. Quanto a andlise de concordancia
entre o CMT e a lactocultura, os valores relativos ao indice Kappa foram de 0,22 e
0,17 para espécie ovina e caprina, respectivamente. Observou-se que a auséncia de
assisténcia técnica e a criagdo de animais mesticos sdo fatores associados a
presenca da infeccdo da glandula maméria em caprinos leiteiros. No estudo com
extrato de plantas, aqueles que apresentaram maior atividade inibitoria foram os
extratos etandlicos da Amburana cearensis e Hymenaea courbaril. Considerando o
baixo custo da fitoterapia e a atividade biologica das plantas do bioma caatinga
estudos visando avaliar atividade in vivo e a caracterizacdo fitoquimica sao
necessarios.

Palavras-chave: caprino, ovino, mastite, etiologia, epidemiologia, diagndstico,
controle.



ABSTRACT

Mastitis is a most common infectious disease in dairy goat herds. The present study
aims to identify the major bacterial pathogens and risk factors associated to goat and
sheep mastitis, as well as to determine its susceptibility to antimicrobial drugs and
plants extracts, also to evaluate the agreement between two different diagnostic
tools. To the study 25 goat and sheep farms were visit in Pernambuco and Bahia
state and collected 439 goats and 76 sheep milk samples. To mastitis diagnose were
performed milk bacteriologic culture and California Mastitis Test (CMT). Antimicrobial
drug-resistance patterns were determined by disk diffusion method in all positive
samples. In order to determine the bactericidal activity of extracts from caatinga
biome plants we used six ethanolic extracts including: Encholirium spectabile Mart.,
Bromelia laciniosa Mart., Neoglaziovia variegata Mez., Amburana cearensis (Fr.
Allem.) A.C.Smith, Hymenaea courbaril L., and Selaginella convoluta Spring.
Coagulase-negative Staphylococcus spp. is the most frequent isolated pathogen.
The bacterial isolates showed high sensitivity to antimicrobial drugs. Related to
indirect diagnosis of goat mastitis, the sensitivity of CMT test was 23.8% and
specificity reached 96.8%, but when tested in sheep mastitis the sensitivity was
21.3% and specificity of 96.2%. The highest inhibitory activity was determined to
Amburana cearensis and Hymenaea courbaril extracts. Considering the low cost of
phytoterapy and the activity of caatinga biome plant extracts, further studies are
required in order to evaluation vivo activity and chemical characterization of these
plants.

Keywords: goat, sheep, mastitis, etiology, epidemiology, diagnosis, control.



Introducéo

A caprino-ovinocultura brasileira dispde de um expressivo rebanho,
principalmente na regido Nordeste do pais, onde se encontram aproximadamente
90% e 55% dos caprinos e ovinos, respectivamente. O estado de Pernambuco
apresenta o 3° maior efetivo destes pequenos ruminantes no nordeste do pais
(IBGE, 2009).

A elevada adaptabilidade destes animais as condi¢cdes edafoclimaticas da
regido, além da baixa necessidade de capital inicial, torna a criagcdo destes
pequenos ruminantes uma alternativa viavel para a geracao de renda e garantia de
seguranca alimentar para a populacao nordestina, principalmente aquela localizada
em areas semi-aridas (Holanda Junior & Araujo, 2004).

Dentre o0s principais sistemas de producdo, aqueles voltados para
subsisténcia, geralmente pequenos criatorios, sdo encontrados tanto nas areas
rurais quanto nas periferias das grandes cidades. Por outro lado, existem também
criatérios comerciais bem organizados, com grandes estruturas de producédo e, na
maioria das vezes, dedicando-se também ao beneficiamento e comercializacdo dos
produtos (Ribeiro, 1997).

Existe uma grande variedade de produtos oriundos destes pequenos
ruminantes: carne, leite, couro, pélo e esterco. A cadeia produtiva de caprinos na
regido Nordeste é voltada basicamente para o mercado da carne e pele. Por outro
lado, na regido Centro — Sul e em algumas areas do NE, observa-se uma cadeia
voltada para a producéo de leite com criatérios mais tecnificados e com altos indices
de produtividade (Ribeiro, 1997).

Na regido NE, a falta de organizacdo dos criadores, de assisténcia técnica
especializada, além da precariedade do manejo higiénico-sanitario, sdo alguns dos
entraves que impedem o crescimento da atividade. Os problemas sanitarios,
nutricionais e de manejo em geral, limitam o potencial produtivo dos animais (Vieira
et al., 1998).

Dentre os principais problemas sanitarios, destaca-se a mastite, uma
inflamacé@o da glandula maméaria ocasionada, geralmente, por microorganismos. A
mastite em pequenos ruminantes constitui um serio problema, tanto pela reducao na

produtividade, como pelos riscos a saude publica (Contreras et al., 2007). Dentre as



formas de mastite, a mastite clinica é facilmente diagnosticada por alteracdes no
leite e no Ubere (Ladeira, 1998; Anderson et al., 2004). No entanto, a forma mais
relacionada aos prejuizos € a mastite subclinica, que ndo pode ser diagnosticada
pela observacdo visual da fémea ou do leite e sim pela presenca de elevadas
contagens de células somaticas (CCS) no leite (Watts et al., 1988).

A prevaléncia da mastite de um rebanho é afetada tanto pela taxa de novas
infeccbes como pela duracdo das mesmas. Torna-se importante enfatizar a natureza
multifatorial da mastite, pois muitas variaveis influenciam o nivel de infeccao, tais
como: o animal, o ambiente de ordenha, os microorganismos, as praticas de manejo,
defeitos nos equipamentos e a acdo do homem (Watts, 1988; Rasmussen &
Madsen, 2000; Waage et al., 2001). Salienta-se que animais criados em locais com
mas condicfes sanitarias sdo expostos continuamente as condi¢des estressantes, o
que afeta de forma significativa seu desempenho produtivo. Em tais condic¢des, além
da maior exposicdo aos patdgenos, ha um comprometimento da capacidade de
resisténcia do animal (Fonseca & Santos, 2001).

O diagnéstico da mastite nem sempre € facil, sendo observado que na mastite
clinica, embora o diagnostico envolva os sinais clinicos caracteristicos da
enfermidade como dor e edema na metade mamaria afetada, esta pode estar
latente. Da mesma forma, o diagndstico da mastite subclinica é bastante complicado
e envolve a deteccdo de células somaticas e o cultivo bacteriano (Klaas et al., 2004).
Células somaticas nada mais sdo que células epiteliais de descamacao e leucdcitos
de origem sanguinea que se deslocam para glandula mamaria a fim de combater a
infeccdo existente. Assim, altas contagens de células somaticas indicam a presenca
de mastite. Varios testes podem ser utilizados para determinar a presenca de células
somaticas no leite, tais como o CMT (California Mastitis Test), o WMT (Wisconsin
Mastitis Test) e a CECS (Contagem eletrénica de células somaticas) (Schroder &
Hamman, 2005). O CMT é a melhor técnica para detec¢do da mastite subclinica em
ovinos a campo (Clements et al., 2003). O diagnéstico bacteriol6gico € uma técnica
simples, entretanto, exige pessoal treinado para coleta das amostras e laboratério
para a identificacdo dos agentes etiologicos (Buswell, 1995).

A terapia das mastites subclinicas, causadas principalmente por estafilococos
e estreptococos, durante a lactacdo apresenta resultados variaveis quanto ao
sucesso das terapias (Berry et al.,, 1997, Pengov & Ceru, 2003). Os indices de

recuperacdo da glandula variam entre 3,6% e 92%. Esquemas terapéuticos



utilizados para tratamento de mastites clinicas ou subclinicas recomendam entre
uma e trés aplicagcbes medicamentosas, por via intramamaria, apresentando
melhores resultados quando o numero de aplicacdes € maior ou quando se faz uma
terapia associada por via parenteral. No tratamento das mastites subclinicas devem
ser levados ser considerados o custo, o tempo de eliminagdo dos antibidticos e a
perda de leite (Erskine, 1992; Wilson et al., 1999). A utilizagdo de antimicrobianos
constitui a principal forma de tratamento de casos de mastite na propriedade. No
entanto, o alto custo e a resisténcia bacteriana a esses compostos vém levando os
pesquisadores a busca de novas alternativas para o controle dessa enfermidade
(Loguercio et al., 2006).

A partir de 1950, quando os antibiéticos passaram a ser amplamente
utilizados, iniciou-se a selecdo de bactérias resistentes. As infec¢des intramamarias,
além de contribuirem com significativas perdas econbmicas, podem ser
consideradas um sério problema para a saude publica. Quanto aos programas de
controle, estes tém o objetivo de diminuir a prevaléncia da doenca para niveis
aceitaveis, uma vez que sua erradicacdo nao € viavel. Entre as medidas
recomendadas para o controle das mastites produzidas pela maioria dos organismos
incluem-se as medidas higiénicas (Barlett et al., 1992).

Neste contexto, a busca por tratamentos a base de fitoterapicos intensificou-
se nas Ultimas décadas (Agra et al.,, 2005). O Brasil apresenta uma extensa e
diversificada flora, sendo grande o nimero de pesquisadores que tém contribuido
para o enriquecimento da literatura acerca dos produtos naturais de plantas. No
entanto, nosso pais ndo tem uma atuacdo destacada no mercado mundial de
fitoterapicos, ficando atras de paises menos desenvolvidos tecnologicamente. A
fabricacdo da maioria dos fitoterapicos pela industria brasileira estd fundamentada
somente no uso popular das plantas, sem nenhuma comprovagdo pré-clinica nem
clinica, ndo sendo observada uma politica definida e comprometida com a
fitofarmacéutica. Além disso, ha necessidade de integracdo das diferentes areas do
conhecimento (quimica, bioquimica, farmacologia, botanica, tecnologia farmacéutica,
etc.) para obtencédo de resultados efetivos, uma vez que os estudos ocorrem de
forma isolada ou fragmentada na determinacéo de novas estruturas ou novos efeitos
biofarmacoldgicos, carecendo de conexdo a obtencdo de extratos ativos, como

possiveis fitoterapicos (Yunis et al., 2001).



Atualmente, as vantagens que justificam a utilizacdo dos fitoterdpicos, sédo: o
efeito sinérgico, ou seja, as plantas apresentam varios compostos com efeitos
similares; associacdo de mecanismos por compostos agindo em alvos moleculares
diferentes; menores riscos de efeitos colaterais, uma vez que os compostos ativos
se apresentam em concentracbes reduzidas nas plantas e; menores custos de
pesquisa e producao (Yunis et al., 2001).

Neste sentido, € de fundamental importancia o conhecimento dos agentes e
fatores associados com a mastite em ovinos e caprinos da regido semi-arida, com
énfase no Vale do Submédio Sdo Francisco, bem como a determinacdo de sua
sensibilidade aos agentes antimicrobianos a fim de permitir o estabelecimento de
uma especifica e planejada terapia com mais chances de sucesso. Além disso, faz-
se necessaria a continuidade dos estudos acerca das alternativas para o controle da
mastite, destacando-se o potencial do extrato etandlico de plantas da flora do semi-
arido nordestino contra os agentes causadores da mastite em ruminantes, visando

subsidiar pesquisas para aplicacao na terapia dos animais.
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The present study aims to perform a review with reference to mastitis in small
ruminants, focusing important aspects of etiology, epidemiology, diagnose, control,
and prophylaxis methods. We have the concern about Brazilian data, because the
mastitis results of many factors in combination as environment and management
conditions that are necessary for developing of etiological agents and epidemiology
of this relevant disease. The prevalence of goat mastitis varies from 22 to 75%, being
subclinical cases the most frequent. In Brazil there are few studies about
epidemiologic aspects of mastitis in small ruminants. In the other hand, the disease
has growing in importance in animals used to produce meet, mainly in sheep. The
staphylococci mastitis is the most prevalent in small ruminants. The zoonotic
importance of some milk pathogens such as Staphylococcus aureus emphasizes the
importance of the elimination this bacteria by carriers between goat and sheep milk
farms. Some diagnostic techniques need more standardization, especially those
used to goat species that have showed some particularities. Mastitis control
strategies will be discussed include the management of the females and their
offspring, milking proceeds and vaccination protocols.
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RESUMO.- Este artigo objetivou revisar as informagfes recentes acerca da mastite
em pequenos ruminantes, apontando a etiologia, epidemiologia, aspectos de
controle e profilaxia. Houve a preocupacdo em reunir resultados de estudos
desenvolvidos no Brasil, uma vez que a mastite tem a interferéncia de uma série de
fatores, entre eles, fatores ambientais e outros decorrentes dos sistemas de manejo
empregados, condicbes estas determinantes para etiologia e epidemiologia da
enfermidade. A prevaléncia da mastite em caprinos varia entre 22 e 75%, sendo que
0os casos de mastite subclinica sdo os mais frequentes. Existe uma caréncia de
trabalhos voltados para os aspectos epidemiolégicos da enfermidade no nosso pais.
Contudo, observa-se que a mastite vem assumindo cada vez mais importancia nos
rebanhos voltados para producdo de carne, sendo encontrados resultados de
pesquisa, principalmente na espécie ovina. A mastite estafilococica corresponde a
maior fracdo nas infeccbes intramamarias em pequenos ruminantes. O carater
zoonoGtico de alguns patdgenos, a exemplo do Staphylococcus aureus ressalta a
importancia da implantacdo de programas de controle em propriedades leiteiras.
Algumas das ferramentas de diagndstico ainda necessitam de padronizacao,
principalmente para espécie caprina que apresenta uma seérie de particularidades.
Ainda sédo discutidas as principais estratégias de controle como o manejo de fémeas
e suas crias, os procedimentos de ordenha e a utilizagéo de vacinas.

TERMOS DE INDEXACAO: caprino, ovino, mastite, etiologia, epidemiologia,
diagndstico, controle.



1. Introducéo

A mastite € uma das enfermidades de maior ocorréncia em rebanhos leiteiros. A
etiologia € ampla, sendo a enfermidade ocasionada primordialmente por micro-
organismos (Anderson et al. 2004). Varias sdo as perdas decorrentes da presenca
da doenca nos rebanhos, principalmente, devido a reducdo acentuada da producéo
de leite, gastos com medicamentos, honorarios veterinarios, além do descarte de
animais. Na literatura internacional, diversos artigos tratam de tal enfermidade,
sendo o tema amplamente revisado por Bergonier et al. (2003) e Contreras et al.
(2007). No entanto, ainda n&o foram compilados dados acerca desta doenga no
Brasil. Dessa forma, objetiva-se revisar os conhecimentos acerca da mastite em
pequenos ruminantes, com destaque para a etiologia e epidemiologia da doenca no

Brasil.

2. Mastite em pequenos ruminantes: etiologia e epidemiologia

A prevaléncia anual da mastite € influenciada por uma série de fatores,
relacionados ao animal, patbgeno e ao meio ambiente. Levantamentos de pesquisa
demonstram que a mastite do tipo subclinica é a que mais predomina nos rebanhos
de pequenos ruminantes, cuja prevaléncia estimada esta entre 5-30%, podendo ser
ainda maior. Em contrapartida, a mastite com evidéncias clinicas apresenta-se em
niveis abaixo de 5%, podendo alcancar maiores taxas em determinadas situacdes.
Contudo, dados a respeito da prevaléncia da mastite em caprinos e ovinos ainda séo
escassos (Contreras et al. 2007).

No Brasil, destacam-se as variacdes dos dados acerca da prevaléncia da
mastite em caprinos e ovinos. Em criacdes leiteiras, a frequéncia de mastite
subclinica pode oscilar entre 22% e 75% (Lima Junior et al. 1995). Na regido
Nordeste, sinais clinicos desta enfermidade foram relatados em 51,2% dos rebanhos
(Pinheiro et al. 2000). No estado do Rio Grande do Sul, 30,8% de metades
mamarias avaliadas foram positivas para mamite subclinica (Muricy 2003). A mastite
em pequenos ruminantes ocorre durante todo ano, ndo havendo variagdo sazonal da
doenca. Contudo, podem-se observar maiores indices de prevaléncia em
propriedades com maior producéo leiteira ou em periodos chuvosos, em decorréncia

do aumento no numero de vetores (Pinheiro et al. 2000, Albizu & Baselga 2002).



Os principais micro-organismos isolados de casos de mastite em caprinos e
ovinos no Brasil sdo os Staphylococcus spp. (Mota et al. 2000, Coutinho et al. 2006,
Domingues et al. 2006, Langoni et al. 2006, Almeida 2009, Bolsanello et at., 2009)
(Quadro 1). Uma das principais caracteristicas da mastite diz respeito a diversidade
de agentes com potencial patogénico. Dentre estes, destacam-se os Staphylococcus
coagulase negativa (SCN), que para outras espécies animais sdo considerados
patbgenos menores. Tém-se ainda as bactérias do género Streptococcus,
Corynebacterium, Pseudomonas, Mannheimia haemolytica e algumas espécies de
fungos, porém sdo menos frequentes (Bergonier & Berthelot 2003, Gonzalo et al.
2004, Contreras et al. 2007). Alguns estudos com infecgdo experimental vém
demonstrando o potencial patogénico de alguns micro-organismos relevantes, a
exemplo do Corynebacterium pseudotuberculosis, que € responsavel pelo
desencadeamento da enfermidade e pela manifestacdo de quadros agudos,
acompanhados de alteragcdes no leucograma (Pinheiro Junior et al. 2006).

Dentre as espécies de SCN mais prevalentes, tem-se em ordem decrescente
de importéancia: S. epidermidis, S. xylosus, S. chromogenes e S. simulans, como as
espécies com maior frequéncia de isolamento em ovelhas. Com relagdo a espécie
caprina, pesquisas demonstram maior ocorréncia de S. caprae. Entre as espécies de
SCN, S. epidermidis esta associada, na maioria das vezes, com elevadas contagens
de células somaticas (CCS) em ovelhas e cabras, ndo sendo o mesmo fato
observado para o S. caprae (Bergonier et al. 2003). Alguns trabalhos tém
demonstrado que a producao de leucotoxinas por SCN € nula ou ocorre em pouca
guantidade, ao contrario de S. aureus que produz varias leucotoxinas. Segundo
Rainard et al. (2003), S. aureus obtidos de caprinos e ovinos sdo mais leucotoxicos
gue aqueles obtidos de bovinos. Entretanto, estes mesmos autores observaram que
os leucdcitos polimorfonucleares dos pequenos ruminantes sdo mais resistentes aos
efeitos leucotoxicos quando comparados aos dos bovinos.

O isolamento de SCN geralmente esta associado a auséncia de sinais
clinicos evidentes. Contudo, podem causar infec¢cfes persistentes, as quais resultam
em maiores CSS, tendo como principal conseqiéncia a diminuicdo da qualidade do
leite. Além disso, o surgimento da resisténcia antimicrobiana € mais comum entre as
espécies de SCN, que também podem causar injarias ao tecido mamario
ocasionando queda da producao de leite (Contreras et al. 1997, Ariznabarreta et al.

2002, Taponen & Pyodrala 2009). Embora os SCN sejam considerados patdogenos



maiores da mastite em pequenos ruminantes, 0s mecanismos de patogenicidade
nos quadros subclinicos da enfermidade ainda sdo desconhecidos (Contreras et al.
2007). Recentemente, Leitner et al. (2009) relataram a ocorréncia de um surto de
mastite subclinica por SCN atipico, enfatizando a necessidade do desenvolvimento
de técnicas moleculares para rapida identificacdo destes patdgenos, objetivando
facilitar o seu controle. O uso de técnicas moleculares para identificacdo de SCN é
sugerido também por Pyo6rala & Taponen (2009), visto que os métodos fenotipicos
ndo sao suficientemente confiaveis.

Alguns trabalhos evidenciam maior incidéncia de S. aureus em rebanhos de
cabras leiteiras em contraste com a presenca dos SCN. Nestes casos, tém-se
quadros mais severos de mastite (Ameh & Tari 2000). Santos et al. (2007)
estudaram os aspectos clinicos e caracteristicas do leite de ovelhas com mastite
induzida experimentalmente com a inoculacdo de S. aureus, sendo observado um
qguadro de mastite com evolucdo aguda dos sintomas em todas as ovelhas, sendo o
tratamento empregado (antimicrobiano intramamario e sistémico, além de anti-
inflamatorio ndo esterodide) eficiente na recuperacdo dos animais. Contudo, o dano
causado as glandulas mamarias ndo foi revertido. S. aureus destaca-se como
agente causador da mastite do tipo contagiosa, sendo seu tratamento dificil devido a
elevada resisténcia (Fagundes & Oliveira 2004). As enterotoxinas produzidas por
este micro-organismo pertencem a uma grande familia de toxinas produzidas por
dois géneros bacterianos: Staphylococcus e Streptococcus. Em seres humanos,
estas toxinas estao associadas com quadros de choque toxico, além de intoxicacdes
alimentares, diversas formas de alergias e doencas autoimunes (Balaban & Rasooly
2000).

O leite e seus derivados desempenham um papel nutricional importante para
o homem. A qualidade do leite assume destacada importancia sob o ponto de vista
da Saude Publica, pois, embora ndo existam estatisticas disponiveis sobre o
assunto, sao frequentes os casos de doencas associadas ao consumo de leite cru
ou de derivados produzidos com leite contaminado com micro-organismos
patogénicos (Fagundes & Oliveira 2004). E evidente a importancia de S. aureus para
a saude pdublica, principalmente no que se refere as suas exotoxinas. Varios
trabalhos foram realizados sobre este micro-organismo, contudo outros estudos sao

necessarios para se compreender melhor o envolvimento desta bactéria na etiologia



de doencas que acometem humanos e animais, desde o tecido cutaneo até
infecgdes sistémicas (Fagundes & Oliveira 2004, Freitas et al. 2004).

A producgdo de enterotoxinas ndo esta restrita a espécie S. aureus, visto que
alguns estudos tém evidenciado espécies de SCN com potencial para producéo de
toxinas em condi¢cdes laboratoriais, tais como: S. xylosus, S. haemolyticus, S.
epidermidis, S. cohnii, S. chromogenes, S. warneri, S. sciuri e S. lentus (Pereira et al.
2001). No que se refere a possibilidade de eliminacdo das toxinas estafilococicas
dos alimentos contaminados, ndo existem dados que atestem a inativacao eficiente
das mesmas por meio dos processos usuais de pasteurizagdo ou esterilizacao
industrial do leite e derivados. Sendo assim, a presenca de S. aureus no leite
constitui um sério problema de saude publica (Fagundes & Oliveira 2004).

Silva et al. (2005b) observaram a producédo de hemolisinas por bactérias do
género Staphylococcus isoladas de casos de mastite em rebanhos de caprinos
leiteiros no Brasil, do total de isolados analisados, 80% demonstraram atividade
hemolitica. Entre os SCN obtidos, 65,2% produziram alfa-hemolisina, 19% beta-
hemolisina e 83,3% delta-hemolisina de forma isolada ou combinada. Todas as
espécies de S. aureus apresentaram atividade hemolitica para todos os tipos de
hemolisinas pesquisadas de forma isolada ou combinada. Estes autores observaram
ainda, que a glandula mamaria de cabras constitui um reservatério em potencial
para Staphylococcus spp. hemoliticos.

No Brasil, os estudos com epidemiologia molecular, envolvendo S. aureus
isolados de caprinos e ovinos ainda sdo escassos (Aires-de-Sousa et al. 2007).
Estes autores caracterizaram S. aureus isolados de casos de mastite subclinica nas
espécies bovina, bubalina, caprina e ovina de diferentes municipios do estado do
Rio de Janeiro. Estes estudos demonstraram que apenas um clone foi responséavel
pela maioria dos casos de mastite subclinica em varias regides do estado do Rio de
Janeiro. Além disso, observou-se que este clone ndo apresenta hospedeiros
especificos, tendo a capacidade de colonizar e causar infeccdo nas diferentes
espécies animais.

Estudo visando a deteccdo de genes codificadores de enterotoxinas A, B e C
em isolados de S. aureus obtidos de amostras de leite de rebanhos caprino e bovino
no Brasil, demonstrou que os isolados de S. aureus provenientes do leite de cabras

com mastite, tiveram um alto potencial enteropatogénico superior agueles obtidos de



bovinos, além disso, sugere-se que 0s S. aureus produtores de enterotoxinas tipo C
sao os principais envolvidos na patogenia da mastite em cabras (Silva et al. 2005c).

A frequéncia de mastite causada por coliformes varia entre os diferentes
paises. A mastite causada por Escherichia coli pode ser esporadica e os sinais
clinicos podem ser localizados ou resultarem em sintomas clinicos severos com
episodios fatais (Santos 2006). Shpigel et al. (2008) sugerem que os isolados de E.
coli obtidos de casos de mastite podem formar um novo patétipo — “mammary
pathogenic E. coli” (MPEC) em virtude da semelhanca entre as cepas obtidas de
casos de mastite.

O desencadeamento da mastite esta vinculado a complexa triade — animal,
agente etiolégico e meio ambiente. Os fatores determinantes que influenciam na
susceptibilidade a mastite incluem: resisténcia natural da glandula mamaria, estagio
da lactacdo, hereditariedade, idade do animal, espécie, infectividade e
patogenicidade do agente (Prestes et al. 2002).

Dentre os principais fatores determinantes, destaca-se que no periodo de
lactacdo ha maior susceptibilidade do animal quanto a mastite do tipo contagiosa,
enquanto que no periodo seco, observa-se maior frequéncia da mastite ambiental
(Prestes et al. 2002). A fase de desmame proporciona uma série de mudancas no
tecido mamario, dando-se inicio ao periodo de involu¢gdo mamaria. No Brasil, estudo
de campo demonstrou que o periodo de involugcéo ativa ndo representa um periodo
critico para o surgimento de infeccfes intramamarias em ovinos Santa Inés (Blagitz
et al. 2008), embora o inverso ja tenha sido observado (Saratsis et al. 1998). Quanto
a idade, Al-Majali & Jawabreh (2003) observaram que animais mais velhos
apresentam maior susceptibilidade a infeccdo devido as sucessivas mudancas do
tecido mamario.

Em ovinos, a presenca da Mannheimia haemolytica na cavidade oral e
faringeana dos cordeiros assume grande importancia, havendo a transmissédo por
contato direto durante o ato de mamar (Vaz 1996). Na espécie caprina, 0 contagio
vertical € mais dificil de ocorrer, e o surgimento da mastite é favorecido pelos fatores
gue intervém na transmissao horizontal dos patogenos. Tal fato esta relacionado as
particularidades de defesa da glandula mamaria caprina, que proporciona maior
resisténcia as infeccbes ambientais, devido ao maior percentual de

polimorfonucleares neutréfilos (Paape & Capuco 1997).



A agalaxia contagiosa em ovinos e caprinos causa redugcdo abrupta da
producéo de leite, além de desencadear um aumento significativo da contagem de
células somaticas (CCS), sendo considerada uma importante causa de mastite em
areas endémicas (Corrales et al. 2004). Azevedo et al. (2006) relataram o primeiro
surto de agalaxia contagiosa por Mycoplasma agalactiae em pequenos ruminantes
no Brasil. O surto aconteceu na regido Nordeste, sendo observado um quadro de
mastite, agalaxia e poliartrite em cabras, contudo, a origem da doenca nédo foi
conhecida. Os autores discutem que a enfermidade foi introduzida no Brasil por meio
da importagdo de animais infectados visando a melhoria dos indices de producéo
leiteira.

Os lentivirus também s&o conhecidos como agentes infecciosos para cabras
e ovelhas, porém em decorréncia do elevado nimero de animais assintomaticos,
estes agentes ndo sdo considerados como patdégenos classicos das infeccbes
intramamarias nos pequenos ruminantes (Turin et al. 2005). A prevaléncia € maior
em rebanhos leiteiros e os sinais clinicos sdo mais evidentes em animais velhos
(Callado et al. 2001). Birgel Junior et al. (2007) analisaram a influéncia da infecgéo
pelo virus da “Caprine arthritis encephalitis” (CAE) nas caracteristicas fisico-
quimicas e celulares do leite de caprinos, sendo evidenciada uma significativa
influéncia da infeccdo pelo virus da CAE na composi¢éo do leite, com os valores de
eletrocondutividade, teores de cloretos e a CCS, sendo maiores nas cabras
infectadas.

Moroni et al. (2005) realizaram um estudo sobre os fatores de risco para as
infecgbes intramamarias em rebanhos de cabras leiteiras, sendo observado que a
mastite foi mais frequente entre as fémeas de terceira e quarta ordem de parto, e
guanto ao estagio de lactacdo, observou-se maior positividade para animais que
estavam ha varios dias em lactacdo. Ameh & Tari (2000), também estudando os
fatores predisponentes para mastite caprina, encontraram uma associacao positiva
entre a mastite e a presenca de ferimentos na teta, porém ndo foram encontradas
associagdes entre o diametro da teta, distancia entre a teta e 0 solo e a prevaléncia

de mastite.



Quadro 1. Percentual dos principais microorganismos isolados de casos de mastite em pequenos ruminantes no Brasil

CAPRINA OVINA
Micro-organismo Mota et al. Silva et al. Langoni et al. Almeida Coutinho etal. Domingues etal. Blagitzetal. Bolsanello et al.
(2000) (2004) (2006) (2009) (2006) (2006) (2008) (2009)

Staphylococcus spp. 76,3 10,0 - 73,3 - - - -
SCN* - 60,0 - - 57,6 67,9 100,0 61,1

S. warneri - 12,8 - - - - - -

S. caprae - 10,0 - - - - - -

S. sciuri - 7,1 - - - - - -

S. epidermidis - - 50,0 - - - - -

S. aureus - 40,0 11,4 - 15,2 9,4 - -
Streptococcus sp. 1,7 - - 59 15,2 13,2 - 16,6

S. agalactiae - - 13,6 - 3,0 - - -

Micrococcus sp. - - - - 12,0 - - -
Corynebacterium spp. 1,7 - - - - 5,7 - 55

Corynebacterium bovis - - 8,6 - - - - -
Bacillus spp. 3,4 2,8 - - - - 13,8

Pasteurella multocida - - 4,6 - - - -

Pseudomonas spp. - - - 2.9 - - - -

Escherichia coli - - 1,8 19 - - - -

Klebsiella spp. - - - 1,9 - - - -
Serratia spp. 1,7 - - - - - 2,7

*SCN = Staphylococcus coagulase negativa



3. Técnicas de diagnéstico da mastite em pequenos ruminantes

O diagnostico da mastite pode ser efetuado utilizando-se métodos diretos e
indiretos. Os exames diretos baseiam-se na identificacdo do agente etioldgico,
mediante a demonstracdo da presenca de micro-organismos nas amostras de leite
encaminhadas aos laboratorios. Por outro lado, os testes indiretos se fundamentam
em varios critérios de evolugéo de intensidade da reacao inflamatéria (Mota 2008).

Nas formas agudas e crbnicas, o diagnostico é realizado considerando-se 0s
sinais clinicos, onde no primeiro caso, observa-se o aparecimento subito de febre
(40° a 42°C), perda de apetite, apatia, dispnéia e relutancia em se locomoverem.
Nos casos de mastite gangrenosa, o0 Ubere apresenta coloracdo azulada e com
aspecto edematoso (Anderson 2004, Mota 2008). Contudo, o exame fisico nao deve
ser utilizado como método diagndstico de forma isolada, sendo imprescindivel a
associacdo com outras técnicas diagndésticas, como a lactocultura (Nunes et al.
2008).

A cultura bacteriolégica do leite é considerada o teste padrdo ouro para o
diagndstico das infec¢des intramamarias em espécies leiteiras. Varios trabalhos vém
sendo desenvolvidos objetivando alcancar maiores taxas de recuperacdo de
patdgenos em amostras de leite contaminadas (Contreras et al. 2007). Com relagéo
a influéncia do tempo de coleta no diagnéstico bacteriolégico de infeccbes
intramamarias, Sanchez et al. (2004) observaram que a especificidade da
lactocultura realizada ap6s a ordenha foi de 99,4%, 99,9%, 100%, 99,9% e 100%
para o isolamento de SCN, bacilos gram-negativos, Streptococcus spp.,
corinebactérias e culturas mistas, respectivamente, sendo sugerido que a coleta de
amostras de leite ap6s a ordenha pode ser um procedimento eficiente para o
diagnéstico de infec¢des intramamarias.

Com relacdo ao efeito do congelamento, observou-se que esta pratica afeta
positivamente a recuperacdo de patdgenos em amostras de leite, podendo ser
adotada em programas de controle da mastite subclinica caprina, em decorréncia do
incremento no numero de isolamento de Staphylococcus coagulase negativa
(Sanchez et al. 2003). Sierra et al. (2006) estudaram o efeito da temperatura sobre a
contagem eletronica de células somaticas, ndo constatando diferencas nas

temperaturas de 40 e 60°C.



Estudo envolvendo andlise bacteriologica e hematolégica em caprinos com
mastite subclinica verificou que os indices eritrocitarios de cabras com mastite foram
significativamente menores do que aqueles de cabras com a enfermidade (Ajuwape
et al. 2005). Por outro lado, estes autores observaram que as contagens totais e
diferencgas de leucécitos em cabras com mastite foram significativamente maiores do
gue o observado em fémeas sem a doenca, demonstrando que o hemograma pode
auxiliar os clinicos na previsao do prognostico de animais com mastite.

A contagem de células somaticas (CCS) constitui a base das técnicas de
diagnostico indireto das mastites em todas as espécies de ruminantes leiteiros (Mota
2008). Assim, CCS é amplamente utilizada para avaliacdo do status sanitario da
glandula mamaria em cabras e ovelhas (McDougall et al. 2001). A maioria das
diferencas entre caprinos e ovinos que afetam o diagndstico da mastite € relatada
para CCS. Estas diferencas séo, principalmente, em virtude da alta CCS em cabras
nao infectadas, o alto componente apécrino na secrecdo do leite e o elevado nimero
de fatores néo infecciosos que podem incrementar a contagem de células somaticas
em cabras quando comparado com ovelhas (Paape et al. 2001). Varios trabalhos
tém sido realizados na tentativa de estabelecer a CCS de cabras nao infectadas,
mas a comparacao dos resultados constitui uma tarefa ardua, em decorréncia da
quantidade de fatores bioldgicos e instrumentais que podem interferir neste
parametro (Andrade et al. 2001).

A microscopia direta com azul de metileno constitui o método padrdo para a
contagem de células (IDF 1995), embora possa superestimar a CCS em leite de
cabra (Paape et al. 2001). Ainda com relacdo a esta espécie, os estudos sdo
divergentes quanto a utlizacdo do Somacount 300 (Bentley Instruments
Incorporated, Minnesota, EUA) calibrado para espécie bovina, sendo encontrada
tanto correlacdo positiva com a microscopia direta (Andrade et al. 2001), quanto o
inverso, com superestimacgéo da CCS (Zeng 1996).

De forma geral, os testes indiretos necessitam de padronizagdo para a
espécie caprina. O Wisconsin Mastitis Test tem subestimado a CCS, necessitando
de ajustes para fémeas caprinas (Andrade et al. 2001). O California Mastitis Test
(CMT) é outro método indireto, sendo a prova eleita para o diagnostico das mastites
subclinicas pela facilidade de execuc¢do, baixo custo e por permitir um resultado
satisfatorio acerca da situacdo da mastite em rebanhos leiteiros (Mota 2008). Em

decorréncia do maior numero de células somaticas no leite de fémeas caprinas,



estudos apontam uma maior confiabilidade do CMT quanto a sua sensibilidade a
partir do nivel de 2+. Os escores (tracos e 1+) devem ser interpretados como
negativos (Santos et al. 1995, Contreras et al. 1996, Bezerra et al. 2006, Almeida
2009). Contudo, a existéncia de concordancia entre o escore “tracos” e a
positividade na lactocultura em algumas situacdes, denota a importancia de se
considerar qualquer grau de reatividade ao CMT, principalmente quando se pretende
realizar a triagem de casos de mastite subclinica em cabras (Tonin & Nader Filho
2005).

A utilizacdo da CCS ainda ndo estd bem estabelecida no diagndstico da
mastite caprina. Trabalhos desenvolvidos no Brasil ttm mostrado que os valores
maximos, minimos e médios de CCS sao bem préximos, sendo encontrados valores
elevados de CCS tanto na presenca, como auséncia de crescimento bacteriano
(Quadro 2) (Santos et al. 2004, Vilanova et al. 2008). Silva et al. (2001) estudaram a
associacdo entre o CMT e a CCS objetivando a avaliagdo da saude da glandula
mamaria caprina, sendo observada uma correlacdo positiva entre estes dois testes.
Porém, foram observadas elevadas contagens de células em amostras negativas a
lactocultura, denotando que o CMT pode ser usado como teste de triagem no
diagnostico da mastite, porém, devendo-se sempre associd-lo ao exame
microbiolégico.

Sugere-se que a CCS pode ser utilizada para a deteccdo da mastite caprina,
devendo-se utilizar contagens superiores a 1,0x10° células/mL de leite como critério
para a realizacdo de exames microbiolégicos (Paes et al. 2003). Pessoa et al. (1999)
estudaram o limiar de células sométicas no leite de cabras em Pernambuco, sendo
observada uma alta similaridade entre a cultura positiva e escores = 1.000.000
cél./mL na CCS. Estudos realizados no Brasil vém demonstrando que a variacao da
CCS no leite de cabras ocorre em funcdo de uma série de fatores, entre eles, o
estagio de lactacdo e ordem de parto, época do ano e tipo de ordenha. Os estagios
finais da lactacdo e fémeas com maior nimero de paricdes séo situacbes que
determinam contagens mais elevadas, devendo-se ter cautela durante a avaliacao
da saude da glandula mamaria nestes casos (Silva et al. 1999, Silva et al. 2005a,
Gomes et al. 2006, Souza et al. 2009).

Em ovelhas da raca Bergamacia, estudo avaliando o efeito da mastite sobre a
CCS mostrou que as amostras de leite provenientes de glandulas mamarias sadias

revelam valores entre 1000 e 816.000 células/mL, com meédia correspondente a



36.285 células/mL. Por outro lado, a partir dos escores 1+, 2+ e 3+ obtidos ho CMT,
tem-se obtido as seguintes médias correspondentes na CCS: 70.600, 288.714 e
653.285 células/mL, respectivamente, ressaltando a importancia da utilizacdo destes
meétodos no diagndstico da mastite ovina (Hartman et al. 2009).

Leitner et al. (2008) avaliaram as perdas de rendimento de leite de cabras e
ovelhas com infeccdo intramamaria e sua relagdo com a CCS, sendo sugerida a
seguinte classificacdo: Alta qualidade do leite < 800.000 CCS/mL, associada com
infeccdo de aproximadamente 25%; Média qualidade do leite < 1.500.000 CCS/mL,
associada com infeccdo entre 25 e 50%; Baixa qualidade do leite > 1.500.000
CCS/mL, associada com taxa de infeccdo acima de 50%.

A contagem de células somaticas € uma boa ferramenta para monitorar a
qualidade do leite de ovelhas e cabras, mas € necessario o estabelecimento de
critérios para estas duas espécies. Além disso, novos estudos Sdo necessarios
visando considerar os muitos fatores que podem interferir na CCS, e que sao
distintos daqueles que influenciam o mesmo parametro no leite de vacas (Raynal-
Ljutovac et al. 2007).

Além destes métodos, tem-se a disposicao outras ferramentas como: analise
das varia¢des da composicdo do leite, que se baseia na medicao dos ions mediante
condutividade elétrica e outros parametros como lactose, analise de proteinas
séricas e pesquisa de enzimas especificas indicadoras de lesdo do tecido mamario
(Mota 2008). Quanto aos principais indicadores inflamatorios utilizados no
diagnéstico da mastite ovina, tém-se maiores valores preditivos para a CCS, CMT e
teor de cloreto. Por outro lado, o pH, o teor de lactose e o indice cloreto-lactose
apresentam-se como marcadores inflamatérios menos sensiveis (Nunes et al.,
2008).



Quadro 2. Sensibilidade e/ou limiar de células somaticas de alguns métodos
indiretos empregados no diagnéstico da mastite subclinica em caprinos criados em
regides do Brasil

Santos etal. Pessoaetal. Paesetal. Santos etal. Tonin & Nader

Método (1995) (1999) (2003) (2004) Filho (2005)
CMT (Se)
Tragos - - - - 57,6
1+ 73,52 - - - 48,5
2+ 70,58 : : 59,2 37,9
3+ 24,24 - - - 27.3
CCS (Limiar - célimL) - >1.000.000 =1.000.000 = 500.000 -

*Se = sensibilidade;

4. Estratégias de controle e prevencao

A higiene durante a ordenha constitui a base para o sucesso de um programa
de controle das mastites em pequenos ruminantes. O manejo higiénico-sanitario
voltado para prevencdo da mastite engloba atencdo especial ao ordenhador, ao
animal, a ordenhadeira e ao meio ambiente. O sucesso do tratamento da mastite
envolve uma série de fatores incluindo a escolha do antimicrobiano, susceptibilidade
do micro-organismo, duracdo do tratamento, dosagem empregada e o status imune
do animal (Erskine et al. 1993).

Dentre as diversas fases do processo produtivo, o periodo seco representa
uma fase de susceptibilidade a novas infecgbes. Em estudos com bovinos leiteiros, a
terapia no periodo seco apresenta uma série de vantagens, sendo os indices de
recuperacao elevados (40-70%) (Nickerson 1993). No entanto, nos casos de mastite
por S. aureus torna-se mais dificil a obtencdo de bons resultados ao tratamento
(Sears & McCarthy 2003). Em pequenos ruminantes, a terapia no periodo seco nao
constitui uma pratica rotineira nas criacdes voltadas para producdo de leite.
Contudo, a terapia da mastite em ovelhas e cabras nao-lactantes tem-se mostrado
como uma ferramenta eficiente na reducdo das infecgBes intramamaérias,
proporcionando ganhos na producéo de leite (Fox et al. 1992, Poutrel et al. 1997,
Chaffer et al. 2003, Gonzalo et al. 2004). Neste sentido, o tratamento no periodo
seco devera ser recomendado para rebanhos com um elevado nimero de animais
com mastite subclinica associado com altas CCS. O manejo adequado do rebanho,

especialmente antes do parto e nos dias que se seguem, resulta em menores



indices de mastite, sem a necessidade de utilizacdo dos antimicrobianos (Shwimmer
et al. 2008).

Diferentemente das infeccfes por S. aureus, outras infecgbes estafilocécicas
sdo mais facilmente tratadas e eliminadas. Além disso, a terapia no periodo seco
pode eliminar 80% a 100% das infeccOes por Staphylococcus coagulase negativa,
enquanto que a taxa de cura espontanea pode alcancar indices de até 73% (Harmon
& Langlois 1989). Entretanto, tem-se observado o fendmeno da resisténcia
antimicrobiana em muitos isolados de Staphylococcus coagulase negativa (Lollai et
al. 2008, Taponen & Pydrala 2009).

O uso de vacinas para o0 controle da mastite torna-se uma opg¢édo econdmica
para os veterinarios e criadores, uma vez que reduz custos e tem efeitos positivos
sobre a qualidade do leite e a saude publica, ja que diminui a necessidade do uso de
antimicrobianos (Portes et al. 2006). Vacinas contra mastite clinica gangrenosa, que
estdo disponiveis no mercado de pequenos ruminantes, sdo amplamente usadas
guando ha uma alta prevaléncia da infeccdo. Contudo, devido os diferentes relatos
sobre a efetividade destas vacinas para vacas leiteiras e ovelhas, e sua inabilidade
para prevenir novas infecgdes, tem sido sugerido que as vacinas sejam usadas em
rebanhos leiteiros com alta prevaléncia de S. aureus para reduzir 0s sinais clinicos
(Contreras et al. 2007). A efetividade dos programas de vacinagao contra mastite
causada por S. aureus tem sido relatada para ovelhas, mas néo para cabras
(Amorena et al. 1994, Tollersrud et al. 2002). Atualmente, estudos com vacinagao
tém fracassado em desenvolver esta ferramenta para o controle da mastite em
pequenos ruminantes, e mais estudos sobre imunizacdo sao necessarios para
melhorar esta estratégia (Contreras et al. 2007). Coelho et al. (2008) observaram
uma reducdo no numero de casos de mastite em cabras leiteiras, a partir da
antibioticoterapia associada ao uso de vacina contra mastite estafilocécica.

Poucas drogas sdo especificamente licenciadas para uso em pequenos
ruminantes, particularmente em cabras. O uso de antibidticos ou outras drogas de
bovinos em pequenos ruminantes, ou até mesmo o0 uso de produtos em caprinos de
produtos indicados para ovinos, constituem um alto risco devido a seguranca e
eficacia destes produtos em cada espécie serem em grande parte desconhecidos
(Mavrogianni et al. 2004). Alguns trabalhos realizados no Brasil vém demonstrando a
presenca de sensibilidade entre os diferentes patdgenos isolados de casos de

mastite em caprinos e ovinos (Silva et al. 2004, Coutinho et al. 2006, Almeida 2009),



principalmente para a gentamicina (Mota et al. 2000, Langoni et al. 2006, Domingues
et al. 2006).

O tratamento com antibidticos devera sempre ser acompanhado por um
veterinario, no sentido de garantir a adequada e higiénica administracdo (Contreras
et al. 2007). O uso excessivo de antibiéticos pode aumentar o risco da resisténcia a
estes medicamentos, fato que tem se tornado um problema de saude publica. Goni
et al. (2004) destacam que a deteccdo de cepas de S. aureus resistentes aos
aminoglicosideos deve ser considerada uma preocupacédo para saude publica, dado
ao mecanismo similar para cepas isoladas em humanos. Recentemente, Soares et
al. (2008) demonstraram que isolados clinicos de SCN provenientes de amostras
coletadas de animais e humanos tém apresentado elevada resisténcia a penicilina e
a ampicilina.

A desinfeccdo da teta tem sido demonstrada como altamente eficaz na
prevencdo de novas infec¢des intramamarias em vacas por diferentes patdgenos,
especialmente CNS (Hogan et al. 1987). Em pequenos ruminantes, a desinfec¢céo da
teta apos a ordenha tem sido usada, principalmente, em rebanhos altamente
infectados (Paape et al. 2001, Bergonier & Berthelot 2003, Contreras et al. 2003), e
esta tem se revelado como método muito eficaz para prevenir a mastite em
pequenos ruminantes.

Os programas de controle implantados em fazendas de bovinos leiteiros néo
podem ser diretamente aplicados em fazendas de criagdo de pequenos ruminantes.
Este fato ocorre devido as diferencas de tamanho dos rebanhos, uso de areas
marginais para criacdo destes animais, baixa renda dos produtores, o sistema
particular de pastoreio, e outras particularidades fazem dos pequenos ruminantes
espécies distintas dos bovinos leiteiros e requerem a designacdo de estratégias
especificas para o controle da qualidade do leite (Contreras et al. 2007).

As ovelhas Santa Inés, diferentemente de outras racas especializadas para
corte, apresentam longo periodo de lactacdo, aumentando a propensdo na
ocorréncia da mastite (Melo et al. 2008). Estes autores avaliaram uma metodologia
profilatica contra a mastite clinica em ovelhas da raca Santa Inés, sendo observado
que a utilizacao de antibioticos no momento do desmame e da secagem diminuiu a
frequéncia de aparecimento dos sinais da mastite clinica.

A forma e a ordem com que as fémeas sdo levadas até a sala de ordenha

repercutem de forma significativa sobre a saude da glandula mamaria de todo



rebanho. A utilizacdo da linha de ordenha e realizacdo de inspecdes diarias das
glandulas mamarias e dos equipamentos de ordenha constituem préaticas de manejo
de grande relevancia dentro de programas de controle da mastite em pequenos
ruminantes (Mota 2008).

Da mesma forma, a situacédo epidemiologica de S. aureus em fémeas lactantes
€ de dificil controle, pois os cordeiros ou cabritos infectados pelas maes podem
transmitir a doenca para outras fémeas. Quanto as infecgbes por M. haemolytica,
cordeiros constituem a principal fonte de disseminacdo da infec¢do. A utilizacdo de
colostro pasteurizado tem aumentado em criagdes modernas por razdes produtivas
e sanitarias, como o combate a infeccdo pelos lentivirus (Contreras et al. 2004),
sendo um pratica de manejo que melhora o status sanitario de cordeiros e cabritos e
ao Ubere de suas maes, visto que permite a remocdo das crias ao parto e o
fornecimento de colostro e leite livre de patégenos (Contreras et al. 2007).

A suplementacdo com vitamina E € importante para a manutencao de alguns
dos principais mecanismos de defesa animal, incluindo a producdo de anticorpos, a
proliferacédo celular, a producéo de citocinas, 0 metabolismo da prostaglandina e as
funcdes dos neutréfilos (Hogan et al. 1993). Estudo realizado por Paes et al. (2003)
demonstrou que a CCS e o numero de S.aureus sSd0 menores nNos caprinos
suplementados com vitamina E.

A utilizacdo de medicamentos homeopaticos e fitoterapicos tem demonstrado
resultados satisfatorios durante a terapia dos casos de mastite, porém o0s estudos
sdo voltados em sua maioria para espécies bovina (Egan 1995, Almeida 2004,
Thomaz 2004). Mitidiero (2002) demonstrou que esta terapia alternativa permite
manter a sanidade do rebanho em padrbes semelhantes aos da alopatia,
constituindo-se assim, em uma op¢ao viavel para os produtores de leite. Estudos in
vitro visando a determinacdo do potencial antimicrobiano de plantas pertencentes a
flora brasileira tém demonstrando resultados satisfatorios (Granato et al., 2005;
Oliveira et al., 2007; Ushimaru et al., 2007), porém observa-se a descontinuidade
destes estudos e uma fragmentacdo dos resultados, ndo permitindo muitos avangos

na area.



5. Consideragdes finais

Observa-se que dentre os principais patégenos da mastite em pequenos
ruminantes, destaca-se o0 género Staphylococcus, nos diferentes sistemas de
criagdo. Além disso, os dados acerca da prevaléncia da enfermidade apresentam
ampla variac@o, estando na dependéncia de uma série de fatores, dentre estes,
estdo aqueles ligados a regido. Quanto ao diagndstico tem-se uma discordancia nos
limites indicativos da presenca da infeccdo, 0 que sugere ser este um vasto campo
de pesquisa na tentativa de determinar os padrdes limites da CCS, principalmente
na especie caprina.

No Brasil, tem-se observado um aumento no nimero de criacées destinadas a
producdo de leite, especialmente a caprinocultura leiteira, sendo de fundamental
importancia a realizacdo de estudos direcionados para 0s aspectos etiologicos,
epidemiologicos e de diagnostico da mastite caprina e ovina, visando fornecer
subsidios para a elaboracéo de programas de controle e profilaxia da enfermidade e,
desta forma, minimizar os prejuizos econbmicos resultantes da presenca da
enfermidade. Além disso, considerando o baixo custo da fitoterapia, tornam-se

necessarios estudos acerca da atividade in vitro do extratos de plantas.
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ABSTRACT.- Peixoto R.M. & Costa M.M. 2009. [Etiology, antimicrobial sensitivity
of bacteria from small ruminants mastitis and relationship of diagnostic
techniques.] Etiologia, sensibilidade antimicrobiana dos isolados da mastite em
pequenos ruminantes e correlacdo de técnicas empregadas no diagnéstico.
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Mastitis is an inflammation of mammary gland, that are important in milking
breed as well in meat ones. It is associated with serious reduction in milk production
and quality, lambs weight gain reduction and mortality The goal of this work was
determine the major etiologic agents of goat and sheep mastitis, as well as
antimicrobial drug-resistance patterns and the agreement between two different
diagnostic tools. We visit 25 goat, sheep, and goat and sheep farms in Pernambuco
and Bahia State, and a total of 439 goats and 76 sheep milk samples were collected.
To diagnose of small ruminant mastitis were compared two tests: Milk culture and
California Mastitis Test (CMT). The bacterial drug-resistance pattern was determined
by Kirby Bauer test. Staphylococcus spp. was the most frequent bacteria isolated
from goat and sheep mastitis cases. Streptococcus spp., Corynebacterium spp. and
gram-negative bacilli were isolated. It was possible to observe the high sensitivity to
antimicrobial drugs in all tested bacteria, being the lower sensitivity percentage
determined to nalidixic acid. Considering caprine mastitis diagnostic the comparative
analysis between microbiologic culture and shown a concordance degree of K=0,17,
although to ovine species these value was K=0,22. The use of CMT to subclinical
mastitis diagnostic in goat and ewes must be associated to milk bacterial culture.

INDEX TERMS: pathogens, antimicrobial sensitivity, diagnostic, mastitis.
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RESUMO.- A mastite € a inflamacdo da glandula mamaria que acomete racas de
aptidao leiteira como também aquelas voltadas para producdo de carne. Esta
enfermidade ocasiona sérias alteracfes na producdo de leite e na sua qualidade,
reducdo no ganho de peso e mortalidade de cordeiros. O presente estudo teve por
objetivo conhecer os principais agentes causadores de mastite em ovinos e
caprinos, bem como a sua susceptibilidade aos agentes antimicrobianos, além de
avaliar o grau de concordancia entre testes diagndsticos. Foram visitadas 25
propriedades durante a realizagcdo do experimento, sendo criatérios de caprinos,
ovinos e rebanhos mistos, nos estados de Pernambuco e Bahia. Coletou-se leite de
439 caprinos e 76 ovinos. Foi realizada lactocultura, o California Mastitis Test (CMT)
e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Além disso, determinou-se o grau de
concordancia entre os testes diagnosticos empregados. Foi constatada uma maior
frequéncia de Staphylococcus spp. nos casos de mastite em caprinos e ovinos,
sendo observado ainda, isolados de Streptococcus spp., Corynebacterium spp. e
bacilos gram negativos (BGN). Os isolados apresentaram alta sensibilidade aos
antimicrobianos testados, sendo o menor percentual de sensibilidade observado
para o acido nalidixico. Em relacdo ao diagnostico da mastite caprina, a analise
comparativa entre o exame microbiolégico e o CMT demonstrou um grau de
concordancia igual a K=0,17, enquanto que para a espécie ovina, este valor foi de
K=0,22. A utilizacdo do CMT para o diagnostico da mastite subclinica em cabras e
ovelhas deveréa ser associado a técnica da lactocultura.

TERMOS DE INDEXACAO: patdgenos, sensibilidade antimicrobiana, diagnostico,
mastite



1. Introducéo

A producédo de ovinos e caprinos no semi-arido € uma atividade relacionada a
agricultura familiar, possuindo um forte compromisso com o desenvolvimento
regional. No entanto, alguns problemas de ordem sanitaria acarretam diminui¢do do
potencial produtivo dos animais. Dentre estes problemas, destaca-se a mastite, que
se caracteriza por um processo inflamatorio da glandula mamaria, provocado na sua
maioria por micro-organismos (Silva et al. 2001). Dentre as formas de mastite, a
mastite clinica € facilmente diagnosticada por alteragbes no leite e no Ubere,
enquanto que a subclinica necessita de ferramentas diagnosticas para deteccao do
aumento da contagem de células somaticas (CCS) (Ladeira 1998, Anderson et al.
2004).

Segundo Contreras et al. (2007), a incidéncia da mastite clinica em pequenos
ruminantes é inferior a 5%, no entanto para a subclinica este percentual situa-se
entre 5 e 30%. Os principais géneros bacterianos encontrados em casos de mastite
em pequenos ruminantes s&o: Staphylococcus spp., Streptococcus spp.,
Corynebacterium spp., Pseudomonas sp., a Mannheimia haemolytica e algumas
espécies de fungos, porém menos frequentes (Bergonier & Berthelot 2003, Gonzalo
et al. 2004, Contreras et al. 2007). Em ovinos, Staphylococcus aureus e Pasteurella
haemolytica sdo responsaveis por 80% dos casos de mastite aguda, enquanto que
Staphylococcus coagulase negativa (SCN) e Corynebacterium spp. sdo causadores
da maioria dos casos de mastite subclinica (Vaz 1996).

O isolamento de SCN geralmente est4d associado a auséncia de sinais
clinicos evidentes. Contudo, podem causar infec¢des persistentes que resultam em
maiores contagens de células somaticas (CCS), tendo como principal consequéncia
a diminuicdo da qualidade do leite. Além disso, a selecdo de micro-organismos
resistentes € mais comum entre as espécies de SCN, que também podem causar
injurias no tecido mamario ocasionando queda da producéo de leite (Contreras et al.
1997, Ariznabarreta et al. 2002, Taponen & Pyo6rald 2009). Embora os SCN sejam
considerados patdgenos maiores da mastite em pequenos ruminantes, 0s
mecanismos de patogenicidade nos quadros subclinicos da enfermidade ainda séo
desconhecidos (Contreras et al. 2007).

Na mastite clinica, embora envolva os sinais clinicos caracteristicos da

enfermidade como dor, edema nos quartos afetados, o diagnostico nem sempre €



facil. Da mesma forma, o diagndéstico da mastite subclinica é bastante complicado e
envolve a deteccdo de células sométicas e o cultivo bacteriano (Klaas et al. 2004).
Os métodos diretos empregados no diagnéstico da mastite baseiam-se na
identificacdo do agente etiologico mediante a demonstracdo da presenca de micro-
organismos nas amostras de leite encaminhadas aos laboratorios. Por outro lado, os
testes indiretos se fundamentam em vérios critérios de evolucdo de intensidade da
reacao inflamatoéria (Mota 2008).

Nas formas agudas e cronicas, o diagnostico € realizado considerando-se os
sinais clinicos, no primeiro caso, observa-se o aparecimento subito de febre (40° a
42°C), perda de apetite, apatia, dispnéia e relutdncia em se locomoverem, no
segundo caso, observa-se principalmente a fibrose do tecido mamario. Nos casos de
mastite gangrenosa, 0 Ubere apresenta coloracdo azulada e com aspecto
edematoso (Mota 2008, Anderson et al. 2004). A cultura bacteriol6gica do leite é
considerada o teste padrdo ouro para o diagnéstico das infec¢des intramamarias em
espécies leiteiras. Varios trabalhos vém sendo desenvolvidos objetivando alcancar
maiores taxas de recuperacao de patégenos em amostras de leite contaminadas. Os
testes bacterioldgicos seletivos sdo importantes, pois diminuem o nimero de coletas
que seriam necessarias para isolamento dos micro-organismos, diminuindo os
custos e possibilitando a implantacdo de programas para o controle da mastite
(Contreras et al. 2007).

Vérios testes podem ser utilizados para determinar a contagem de CCS no
leite, como o California Mastitis Test (CMT), o Wisconsin Mastitis Test (WMT) e a
CECS (Contagem eletronica de células somaticas) (Schroder & Hamman 2005). A
contagem de células somaticas constitui a base das técnicas de diagnostico indireto
das mastites em todas as espécies de ruminantes leiteiros (Mota 2008). A maioria
das diferencas entre caprinos e ovinos que afetam o diagndstico da mastite é
relacionada a CCS. Estas diferencas séo, principalmente, em virtude da alta CCS
em cabras ndo infectadas, o alto componente apocrino na secrecdo do leite e o
elevado numero de fatores néo infecciosos que podem incrementar a contagem de
células sométicas em cabras quando comparado com ovelhas (Paape et al. 2001).
Vérios trabalhos tém sido realizados na tentativa de estabelecer o padrdo de CCS
em cabras nao infectadas, mas a comparacdo dos resultados constitui uma tarefa
ardua em decorréncia da quantidade de fatores biolégicos e instrumentais que

podem interferir nos resultados (Andrade et al. 2001).
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Dessa forma é importante o conhecimento dos agentes causadores da
mastite em ovinos e caprinos, bem como a determinacao de sua sensibilidade aos
agentes antimicrobianos, a fim de permitir o estabelecimento de uma terapia
planejada com maiores chances de sucesso. Além disso, faz-se necessario estudo
acerca da correlagdo entre técnicas diagnésticas voltadas para a mastite,
principalmente na espécie caprina em decorréncia das particularidades encontradas

na fisiologia da glandula mamaria nesta espécie.



2. Material e Métodos

2.1 Local e animais de estudo

Foram visitadas 25 propriedades, sendo 17 criatérios de caprinos, seis de
ovinos e dois rebanhos mistos, nos estados de Pernambuco e Bahia. As criacdes de
caprinos eram destinadas a producdo de leite, com animais de diferentes idades,
estagios de lactacédo, sistemas de criacdo, com o emprego da ordenha manual. Os
ovinos eram criados para a producéo de carne, sendo a amostragem constituida por
fémeas recém-paridas, em diferentes idades, racas e sistemas de criacao. Coletou-
se leite de 439 caprinos e 76 ovinos, perfazendo um total de 515 animais e 1.030

metades mamarias.

2.2 California Mastitis Test (CMT)

Para deteccdo da mastite subclinica foi utilizado o teste de CMT. Este foi
realizado conforme descricdes de Schalm & Noorlander (1957). O leite de cabras e
ovelhas foi coletado apds a lavagem dos tetos, sendo que os trés primeiros jatos
foram desprezados. O leite foi entdo misturado ao reativo, contendo detergente e
purpura de bromocresol em uma superficie plana. Em seguida foi observada a
formacdo de grumos, a qual se apresentava com maior ou menor intensidade de
acordo com a quantidade de células sométicas eliminadas pelo animal. Para a
espécie caprina a positividade foi considerada a partir do escore 22+, enquanto que

na espécie ovina considerou-se o escore 21+,

2.3 Coleta das amostras de leite

O isolamento bacteriano foi realizado a partir de leite coletado antes da
ordenha, apos lavagem e cuidadosa anti-sepsia dos tetos com alcool a 70%, sendo
que os trés primeiros jatos foram desprezados. O leite foi coletado diretamente em

frascos estéreis, previamente identificados e colocados em caixas isotérmicas com



gelo e encaminhados imediatamente ao laboratorio de Microbiologia e Imunologia da
Universidade Federal do Vale do Séao Francisco (UNIVASF) para processamento.

2.4 Cultura Bacteriana

Volumes de 10pl de cada amostra foram semeados com alca calibrada em
cada quadrante de uma placa de Blood Agar Base acrescido de 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. Assim, foram consideradas positivas as placas que
apresentavam uma colénia hemolitica e/ou aquelas que continham quatro coldnias
ndo hemoliticas ou mais com as mesmas caracteristicas morfologicas. As bactérias
foram identificadas de acordo com caracteristicas morfolégicas, bioquimicas e
tintoriais, conforme descrito por Quinn et al. (1994). Para identificacdo dos isolados
pertencentes ao género Staphylococcus foram realizados testes bioquimicos da
coagulase, DNAse, utilizacao da glicose semi-sélida e manitol semi-sélido, além dos

meios purple agar base, esculina e urease (Holt et al. 1994).

2.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O perfil de sensibilidade dos micro-organismos foi determinado pelo método
de difusdo em disco Kirby-Bauer modificado (CLSI 2006). Os isolados foram
semeados em caldo Miuller Hinton e incubados a 37°C até obtencdo de turvacao
conforme a escala 0,5 de Mac Farland. Com auxilio de um swab, os isolados foram
semeados em placas de Petri contendo agar Muller Hinton. Logo apds foram
aplicados os discos impregnados com as drogas antimicrobianas que incluiram:
gentamicina (10ug), estreptomicina (10ug), neomicina (30ug), ceftriaxona (30ug),
eritromicina (15pg), lincomicina (02pg), oxacilina (01pg), ampicilina (10ug),
amoxicilina (10ug), acido nalidixico (30ug), ciprofloxacina (05ug), norfloxacina
(10pg), enrofloxacina (5ug), tetraciclina (30ug), doxiciclina (30ug), rifampicina (05ug)
e gentamox (35ug). As placas foram incubadas em estufa por 24h a 37°C. Apés a

leitura dos halos foi determinado o perfil de sensibilidade e resisténcia dos isolados.



2.6 Andlise estatistica

Empregou-se a técnica de estatistica descritiva por meio da distribuicdo das
frequéncias relativa e absoluta para os achados microbiolégicos. Para o céalculo do
indice Kappa e da concordancia entre os testes utilizou-se o WIN EPISCOPE 2.0
(Thrusfield 2004).



3. Resultados

Em relagcdo ao diagnostico indireto da mastite caprina, das 816 amostras
negativas no CMT, 687 (84,2%) também foram negativas no exame microbioldgico.
Levando-se em consideragcdo a positividade a partir do escore = 1+, observou-se
que das 119 amostras positivas no CMT, 75 (63,0%) foram negativas no exame
microbiolégico (Quadro 1). A partir do escore 2 2+, das 62 amostras positivas no
CMT, 34 (54,8%) foram negativas no exame microbiolégico. Os valores de
concordancia entre 0 exame microbiologico e o CMT foram iguais a 78,6 e 81,4%
para a positividade partir dos escores = 1+ e = 2+, respectivamente. O indice Kappa
foi iguala K =0,17.

Para a espécie ovina, observou-se que das 138 amostras negativas no CMT,
101 (73,2%) também foram negativas no exame microbiolégico. A partir do escore
21 +, das 14 amostras positivas no CMT, quatro (28,6%) foram negativas no exame
microbiolégico (Quadro 2). A concordancia entre o exame microbiolégico e o CMT,
partir do escore = 1+ ou = 2+ foi de 73%, sendo o indice Kappa igual a K = 0,22.

No exame microbiolégico do leite, na espécie caprina, das 878 amostras de
leite analisadas, observou-se que 17,9% (n=157) foram positivas no exame
microbiologico. Na espécie ovina, das 152 amostras de leite analisadas, observou-se
uma positividade de 30,9% (n=47). Os principais micro-organismos isolados das
amostras de leite séo listados no Quadro 1. Foram observadas as seguintes
frequéncias dos isolados obtidos de cabras e ovelhas, respectivamente:
Staphylococcus spp. néo identificados (29,9%) e (28,6%), Staphylococcus aureus
(16,9%) e (14,3%), Staphylococcus hyicus (11,7%) e (10,7%), Staphylococcus
intermedius (7,1%) e (16,1%), Staphylococcus epidermidis (6,5%) e (12,5%),
Streptococcus spp. (2,6%) e (3,6%), Corynebacterium spp. (1,9%) e (5,4%) e
enterobactérias (3,9%) e (7,1%). As espécies de Staphylococcus caprae (7,8%),
Staphylococcus simulans (1,9%) e Micrococcus spp. (9,7%) foram provenientes
apenas de amostras do leite de cabras. Por outro lado, o Unico isolado pertencente a
espécie Staphylococcus saprophyticus (1,8%) foi oriundo de fémea ovina.



Quadro 1. Analise comparativa entre o exame microbiolégico e CMT nos casos
de mastite em cabras no Sertdo da Bahia, 2009

Exame microbioldgico Iindice Kappa
CMT Positivo Negativo Total (1C 95%)
Negativo 113 646 759 (86,4%)
+ 16 41 57 (6,5%) 0,17
++ 15 25 40 (4,6%) (0,06 — 0,29)
+++ 13 09 22 (2,5%)
Total 157 (17,9%) 721 (82,1%) 878 (100%)

*|C — Intervalo de confian¢a; (<0,20=pobre;0,21-0,40=fraca;0,41-0,60=moderada; 0,61-0,80=boa;>0,80=muito boa).

Quadro 2. Analise comparativa entre o exame microbiolégico e CMT nos casos
de mastite em ovelhas no Sertdo da Bahia, 2009

Exame microbioldgico indice Kappa
CMT Positivo Negativo Total (IC 95%)
Negativo 37 101 138 (90,9%)
Tracgos - - -
0,22
+ 01 01 02 (1,3%)
(0,01 - 0,42)
4 04 02 06 (3,9%)
ot 05 01 06 (3,9%)
Total 47 (30,9%) 105 (69,1%) 152 (100,0%)

*|C — Intervalo de confianga; (<0,20=pobre;0,21-0,40=fraca;0,41-0,60=moderada; 0,61-0,80=boa;>0,80=muito boa)



Quadro 3. Freguéncias absoluta e relativa de bactérias de leite de cabras e
ovelhas nos estados de PE e BA, 2009

Bactéria Isolada Caprinos Ovinos Caprino + Ovino
FA FR FA FR FA FR
Staphylococcus spp. 46 29,9 16 28,6 62 29,5
Staphylococcus aureus 26 16,9 08 14,3 34 16,2
Staphylococcus hyicus 18 11,7 06 10,7 24 11,4
Staphylococcus intermedius 11 7,1 09 16,1 20 9,5
Staphylococcus epidermidis 10 6,5 07 12,5 17 8,1
Staphylococcus caprae 12 7,8 - - 12 5,7
Staphylococcus simulans 03 1,9 - - 03 1,4
Staphylococcus saprophyticus - - 01 1.8 01 0,5
Micrococcus spp. 15 9,7 - - 15 7,1
Streptococcus spp. 04 2,6 2 3,6 06 2,9
Corynebacterium spp. 03 1,9 3 5,4 06 2,9
Enterobactérias 06 3,9 4 7,1 10 4,8

Total 154 100,0 56 100,0 210 100,0

F A = Frequéncia absoluta; FR= Frequéncia relativa.

O perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados obtidos de casos de
mastite caprina e ovina estdo na Figura 1. Foram observados os seguintes
percentuais de sensibilidade: aminoglicosideos (gentamicina = 92,39%,
estreptomicina = 75,00% e neomicina = 56,74%); macrolideo (eritromicina =
83,25%); lincosamida (lincomicina = 82,99%); beta-lactamicos (ceftriaxona =
81,60%, oxacilina = 84,85%, ampicilina = 72,28% e amoxicilina = 61,49%);
quinolonas (enrofloxacina = 89,35%, norfloxacina = 84,81%, ciprofloxacina = 87,82%
e acido nalidixico = 21,74%); tetraciclinas (doxiciclina = 95,11% e tetraciclina =
87,43%); rifampicina = 81,42% e associacdo aminoglicosideo+beta-lactamico

(gentamox = 26,09%).
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Percentual de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados de mastite ovina e caprina. Onde:
GEN (gentamicina), EST (estreptomicina), NEO (neomicina), CRO (ceftriaxona), ERI
(eritromicina), LIN (lincomicina), OXA (oxacilina), AMP (ampicilina), AMO (amoxicilina), NAL
(acido nalidixico), CIP (ciprofloxacina), NOR (norfloxacina), ENO (enrofloxacina), TET
(tetraciclina), DOX (doxiciclina) e RIF (rifampicina).



4. Discussao

Quando se relacionou as técnicas empregadas no diagnéstico da mastite em
cabras, observou-se uma maior concordancia entre o exame microbiologico e o CMT
para o limiar = 2+. Péssoa et al. (1999) encontraram os seguintes de valores de
concordancia para os limiares = 1+ e = 2+, 59,85 e 71,43%, respectivamente. Em
decorréncia do maior niumero de células somaticas no leite de fémeas caprinas,
estudos apontam uma maior confiabilidade do CMT quanto a sua sensibilidade a
partir do nivel de 2+. Contudo, varios trabalhos demonstram uma ampla variagdo
para os valores de concordancia entre a positividade no CMT e a lactocultura
(Contreras et al. 1996, Bezerra et al. 2006, Almeida 2009). Tonin & Nader Filho
(2005), observaram que a concordancia para o escore tracos na espécie caprina foi
0 mais elevado, denotando a importancia de se considerar qualquer grau de
reatividade ao CMT, principalmente quando se pretende realizar a triagem de casos
de mastite subclinica em cabras.

Na espécie ovina, ndo foi observada variacdo nos valores de concordancia
entre 0 exame microbiologico e o CMT para os limiares = 1+ e = 2+, sugerindo que o
limiar de = 1+ pode ser empregado. Avaliando amostras de leite de fémeas ovinas,
Domingues et al. (2006) observaram que das 88 amostras positivas ao teste CMT,
14 (16,0%) apresentaram resultados negativos no cultivo microbiolégico. A literatura
ainda é controversa em relacdo aos valores de corte a serem utilizados, ja que este
teste foi desenvolvido para fémea bovina, fato que representa maior acuracia para
esta espécie (Maisi et al. 1987). Nunes et al. (2008) recomendam o escore 1+ do
CMT para a discriminagédo entre as fémeas ovinas, considerando que este escore
apresenta boa especificidade sem comprometer demasiadamente a sensibilidade.

Os micro-organismos mais frequentes neste estudo foram os Staphylococcus
Spp. 0 que corrobora com varios outros estudos sobre a etiologia da mastite caprina
e ovina no Brasil (Mota et al. 2000; Langoni et al. 2006; Coutinho et al. 2006,
Domingues et al. 2006; Almeida 2009, Bolsanello et at. 2009). O isolamento de
micro-organismos do género Staphylococcus refor¢ca a sua importancia na etiologia
de mastite subclinica (Contreras et al. 2007). Marguet et al. (2000), avaliaram varios
casos de mastite subclinica em ovelhas, sendo isolado apenas micro-organismos do
género Staphylococcus spp. Coutinho et al. (2006) realizaram um estudo etioldgico

da mastite ovina no estado da Bahia, sendo observada elevada frequéncia de



Staphylococcus coagulase negativa (57,6%), seguido do S. aureus (15,2%),
Micrococcus spp. (15,2%) e Streptococcus spp. (12%).

Observou-se neste estudo, elevada frequéncia da espécie Staphylococcus
aureus (16,2%). Ameh & Tari (2000) evidenciaram maior frequéncia de S. aureus
(37%) em rebanhos de cabras leiteiras em contraste com a presenca dos SCN (6%).
O isolamento de S. aureus demonstra a necessidade da implantacdo de medidas
sanitarias visando minimizar os danos causados por esta espécie. Além disso, trata-
se de um agente relevante para a saude publica, principalmente devido a presenca
de toxinas (Fagundes & Oliveira 2004). De acordo com Freitas et al. (2004), varios
trabalhos foram realizados sobre este micro-organismo, contudo outros estudos s&o
necessarios para se compreender melhor o envolvimento desta bactéria na etiologia
de doencas que acometem humanos e animais, desde o tecido cutaneo até
infecgdes sistémicas.

Neste trabalho, 12,5% dos isolados provenientes do leite de ovelhas
pertenciam a espécie S. epidermidis. De acordo com Bergonier et al. (2003), dentre
as espécies de SCN mais prevalentes em ovelhas tem-se em ordem decrescente de
importancia estdo: S. epidermidis, S. xylosus, S. chromogenes e S. simulans. Com
relacdo a espécie caprina, 7,8% dos isolados eram Staphylococcus caprae, sendo
esta considerada a espécie de maior ocorréncia dentre os SCN (Bergonier et al.
2003).

Neste trabalho também foram isolados bacilos gram negativos (4,76%)
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. O isolamento de micro-organismos da
familia Enterobacteriaceae associada a mastite clinica € um achado comum. As
enterobactérias sdo consideradas importantes agentes das mastites ambientais
(Prestes et al. 2002). Dentre os principais agentes ambientais, Escherichia coli
destaca-se em virtude do severo quadro clinico (Brabes et al. 2003). Ribeiro et al.
(2007) relataram a primeira ocorréncia de um caso de mastite gangrenosa causada
por trés agentes infecciosos distintos em uma fémea da espécie caprina, na qual foi
observado um quadro clinico com alteragbes sistémicas, sendo constatada a
presenca de S. aureus, Clostridium perfringens e E. coli.

Observou-se alta frequéncia de isolados sensiveis aos antimicrobianos
utilizados neste trabalho. Observou-se menor percentual de sensibilidade para o
acido nalidixico e para a associacdo gentamicina e amoxicilina. Poucos sédo os

trabalhos que tém como resultados a identificacdo de cepas resistentes frente o



grupo das quinolonas, sendo relatado o desenvolvimento de resisténcia apenas em
casos experimentais, depois de repetidas passagens, aparecendo de forma lenta e
gradual (Scheer 1987). Alguns estudos realizados no Brasil demonstraram a
presenca de sensibilidade entre os diferentes patdgenos isolados de casos de
mastite em caprinos e ovinos (Silva et al. 2004, Coutinho et al. 2006, Almeida 2009),
principalmente para a gentamicina (Mota et al. 2000, Langoni et al. 2006, Domingues
et al. 2006).

Os grupos de antimicrobianos utilizados na terapia humana e veterinaria sao
0S mesmos e com isto a resisténcia cruzada pode ocorrer. Desta forma, estes
patbgenos podem representar um risco a saude publica, especialmente pelo
consumo de gueijo cru (Contreras et al. 2007). Aliado a isto, o0 uso indiscriminado de
antibioticos pode favorecer a selecdo de micro-organismos resistentes e tem se
tornado um problema de salde publica. A deteccdo de cepas de S. aureus
resistentes aos aminoglicosideos deve ser considerada uma preocupa¢do para
saude publica, dado ao mecanismo similar para cepas isoladas em humanos (Goni
et al. 2004).

Lollai et al. (2008) analisaram o perfil e a evolugdo da resisténcia
antimicrobiana de patdgenos da mastite ovina entre o periodo de 1995 e 2004,
identificando que a resisténcia de Staphylococcus spp. a penicilina pareceu ser
menor do que o relatado em outros estudos (4,1% de cepas resistentes de S. aureus
e 15,3% para Staphylococcus coagulase negativa). indices maiores de resisténcia
foram observados para aminoglicosideos. Os autores concluiram que o peffil
encontrado parece confirmar a menor resisténcia dos patdgenos de ovinos, quando

comparados aos de origem bovina.



5. Conclusdes

e Na caprinocultura leiteira do sertdo da Bahia e Pernambuco, os principais
patégenos envolvidos em casos de mastite subclinica sdo aqueles pertencentes

ao género Staphylococcus spp;

e Os rebanhos ovinos voltados para producdo de carne também demonstram

susceptibilidade a mastite;

e Os isolados bacterianos obtidos de casos de mastite deste estudo apresentam
um elevado percentual de sensibilidade para a maioria dos grupos
antimicrobianos. Entretanto, demonstra-se baixa sensibilidade para o acido

nalidixico e a associacdo gentamicina e amoxicilina;

e A utilizacdo do CMT para o diagnostico da mastite subclinica em cabras e

ovelhas devera sempre ser associado a técnica da lactocultura.
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Resumo

Objetivou-se nesse estudo identificar os fatores de risco associados a mastite
subclinica caprina no sertdo do estado da Bahia. Foram visitadas 13 propriedades,
totalizando 320 cabras em lactacdo e 640 metades mamarias. Amostras de leite
foram coletadas apOs prévia anti-sepsia do teto e processadas utilizando-se as
técnicas convencionais para o isolamento e identificacdo dos micro-organismos.
Para o estudo dos fatores de risco foram aplicados questionarios com perguntas
referentes ao manejo sanitario dos rebanhos. Os fatores identificados nesse estudo
e associados a ocorréncia da mastite foram a auséncia da assisténcia técnica e a
criacdo de animais mesticos. Outros estudos acerca dos fatores de risco que
favorecem o aparecimento da mastite ainda sdo necessarios, uma vez que
constituem pré-requisitos para implantacdo de programas de controle e profilaxia
voltados para a mastite caprina.

Palavras-chave: mastite, pequenos ruminantes, fatores de risco.



Abstract

The present study has the purpose of to identify risk factors associated to goat
subclinical mastitis in semiarid region of Bahia state. We analyzed 13 dairy goat
farms where the milk collection was performed with 320 animals. Milk samples were
collected after teat disinfection and submitted to standard culture and identification of
microorganisms. We performed a transversal study to determine the occurrence of
positive animals in Milk culture and establish the relationship with sanitary status and
possible risk factors. In this study, the identified factors associated to goat mastitis
occurrence were the technical assistance absence and half breed animals. The
technical assistance and the choice of milking breeds are important in order to
reduce dairy goat mastitis. Further studies about risk factors to mastitis are
necessary, particularly to dairy goat mastitis control and prophylaxis programs
implementation.

Keywords: mastitis, small ruminants, risk factors.



1. Introducéo

A producao e a produtividade em caprinos podem ser influenciadas por uma
série de fatores, destacando-se aqueles de origem nutricional, de manejo em geral e
sanitaria. No que se refere aos problemas de ordem sanitaria, destacam-se as
doencas de origem infecciosa e parasitaria, que sdo responsaveis por iniameras
perdas econémicas, devido a baixa na producdo de carne e/ou leite, além das altas
taxas de mortalidade’. Nesse contexto, enfermidades causadas por virus e
bactérias, representam uma ameaca ao desenvolvimento da caprinocultura
brasileira.

A mastite € uma das enfermidades mais comuns em rebanhos leiteiros. Sua
etiologia é ampla, sendo a infeccdo causada primordialmente por micro-organismos?.
Vérias sao as perdas decorrentes da presenca da doenca nos rebanhos,
principalmente, devido a reducdo acentuada da producdo de leite, gastos com
medicamentos, honorarios veterinarios, além do descarte de animais. A prevaléncia
anual da mastite é influenciada por uma série de fatores relacionados ao animal, ao
patbgeno e ao meio ambiente. Levantamentos de pesquisa demonstram que a
mastite do tipo subclinica é a mais predominante nos rebanhos de pequenos
ruminantes, com estimativa entre 5-30%, podendo apresentar niveis ainda maiores.
Em contrapartida, os casos de mastite com evidéncias clinicas sao relatados em
niveis abaixo de 5%, podendo alcancar maiores taxas em determinadas situacdes®.

No Brasil, destaca-se a variacdo nos dados sobre a prevaléncia da mastite
em caprinos e ovinos. Em criacbes de cabras leiteiras a frequiéncia de mastite
subclinica pode oscilar entre 22% e 75%*. Na regido Nordeste, sinais clinicos desta
enfermidade foram relatados em 51,2% dos rebanhos®, enquanto no estado do Rio
Grande do Sul este percentual é de 30,8%°. A mastite em pequenos ruminantes
ocorre durante todo ano, ndo havendo variacdo sazonal da doenca. Contudo,
podem-se observar maiores indices de prevaléncia em propriedades com maior
producéo leiteira ou em periodos chuvosos, em decorréncia do aumento no numero
de vetores®"’.

Na espécie caprina, o contagio vertical é dificil de ocorrer, e o surgimento da
mastite é favorecido pelos fatores que intervém na transmissdo horizontal dos
patdgenos. Isto se deve as particularidades de defesa da glandula mamaria caprina,

que proporciona uma maior resisténcia as infecgcdes ambientais devido a um maior



percentual de polimorfonucleares neutréfilos®. Com relacdo a etiologia da mastite
caprina, embora os SCN sejam considerados patégenos maiores da mastite em
pequenos ruminantes, os mecanismos de patogenicidade nos quadros subclinicos
da enfermidade ainda s&o desconhecidos®.

Os lentivirus também s&o conhecidos como agentes infecciosos para cabras,
porém em decorréncia do elevado numero de animais assintomaticos, estes agentes
nao sao considerados como patdégenos classicos das infec¢des intramamarias nos
pequenos ruminantes®. A prevaléncia é maior em rebanhos leiteiros e os sinais
clinicos sédo mais evidentes em animais velhos'. Birgel Junior et al.'! analisaram a
influéncia da infeccdo pelo virus da “Caprine Arthritis Encephalitis” (CAE) nas
caracteristicas fisico-quimicas e celulares do leite de caprinos, sendo evidenciada
uma significativa influéncia da infeccdo pelo virus da CAE na composicao do leite,
com os valores de eletrocondutividade, teores de cloretos e a CCS, sendo maiores
nas cabras infectadas.

Os estudos voltados para os aspectos epidemiologicos das enfermidades séo
bastante relevantes, sendo o ponto de partida para a adocdo de medidas sanitarias
dentro da propriedade. Caldas, Santana e Caetano™, em estudo sobre a
ovinocaprinocultura em 2.096 propriedades no nordeste da Bahia, observaram que
0s problemas sanitarios sdo diversos. Os mesmos autores relatam, ainda que, as
doencas infecciosas e parasitarias constituem sério entrave ao desenvolvimento
desta atividade, por representarem parcela consideravel das perdas em animais,
com grande repercussao econémica.

Dentre os principais fatores condicionantes da mastite estdo: resisténcia
natural da glandula mamaéria, estagio da lactacédo, hereditariedade, idade do animal,
espécie, infectividade e patogenicidade do agente etiolégico, ordenha, manejo, clima
e nutricdo. Dentre estes, fatores como ordenha e manejo merecem atencgéo especial
em funcdo da capacidade de difusdo da enfermidade que tém dentro do rebanho.
Entretanto, todos os fatores devem ser analisados no conjunto, devendo-se
considera-los como pontos fundamentais no direcionamento e implantagdo de
medidas preventivas e de controle, ou ainda, na identficagdo de falhas em
programas de controle ja instalados nas criacdes leiteiras™®.

Outros fatores determinantes incluem o periodo de lactacdo, sendo que ha
maior susceptibilidade do animal quanto a mastite do tipo contagiosa, enquanto no

periodo seco tem-se maior frequéncia da mastite ambiental*®. A fase de desmame



proporciona uma série de mudancas no tecido mamario, dando-se inicio ao periodo
de involugcdo mamaria. No Brasil, estudo de campo demonstrou que o periodo de
involucdo ativa néo representa um periodo critico para o surgimento de infeccbes
intramamaérias em ovinos Santa Inés'*, embora o inverso ja tenha sido observado™.
Quanto a idade, animais mais velhos sdo mais susceptiveis a infeccdo devido as
sucessivas mudancas do tecido mamario®®.

Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos sobre caracterizacao
zoosanitaria nos rebanhos brasileiros, especialmente estudos epidemiolégicos que
determinem a incidéncia e prevaléncia das principais enfermidades. Além disso, é
relevante o desenvolvimento e uso de métodos moleculares para identificacdo e
tipagem dos patégenos e, ainda, a utilizacdo de técnicas para diagndstico diferencial
e quantificacdo dos prejuizos oriundos dos problemas sanitarios.

Considerando-se a importancia das pesquisas sobre o0s aspectos
epidemiologicos que favorecem a entrada de patdégenos nas criacdes animais,
objetivou-se identificar os principais fatores de risco associados a mastite subclinica

em cabras leiteiras criadas na regido do sertdo da Bahia.



2. Material e Métodos

2.1 Local e animais de estudo

O estudo foi realizado em propriedades do estado da Bahia que ocupa 6,64%
do territério nacional. O estado da Bahia possui uma area de 564.692,67 km2 e
68,7% encontra-se na regiao semi-arida, enquanto que o litoral mede 1.183 km. Seu
vasto territorio abriga muitos tipos de ecossistemas. O clima tropical predomina em
todo estado, apresentando distingdes apenas quanto aos indices de precipitacdo em
cada uma das diferentes regides. No semi-arido, regido onde o estudo foi realizado,
a temperatura é quente e a vegetacdo predominante é a caatinga®’.

Foi realizada amostragem né&o-probabilistica por conveniéncia'®. Foram
visitadas 13 propriedades durante a realizagdo do experimento, sendo criatérios de
caprinos leiteiros, com animais de diferentes idades, estagios de lactacao, sistemas
de criacdo e utilizacdo de ordenha manual. Coletou-se leite de 320 cabras,

perfazendo um total de 640 metades mamarias.

2.2 Coleta das amostras de leite

Foram coletadas amostras de leite apds prévia anti-sepsia dos tetos com
alcool a 70%. O leite foi coletado em frascos estéreis, previamente identificados e
colocados em caixas isotérmicas com gelo e encaminhados imediatamente ao
laboratério de Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal do Vale do Séo

Francisco (UNIVASF) para processamento.

2.3 Cultura Bacteriana

Uma aliquota de 10pl de cada amostra foram semeados com alca calibrada
em cada quadrante de uma placa de Blood Agar Base acrescido de 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. Foram consideradas significativas as placas que

apresentavam uma colonia hemolitica e/ou a presenca de quatro colbnias nao



hemoliticas ou mais com as mesmas caracteristicas morfologicas. As bactérias
foram identificadas de acordo com caracteristicas morfologicas, bioquimicas e

tintoriais de acordo com Quinn et al.*®.

2.4 Diagnostico da Caprine Arthritis Encephalitis (CAE)

Para a pesquisa de anticorpos anti-CAE, foram coletadas 351 amostras de
sangue mediante venopuncdo da jugular, utilizando-se agulhas hipodérmicas
descartaveis calibre 40x12 mm. No laboratério de Microbiologia e Imunologia da
UNIVASF, as amostras foram centrifugadas durante cinco minutos em centrifuga
comum a 5000 rpm, para a obtencdo do soro e transportadas para microtubos com
capacidade de 1,5 mL e armazenadas a - 20°C até o momento do uso.

As amostras foram submetidas ao teste de Imunodifusdo em Gel de Agarose
(IDGA), segundo Crawford e Adams?®, utilizando um "kit" da Biovetech — Industria e
Comeércio de Produtos Biotecnoldgicos Ltda. ME., que tem como antigeno a proteina
do capsideo p28 do CAE. Os reagentes foram distribuidos na seguinte sequéncia:
nos pocos periféricos, de maneira alternada, 30 pL do soro teste e 10 pL do soro
controle positivo; e 10 pL do antigeno na cavidade central. Como reagente positivo
considerou-se o0 soro que determinou nitida formacao de linhas de precipitacdo de
coloracdo esbranquicada, correspondente as zonas de contato antigeno-anticorpo.
Linhas idénticas formadas entre o soro controle e o antigeno também foram
observadas. Essas linhas de precipitacdo foram evidenciadas pela contraposi¢céo de

luz artificial, na porgéo inferior das placas em cadmara escura.

2.5 Estudo dos fatores de risco

Para o estudo dos fatores de risco associados a infeccéo foi realizado um
estudo transversal para determinar a frequéncia de caprinos e positivos na
lactocultura e testar a relacdo entre o status sanitario da glandula mamaria e alguns
possiveis fatores de risco. Aplicou-se um questionario constituido por perguntas
fechadas, relativas a informacdes sobre o criador, caracteristicas gerais da
propriedade como espécie, raca (pura ou mesti¢a), tipo de produgéo (leite ou carne),

sistema de manejo (intensivo, semi-intensivo ou extensivo) e aspectos sanitarios



(frequéncia de limpeza das instalacdes, presenca de assisténcia veterinaria) (Anexo
1). O questionario foi aplicado pelo mesmo entrevistador.

2.6 Andlise estatistica

Empregou-se a estatistica descritiva por meio da distribuicdo das frequéncias
relativa e absoluta para os achados referentes ao “status” sorolégico do animal.

A analise de fatores de risco foi efetuada por meio da analise univariada, onde
cada variavel independente foi cruzada com a variavel dependente (infeccdo da
glandula mamaria). Os dados epidemiolégicos foram analisados utilizando-se o
programa SPSS for Windows versdo 13.0. Para efeito estatistico cada animal foi
considerado como unidade de analise. Obteve-se a odds ratio (OR), considerando

um intervalo de confianca (IC) de 95% (Mantel — Haenszel = p <0,05)"®.



3. Resultados

Das treze propriedades visitadas, apenas duas ndo apresentaram animais
positivos na lactocultura. A frequéncia de animais positivos para 0 exame
microbiolégico do leite foi de 29,06% (93/640), sendo que o percentual de amostras
positivas foi de 18,44% (118/640) (Tabela 1). O percentual de animais positivos nas
diferentes propriedades variou entre 0,0 e 43,34%.

Foram isolados 118 micro-organismos, sendo que o género Staphylococcus
foi o frequente, com um percentual de 77,1% (91/118), seguido do Micrococcus spp.
12,7% (15/118), enterobactérias 5,1% (6/118), Streptococcus spp. e
Corynebacterium spp. com 2,5% (3/118) cada um.

Na pesquisa de anticorpos contra a CAE, observou-se que 2,2% (8/351) dos

animais foram positivos.

Tabela 1. Frequéncias absoluta e relativa dos animais e amostras positivas para a
lactocultura em rebanhos de cabras leiteiras no sertédo da Bahia, 2009

Animais Positivos Amostras Positivas
Propriedade  Animais  Amostras Freq. Freq. Freq. Freq.
(n) (n) Absoluta Relativa Absoluta Relativa
1 19 38 5 26,32 6 15,79
2 13 26 1 7,69 1 3,85
3 41 82 19 46,34 24 29,27
4 24 48 11 45,83 13 27,08
5 19 38 6 31,58 7 18,42
6 41 82 16 39,02 21 25,61
7 4 8 0 0,00 0 0,00
8 17 34 0 0,00 0 0,00
9 26 52 8 30,77 12 23,08
10 46 92 9 19,57 9 9,78
11 40 80 8 20,00 10 12,50
12 18 36 5 27,78 7 19,44
13 12 24 5 41,67 8 33,33

Total 320 640 93 29,06 118 18,44




Com relagéo aos fatores de risco estudados, observou-se que a frequéncia de
animais positivos no exame microbiolégico do leite foi de 28,7% para aqueles
criados em areas até 50 ha e 29,5% para animais provenientes de propriedades com
mais de 50 ha, porém sem associacao estatistica significativa (p>0,05) (Tabela 02).

Para a variavel raca, observou-se associacao estatistica significativa (p<0,05),
obtendo-se maior positividade nas propriedades onde predominavam 0s animais
mesticos (OR = 1,90), com frequéncias de 23,9% e 37,4% para animais de raca pura
e mesticos, respectivamente.

Na avaliagdo da variavel producdo de leite, propriedades com faixa de
producdo entre 0 - 25 e 26 — 50 L/dia, apresentaram 27,2% e 31,1%, de animais
positivos respectivamente, porém sem associagdo estatistica significativa (p>0,05).
Com relacdo a frequéncia de limpeza das instalacbes, observou-se maior
positividade naquelas propriedades onde esta pratica era realizada diariamente
(34,2%), quando comparadas com aquelas que a realizavam semanalmente
(26,0%), contudo sem associacao estatistica significativa (p>0,05).

Os caprinos de propriedades com e sem assisténcia veterinaria apresentaram
frequéncias de positividade para a mastite, respectivamente de 25,6 e 36,6%. Foi
observada significancia estatistica para esta variavel (p<0,05), sendo a OR igual a
1,68. Quanto a variavel local de ordenha, observou-se que a positividade para a
mastite foi menor quando se realizava a ordenha em plataforma (27,5%), enquanto
gue naguelas propriedades onde os animais eram ordenhados no proprio curral
obteve-se maior frequéncia de animais positivos (40,0%) (OR = 1,75), porém sem
uma associacao estatistica significativa (p>0,05).

Para a varidvel tamanho do rebanho, obteve-se maior positividade nas
propriedades com rebanhos até 50 animais (30,3%), enquanto que naquelas com
rebanhos maiores (>50 animais), observou-se uma positividade de 28,4%. Nao foi
observada uma associagdo estatistica significativa para esta variavel (p>0,05). Os
caprinos provenientes de propriedades com e sem foco de CAE apresentaram
frequéncias de positividade para a mastite, respectivamente de 25,7 e 31,5%, nao

sendo observada associacao estatistica significativa para esta variavel (p>0,05).



Tabela 02. Fatores de risco associados ou ndo a mastite para caprinos criados na
regido do Sertdo da Bahia, 2009

_ Variavel N.° de animais Positivo (%) OR® IC” 95% P

AREA

Meora 188 (81 0% 063-169 0873
RACA PREDOMINANTE

2 tpos racais 123 4739 100 106-311 <0000
PRODUCAO LEITEIRA

2;32_20 122 ig gﬁ; 1,20 0,74-1,95 0,442
LIMPEZA DAS

INSTALACOES

gﬁrﬂina. ;(2)8 g; 82:3 0,67 041-1,10 0,119
ASSISTENCIA

VETERINARIA

Zg?;;ssui i(l)i gg gg:g; 1,68 1,01-2,79 0,043*
LOCAL DE ORDENHA

Cal %0 TTET 175 0ge-348 0103

TAMANHO DO REBANHO

Até 50 animais 109 33 (30,3)

> 50 animais 211 60 (284) 091 055-151 0118
FOCO DE CAE

Sim 136 35 (25,7)

Nao 184 58 (31,5) 0,75 045-1,23 0,260
% Odds Ratio:

® Intervalo de confianca.



4. Discussao

Os micro-organismos isolados neste estudo pertencem ao género
Staphylococcus spp. o que corrobora varios outros estudos sobre a etiologia da
mastite caprina no Brasil?"#2?%#2>2° Uyma das principais caracteristicas da mastite
diz respeito a diversidade dos agentes com potencial patogénico. Dentre estes,
destacam-se o0s Staphylococcus coagulase negativa (SCN), que para outras
espécies animais sdo considerados patdgenos menores. Tém-se ainda as bactérias
do género Streptococcus, Corynebacterium, Pseudomonas, a Mannheimia
haemolytica e algumas espécies de fungos, porém sdo menos freqiientes>?"2,
Observou-se uma positividade de 2,2% para a CAE. Estes valores foram

maiores no estudo de Almeida et al.?®

no estado da Bahia, os quais observaram que
das 1605 amostras de hemo-soros examinadas pela prova de IDGA, 215 (13,4%)
foram positivas.

A doenca apresenta-se mundialmente distribuida, ocorrendo sobretudo nos
paises em que a caprinocultura leiteira €é bastante desenvolvida, com
soroprevaléncia variando de 65 a 81%. Apesar do elevado numero de animais
positivos, a incidéncia da doenca clinica é de cerca de 10%%*. Silva et al.*!,
realizaram um estudo no estado do Rio Grande do Norte e verificaram uma
prevaléncia de 11%. Melo e Franke® encontraram uma prevaléncia de 40,73%
(101/248) no estado do Ceard. No estado de Pernambuco, Oliveira et al.*®
pesquisaram a presenca de anticorpos anti-CAE, coletando amostras de animais
nos abatedouros, observando frequiéncia 3,8% de um total de 672 animais.

E dificil avaliar as perdas decorrentes da doenca nos rebanhos estudados,
por se tratar de uma doenca de evolucéo lenta e carater crénico. Os resultados até o
momento sdo contraditérios, mas indicam que ocorre diminuicdo da vida produtiva e
da producao leiteira, menor duracdo do periodo de lactacédo, predisposicdo da
glandula maméria as infec¢des bacterianas, retardo no crescimento e aumento da
mortalidade de crias, além da diminuicéo da eficiéncia reprodutiva®.

Varios sao os trabalhos de pesquisa realizados no sentido de adequacao de
medidas para o controle da CAE. Em virtude da inexisténcia de vacinas para
prevencao da enfermidade, as medidas profilaticas sdo de extrema importancia para

prevenir a ocorréncia e adequar condigdes de convivéncia com a enfermidade™®.



Observou-se um maior percentual de positividade para a mastite quando os
animais eram provenientes para animais provenientes de areas com tamanho acima
de 50 ha, porém sem associacdo estatistica significativa (p>0,05). Sabe-se que a
aglomeracdo de animais pode aumentar os indices de mastite na propriedade,
entretanto, a criacdo de animais em &reas maiores, alagadicas e/ou sombreadas,
com forragem grosseira, favorece a multiplicacdo de micro-organismos ambientais e,
conseqiientemente, a probabilidade de infeccdes™.

Para a variavel raca, observou-se maior positividade nas propriedades onde
predominavam os animais mesticos. Ao longo do tempo, empregou-se a ferramenta
do melhoramento genético, com o objetivo de aumentar os indices de producado de
leite. Entretanto, o incremento obtido na produtividade média leiteira foi
acompanhado por um aumento na susceptibilidade as infecgdes intramamarias®*. No
presente estudo, observou-se o inverso, com a variavel raca pura mostrando-se ser
um fator de protecdo para a mastite. Os proprietarios que participaram deste estudo
pertenciam a uma associacdo local, sendo todos considerados pequenos
agricultores. Aqueles que haviam comprado animais de maior potencial zootécnico
dispensavam maiores cuidados, especialmente no momento da ordenha, com
melhores instalagcdes e condi¢cdes higiénico-sanitarias. Do contrario, aqueles que
tinham um rebanho mais heterogéneo, com animais mesticos, as vezes faziam a
ordenha no interior do aprisco, justificando assim, o maior percentual de animais
positivos nestas circunstancias.

Para a variavel producédo de leite, propriedades com faixa de producéo entre
26-50 L/dia, apresentaram 31,1% de animais positivos para mastite, porém sem
significAncia estatistica. Animais com maior producado leiteira apresentam maior
probabilidade de infec¢cdo e isso provavelmente ocorreu devido a exposicdo aos
diferentes patdgenos. De forma geral, na lactacdo e no processo de ordenha ha
maior susceptibilidade de difusdo de mastite contagiosa, porém no periodo seco e
intervalos entre ordenhas a susceptibilidade recai sobre mastites ambientais™.

Com relacdo a frequéncia de limpeza das instalagbes, observou-se maior
positividade nas propriedades onde esta pratica era realizada diariamente (34,2%),
contudo sem diferenca significativa. Neste estudo, o principal micro-organismo
isolado foi o Staphylococcus spp., um patégeno que coloniza a glandula mamaria,
portanto, n&do relacionado com as condi¢des ambientais®*. Na mastite contagiosa a

transmissdo ocorre quase que exclusivamente durante a ordenha, sendo que as



principais fontes de infeccdo sdo as maos do ordenhador, pano empregado na
secagem dos tetos e teteiras®.

Observou-se uma associacdo estatistica significativa para a variavel
assisténcia veterinaria, sendo a OR = 1,68. Assim, a auséncia da assisténcia técnica
constitui fator de risco para o aumento dos casos de mastite nas propriedades,
demonstrando a importdncia do Médico Veterinario para orientar o produtor a
respeito das principais medidas de controle e profilaxia voltadas para esta e outras
enfermidades.

Considerando-se a variavel local de ordenha, observou-se que a positividade
para a mastite foi menor quando se realizava a ordenha em plataforma (27,5%),
embora sem uma associacao estatistica significativa. O local de ordenha é de
fundamental importancia para a prevencdo da mastite, especialmente a ambiental.
Embora a mastite ambiental ndo tenha sido o principal problema encontrado neste
estudo, animais criados em ambientes com mas condi¢bes higiene sdo expostos
continuamente a condi¢cdes estressantes, o que afeta de forma significativa seu
desempenho produtivo. Em tais condi¢cfes, além da maior exposi¢cdo aos patdogenos,

1°6. Além disso,

h&d um comprometimento da capacidade de resisténcia do anima
quando a ordenha era realizada no curral, os criadores eram menos criteriosos
quanto aos procedimentos de limpeza. Sabe-se que ha maior facilidade de
transmissdo de patdgenos entre animais e até no mesmo animal quando os
procedimentos antes e ap0s a ordenha sdo inadequados, tais como preparacdo da
glandula maméaria para a ordenha (lavagem e secagem)™*.

Para a varidvel tamanho do rebanho, obteve-se maior positividade nas
propriedades com rebanhos até 50 animais, quando comparados com aquelas que
tinham rebanhos maiores, porém ndo foi observada uma associacdo estatistica
significativa para esta variavel. Geralmente, propriedades com rebanhos maiores
apresentam elevadas taxas de prevaléncia da mastite, em decorréncia do maior
grau de dificuldade encontrado durante a execugcao das atividades de controle e
profilaxia de rotina. Neste estudo, os criadores com maiores rebanhos apresentavam
melhores instalagces e condi¢cdes de manejo dos animais, 0 que pode acarretar em
menores taxas de mastite.

Observou-se um maior percentual de animais de positivos para a mastite em
rebanhos onde n&o existia soropositivos para a CAE. Embora se saiba da

possibilidade de infeccbes oportunistas naqueles soropositivos para CAE*’, o que



poderia incrementar o nimero de casos de mastite, a prevaléncia da CAE nos
rebanhos onde 0s animais soropositivos foram encontrados foi consideravelmente
baixa.

N&o foram avaliados alguns fatores considerados importantes®®, tais como
sistema de criacdo, presenca de moscas e utilizacdo de pré e pos dipping, em
virtude das propriedades apresentarem as mesmas condi¢cdes para estas variaveis.
Lima Junior, Nader Filho e Vianni* estudaram os fatores condicionantes da mastite
subclinica em caprinos, sendo observada maior prevaléncia em propriedades que
empregavam o0 sistema intensivo de criagcdo e utilizavam pano para lavagem do
Ubere antes da ordenha. Além disso, observou-se associacdo positiva entre a
presenca da doenca e condicbes precarias de higiene das instalacbes e
equipamentos. Fémeas mais velhas e os estagios finais de lactacdo constituiram
fatores de risco para a infeccéo, ndo sendo observada susceptibilidade diferenciada
para a variavel raca.

Moroni et al.®

realizaram um estudo sobre os fatores de risco para as
infeccbes intramamarias em rebanhos de cabras leiteiras, sendo observado que a
mastite foi mais frequente entre as fémeas de terceira e quarta ordem de parto, e
quanto ao estagio de lactacdo, observou-se maior positividade para animais que
estavam ha vérios dias em lactacdo. Ameh e Tari*® estudando também os fatores
predisponentes para mastite caprina, encontraram uma associacdo positiva entre a
mastite e a presenca de ferimentos na teta, porém ndo foram encontradas
associacdes entre o diametro da teta, distancia da teta — solo e a mastite.

A determinacéo dos indices de prevaléncia das mastites em um rebanho pode
auxiliar na avaliagdo do “status” sanitario da glandula mamaria dos animais do
rebanho, fornecendo uma idéia precisa do risco de infeccdo do mesmo*’. Além
disso, quando se tem uma estimativa do risco de infeccao torna-se possivel elaborar
programas de controle e vigilancia, reduzindo o impacto econémico ocasionado
pelas alteracdes na glandula mamaria®.

Estudos acerca dos fatores de risco que favorecem o aparecimento da
mastite ainda s&o necessarios, pois estes estudos constituem pré-requisitos para

implantagéo de programas de controle e profilaxia voltados para a mastite caprina.



5. Conclusdes

A CAE ainda ndo se encontra disseminada nos rebanhos avaliados,

apresentando baixa prevaléncia, porém estudos visando o conhecimento da

participacdo da CAE nos casos de mastite caprina ainda sédo necessarios;

e Arealizacdo da ordenha em plataforma € uma medida que diminui a positividade

para a mastite;

e A auséncia da assisténcia técnica e a presenca de animais mesti¢cos, constituem

fatores de risco para a mastite em cabras leiteiras.
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Resumo

Objetivou-se avaliar o potencial antibacteriano de plantas do bioma caatinga do
semi-arido pernambucano contra Staphylococcus spp. isolados de casos de mastite
subclinica em pequenos ruminantes. Foram utilizados seis extratos etandlicos de
plantas existentes no bioma caatinga do semi-arido Pernambucano, como
Encholirium spectabile Mart., Bromelia laciniosa Mart., Neoglaziovia variegata Mez.,
Amburana cearensis (Fr. Allem.) A.C.Smith, Hymenaea courbaril L. e Selaginella
convoluta Spring. A atividade antibacteriana foi testada contra 160 isolados de
Staphylococcus oriundos de rebanhos leiteiros localizados em municipios dos
estados de Pernambuco e Bahia. Observou-se que os extratos da E. spectabile, B.
laciniosa e N. variegata apresentaram atividade antimicrobiana, com as seguintes
meédias para a concentracdo bactericida minima: 11.379, 11.405 e 11.995 ug/mL,
respectivamente. Observou-se maior atividade inibitéria para as espécies A.
cearensis e H. courbaril, que inibiram 88,1 e 99,4 % dos isolados, respectivamente.
O extrato etandlico da S. convoluta apresentou o menor percentual de inibicao,
sendo igual a 15% (n=24/160). Considerando o potencial antibacteriano destas
plantas do bioma caatinga frente a Staphylococcus isolados de casos de mastite
subclinica em caprinos e ovinos, outros estudos sobre a atividade in vivo devem ser
realizados.

Palavras-chave: atividade antibacteriana, plantas, bioma caatinga, terapia, mastite.



Antibacterial potential of caatinga native plants against bacterial isolates from
goat and sheep subclinical mastitis
Abstract

The small ruminant breeding is growing in Brazil. In the Northeast region, the goat
and sheep production is very important, used to differentiate the farm activities, and
improve economic gains. Mastitis is the inflammation of mammary gland and can be
separated in clinical or subclinical mastitis. The abusive use of antimicrobial drugs,
the resistant bacteria selection, and the management conditions are important issues
in veterinary medicine. The present study aims to determine antibacterial activity of
extracts obtained of ethanol plants from caatinga biome on Staphylococcus spp.
isolated from dairy goat mastitis. It was evaluated six extracts from plants of
Pernambuco semi-arid region, including: Encholirium spectabile Mart., Bromelia
laciniosa Mart., Neoglaziovia variegata Mez., Amburana cearensis (Fr. Allem.)
A.C.Smith, Hymenaea courbaril L. and Selaginella convoluta Spring.The antibacterial
activity was determined using 160 Staphylococcus spp. isolates achieved of dairy
goat and sheep mastitis from herds in Pernambuco and Bahia State, Brazil. In this
study it was determined antimicrobial activity in Bromeliaceae family plants, with
respective media for Minimal Inhibitory Concentration (MIC): 11.379, 11.405 and
11.995 pg/mL, to E. spectabile Mart., B. laciniosa Mart. and N. variegata (Arruda)
Mez., respectively. Highest antibacterial activity were determined in A. cearensis
A.C.Smith and H. courbaril L. extracts, that showed inhibition of 88.1 e 99.4% of
isolates, respectively. The ethanol extracts of S. convoluta Arn.(Spring) showed the
lowest inhibitory percentage , of 15%. Considering the low costs of phyitotherapics
and the activity of Caatinga biome plants extracts additional studies focusing in vivo
activity and chemistry characterization these plants are necessary.

Keywords: antibacterial activity, plants, caatinga biome, therapy, mastitis.



1. Introducéo

A partir de 1950, quando os antibioticos passaram a ser amplamente
utilizados, iniciou-se o fendbmeno de resisténcia bacteriana. Desde entdo, o problema
de resisténcia aos antibioticos passou a representar importancia consideravel em
saude publica. Essas infec¢des, além de contribuirem com significativas perdas
econbmicas, podem ser consideradas como um sério problema para a saude publica
(Barlett et al., 1992).

S&o varios os registros historicos sobre a utilizacdo das plantas para
tratamento de doencas em homens e animais. Um dos primeiros relatos sobre o uso
de plantas medicinais pelo homem teve origem na Mesopotamia e data de
aproximadamente 2.600 a.C. Desde entdo, o emprego de plantas medicinais como
instrumento de cura tem passado por diferentes paradigmas. Inicialmente, a
utilizacdo de plantas era realizada basicamente de forma empirica, sendo o
conhecimento repassado entre as geracdes. Ao longo do tempo, as plantas
medicinais tornaram-se alvo de interesse para pesquisas cientificas, aliando
diferentes percepc¢des sobre esse instrumento terapéutico (Leite, 2009).

Vem sendo demonstrada a atividade antibacteriana de extratos naturais de
plantas (Schuch et al., 2008) e de alguns de seus compostos (Baskaran et al., 2009)
frente aos isolados obtidos de casos de mastite. Dessa forma, alguns criadores e
veterinarios tém utilizado os fitoterapicos, tanto para a prevencao e tratamento da
mastite. Observa-se uma predominancia das praticas voltadas para o tratamento,
com a utilizacdo de solu¢cbes ou pomadas medicinais a base de ervas para uso local
ou a administracao de plantas verdes ou secas via oral (Schuch et al., 2008).

Os estudos sobre a atividade antimicrobiana de extratos e 6leos essenciais de
plantas nativas tém sido relatados em muitos paises tais como Brasil, Cuba, india,
México e Jordania. Estes paises se caracterizam por possuirem uma flora
diversificada e uma rica tradicdo na utilizacdo de plantas medicinais para uso como
antibacteriano ou antifungico (Martinez et al., 1996; Navarro et al., 1996; Mahasneh
et al.,, 1999; Ahmad e Beg, 2001; Duarte et al., 2005). Estudos in vitro visando a
determinacao do potencial antimicrobiano de plantas pertencentes a flora brasileira
tém demonstrando resultados satisfatorios (Fernandes et al., 2005; Gongalves et al.,
2005; Granato et al., 2005; Oliveira et al., 2007; Ushimaru et al., 2007), porém



observa-se a descontinuidade destes estudos e uma fragmentagéo dos resultados,
ndo permitindo muitos avancos na area.

Alguns trabalhos vém demonstrando a atividade antimicrobiana de extratos
etandlicos de plantas da flora nordestina, em especial do bioma caatinga. Pode-se
citar a Amburana cearensis (Bravo et al., 1999), Borreria verticillata (L.) G. Mey
(Peixoto-Neto et al., 2002), Croton sonderianus Muell. Arg. (McChesney, 1991),
Hymenaea courbaril (Fernandes et al., 2005; Gongalves et al., 2005; Granato et al.,
2005; Valentim, 2006), Hyptis suaveolens (L). Poit. (lwu et al., 1990), Maytenus
rigida Mart. (Kloucek et al., 2005), Pithecellobium cochliacarpum (Gomez) Macbr.
(Aradjo et al., 2002), Plumbago scandens L. (Paiva et al., 2003), Ximenia americana
L. (Maiga et al, 2005). Relatos acerca da utilizagdo da Amburana cearensis e
Hymenaea courbaril (Silva e Albuquerque, 2005; Souza e Felfili, 2006; Albuquerque
e Oliveira, 2007), além de Bromelia laciniosa e Selaginella convoluta (Agra et al.,
2008) sao reportados no tratamento de diversas enfermidades em seres humanos, a
exemplo das raizes de macambira (B. laciniosa) que sdo usadas popularmente
contra hepatite e desarranjos intestinais, como diurético, enquanto que as folhas
secas e pulverizadas sdo utilizadas na culindria como fonte de proteina (Agra et al.,
2008).

Novais et al. (2003), avaliaram a atividade antimicrobiana em alguns extratos
de espécies vegetais nativas ou endémicas do semi-arido brasileiro, sendo
encontrada atividade em sete plantas, dentre elas, uma pertencente ao género
Hymenaea, que foi ativa contra isolados de Staphylococcus aureus, mas ndo contra
E. coli.

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar in vitro o potencial do
extrato etandlico de seis plantas do bioma caatinga frente aos isolados de
Staphylococcus spp. obtidos de casos de mastite subclinica em caprinos e ovinos

criados em municipios dos estados de Pernambuco e Babhia.



2. Material e Métodos

2.1. Coleta do material botanico

Foram selecionadas as seguintes espécies vegetais: Encholirium spectabile,
Bromelia laciniosa, Neoglaziovia variegata, Amburana cearensis, Hymenaea
courbaril e Selaginella convoluta (Anexo 2). O experimento foi realizado no
laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale
do Sé&o Francisco (UNIVASF). O material vegetal foi coletado e identificado por um
botanico responsavel. As exsicatas das espécies foram codificadas e depositadas no

Herbario da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (HVASF).

2.2. Processamento do material vegetal

O material vegetal foi dessecado em estufa com circulacdo forcada a
temperatura média de 40°C durante trés dias. Apés a secagem e completa
estabilizacdo (eliminacdo de &gua, inativacdo de enzimas, etc.) o material foi

processado em moinho, obtendo-se um material vegetal seco e pulverizado.

2.3. Obtencao do Extrato Etandlico Bruto (EEB)

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a maceracédo exaustiva
com etanol 95% em um recipiente de aco inoxidavel. Foram feitas varias extracfes
num intervalo de 72 horas entre cada extracdo até completo esgotamento do
material vegetal. A solugcéo extrativa obtida passou por um processo de destilagéo
do solvente em evaporador rotativo a pressao reduzida a uma temperatura meédia de
50 °C. Apos este processo de evaporagdo do solvente, obteve-se o extrato etandlico
bruto (EEB).



2.4. Testes de sensibilidade aos extratos de plantas

Foram utilizados 160 isolados de Staphylococcus spp. obtidos de casos de
mastite subclinica em ovinos e caprinos pertencentes aos rebanhos leiteiros
localizados em municipios dos estados de Pernambuco e Bahia. Utilizou-se também
uma cepa “methicillin-resistant Staphylococcus aureus” (MRSA), conforme
recomendado por Cos et al. (2006).

Pesou-se 0,25 g de cada extrato etandlico que foi diluido em 10 mL de agua
destilada estéril, obtendo-se uma solucédo estoque na concentragdo de 25 mg/mL. A
determinacdo da concentracdo inibitéria minima, baseada no documento M7-A7
(CLSI, 2006), consistiu na distribuicdo de 200 pL de caldo Muller-Hinton em placas
de microtitulacdo; a seguir, 200 pL da solucdo estoque do extrato eram acrescidos
ao primeiro poco e, apés homogeneizacédo, transferia-se para o segundo e assim
sucessivamente, sendo obtidas as seguintes concentracdes finais: 12.500; 6.250;
3.125; 1.562,5; 781,2; 390,6; 195,3 e 97,6 pg/mL.

Na preparacdo do indculo, colénias obtidas em Agar Muller-Hinton, foram
utilizadas na obtencdo de uma suspensdo bacteriana com turvacao equivalente ao
tubo 0,5 da escala de Mac Farland. Desta suspenséao foi inoculado 10 pL nos pocgos
de microplacas contendo a diluicdo do extrato de etandlico. O material foi incubado a
37°C por 24h, em condi¢cdes de aerobiose. Determinou-se a concentragao inibitoria
minima (CIM) ao verificar a menor concentracdo do extrato capaz de causar inibicao
do crescimento bacteriano. A partir das diluicdes onde néo foi verificado crescimento
bacteriano visivel retirou-se uma aliquota de 10 ul, semeando-se na superficie de
agar MH e incubando por 48 horas a 37 °C. Para a determinacdo da concentracao
bactericida minima (CBM), a partir dos pocos onde ndo havia o desenvolvimento de
crescimento bacteriano visivel, retirava-se uma aliquota de 10 ul, semeando-a na
superficie do agar Muller-Hinton. Apés 48h de incubacdo a 35 °C, definiu-se a
concentracdo bactericida minima como a menor concentracdo do extrato etandlico
em estudo capaz de causar a morte do inéculo. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata.



2.5. Andlise estatistica

Foram utilizados seis tratamentos, cada qual representado por um extrato
etandlico, sendo eles: EEEs = extrato etandlico de Encholirium spectabile, EEBI =
extrato etandlico de Bromelia laciniosa, EENv = extrato etandlico de Neoglaziovia
variegata, EEAc = extrato etandlico de Amburana cearensis, EEHc = extrato
etandlico de Hymenaea courbaril e EESc = extrato etandlico de Selaginella
convoluta. Considerou-se cada isolado bacteriano uma unidade, sendo 0s ensaios
realizados em triplicata. A média da CBM obtida de cada isolado bacteriano foi
considerada como sendo a variavel resposta. Foram considerados estatisticamente
diferentes os resultados de atividade antimicrobiana que apresentaram probabilidade
de ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 5 % (P < 0,05) aplicando-se
ANOVA, seguida das comparacdes mdltiplas das médias da CBM pelo teste de
Tukey. Foi utilizado o procedimento General Linear Models (GLM) do sistema
Statistical Analysis Sistem (SAS, 2003).



3. Resultados

Foram considerados os resultados da concentracdo bactericida minima
(CBM), uma vez que nao foi possivel a visualizagcdo da turvagdo na microplaca, em
decorréncia da coloracéo dos extratos. Para a cepa de MRSA, as seguintes médias
para CBM foram observadas: Encholirium spectabile (10.417 pg/mL), Bromelia
laciniosa (10.417 ug/mL), Amburana cearensis (12.500 ug/mL) e Hymenaea
courbaril (10.417 ug/mL). Nao foi encontrada atividade para a Neoglaziovia variegata
e Selaginella convoluta.

Neste estudo, observou-se que as trés espécies de plantas da familia
Bromeliaceae apresentaram atividade antimicrobiana, com as seguintes médias para
a CBM: 11.379 pg/mL, 11.405 pg/mL e 11.995 pg/mL, respectivamente para a E.
spectabile, B. laciniosa e N. variegata (Tabela 1). Quanto ao percentual de atividade,
E. spectabile apresentou a maior atividade entre as bromeliaceas, inibindo 49,9 %
(n=79/160) dos isolados de Staphylococcus.

Maior atividade inibitéria foi propiciada pelas espécies A. cearensis e H.
courbaril, que inibiram, respectivamente, 88,1 e 99,4% dos isolados de
Staphylococcus. A média da CBM observada no extrato etandlico da A. cearensis foi
de 10.934 pg/mL, enquanto que para o extrato etandlico da H. courbaril esta média é
significativamente menor (2.811 pg/mL) do que a observada para os demais
extratos. Houve inibicdo dos isolados de Staphylococcus dentro de uma faixa que
variou de 390,62 a 12.500 pg/mL.

O extrato etandlico de S. convoluta apresentou o menor percentual de
inibicdo, sendo igual a 15% (n=24/160). A média observada para CBM foi de 12.066
pHg/mL, com uma faixa de variagédo entre 6.250 e 12.500 pg/mL.

Considerando as espécies de Staphylococcus coagulase negativa e positiva
(SCN e SCP), foram observados os seguintes percentuais de sensibilidade: E.
spectabile (32,5 e 16,9%), B. laciniosa (25,0 e 11,9%), N. variegata (16,3 e 4,4%), A.
cearensis (54,4 e 33,8%), H. courbaril (63,8 e 35,6%) e S. convoluta (14,4 e 0,6%),
para SCN e SCP, respectivamente (Figura 1). Com relacdo as médias obtidas para a
CBM, obteve-se os seguintes resultados para SCN e SCP: E. spectabile (10.958 e
12.191 pg/mL), B. laciniosa (11.433 e 11.343 uyg/mL), N. variegata (11.859 e 12.500



Mg/mL), A. cearensis (10.896 e 10.995 ug/mL), H. courbaril (2.600 e 3.189 ug/mL) e
S. convoluta (12.228 e 8.333 pg/mL) (Figura 2).

Tabela 1. Susceptibilidade de isolados de Staphyloccocus aos extratos etandlicos
de plantas da vegetacéo da caatinga

Familia/Espécie Atividade Concentracao Bactericida Minima
observada (%) Faixa Média (ug/mL)
Bromeliaceae
Encholirium spectabile 49,9 (79/160) 3.125-12.500 11.379°
Bromelia laciniosa 36,9 (59/160) 3.125-12.500 11.405°
Neoglaziovia variegata 20,6 (33/160) 6.250 — 12.500 11.995°
Fabaceae
Amburana cearensis 88,1 (141/160) 3.125 - 12.500 10.934°
Caesalpinaceae
Hymenaea courbaril 99,4 (159/160) 390,62 - 12.500 28112
Selaginellaceae
Selaginella convoluta 15,0 (24/160) 6.250 - 12.500 12.066 °

Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem estatisticamente (p>0,05).
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Fig. 1 — Percentuais de sensibilidade dos Staphylococcus coagulase negativa e positiva (SCN e
SCP) para os extratos de plantas da vegetacdo de caatinga. Onde: EEEs = extrato
etandlico de Encholirium spectabile; EEBI = extrato etandlico de Bromelia laciniosa;
EENv = extrato etandlico de Neoglaziovia variegata; EEAc = extrato etandlico de
Amburana cearensis; EEHc = extrato etanolico de Hymenaea courbaril; EESc = extrato
etandlico de Selaginella convoluta.
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Fig. 2 — Médias da CBM dos extratos de plantas da flora da vegetacdo de caatinga frente
Staphylococcus coagulase negativa e positiva (SCN e SCP). Onde: EEEs = extrato
etandlico de Encholirium spectabile; EEBI = extrato etandlico de Bromelia laciniosa;
EENv = extrato etandlico de Neoglaziovia variegata; EEAc = extrato etandlico de
Amburana cearensis; EEHc = extrato etandlico de Hymenaea courbaril; EESc = extrato
etandlico de Selaginella convoluta.



4. Discussao

Para as plantas da familia Bromeliaceae as médias obtidas para CBM
oscilaram entre 11.379 pg/mL, 11.405 pg/mL e 11.995 pg/mL, para a E. spectabile,
B. laciniosa e N. variegata, respectivamente. Aligianis et al. (2001) propuseram uma
classificacdo para extratos vegetais com base nos resultados de CBM, considerando
como: forte inibicdo - CBM até 500 pg/mL; inibicdo moderada — CBM entre 600 e
1.500 yg/mL e como fraca inibigdo - CBM acima de 1.600 ug/mL. Entretanto, esta
classificacdo constitui um método subjetivo, ndo levando em consideracdo uma série
de fatores que podem interferir no resultado da CBM, a exemplo da variabilidade e
disponibilidade dos compostos bioativos presentes nos extratos. De acordo com
Duarte (2007), ainda ndo existe um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel
para produtos naturais quando comparados com antibidticos padrdes, tanto que
alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibidticos,
enquanto outros consideram como bom potencial aqueles com niveis de inibicdes
superiores.

A presenca de atividade antimicrobiana nas trés espécies de plantas
pertencentes a familia Bromeliaceae, embora em altas concentracdes, indica a
existéncia de compostos ativos contra isolados bacterianos. Diferentes classes de
compostos organicos existentes em espécies desta familia foram relatadas,
incluindo triterpenos, esterdides, flavondides, derivados de acidos cinamicos,
glicerdis, entre outros (Manetti et al., 2009). Estes autores revisaram os metabolitos
oriundos da familia Bromeliaceae e constataram que poucas espécies foram
estudadas quimicamente até o momento. Do ponto de vista farmacoldgico, também
h& poucos trabalhos descritos na literatura.

As espécies A. cearensis e H. courbaril propiciaram 0s maiores percentuais
de inibicdo, respectivamente, com 88,1 e 99,4%. Varios estudos com a A. cearensis
vém demonstrando a sua atividade alelopatica. Bravo et al. (1999) encontraram
atividade biologica de A. cearensis contra Escherichia coli e Shigella flexneri. Outros
trabalhos desenvolvidos com a casca do caule de A. cearensis, principal parte da
planta utilizada na medicina popular, revelaram a presencga profusa de compostos
fendlicos na planta, principalmente flavonoides (Negri et al., 2004; Canuto e Silveira,

2006), podendo estes serem apontados, ao lado da cumarina como responsaveis



pela atividade farmacolégica da espécie, conforme efeitos observados em testes
realizados com as substancias puras (Leal et al., 2003; 2005). Teste de toxicidade
com A. cearensis revelou baixa toxicidade da planta, quando administrada por via
oral, contudo o mesmo nao foi observado para administracdo via intraperitoneal
(Leal et al., 2003).

Observou-se melhor atividade antimicrobiana para o extrato etandlico da H.
courbaril, com CBM média de 2.811 pg/mL. Estudos fitoquimicos detectaram a
presenca de diterpenos na resina exsudada pelo tronco e em extratos da casca de
H. courbaril (Nogueira et al.,, 2001). Os terpenos apresentam varias atividades
biolégicas, como protecdo contra infecgbes e ataques de insetos (Robbers et al.,
1997). Algumas pesquisas tém demonstrado a presenca de atividade antibacteriana
in vitro para preparagdes obtidas de plantas do género Hymenaea (Marsaioli, 1975;
Almeida Alves et al., 2000; Novais et al., 2003; Fernandes et al., 2005; Gongalves et
al., 2005; Granato et al., 2005; Valentim, 2006; Pereira et al., 2007). De acordo com
Valentim et al. (2006), a H. courbaril € a espécie mais estudada dentro deste género,
sendo relatada a presenca e acdo de oligossacarideos e polissacarideos. Estes
mesmos autores estudaram a atividade antimicrobiana da H. stigonocarpa, uma
planta do mesmo género da H. courbaril, sendo observada atividade frente S.
aureus, porém em concentracdes mais elevadas do que aquelas observadas neste
estudo, sendo encontrados os seguintes valores: 32, 64 e 128 mg/mL para 0 extrato
de acetato de etila, ciclohexano e etandlico, respectivamente.

Fernandes et al. (2005) avaliaram a presenca de atividade antibacteriana in
vitro do extrato hidroalcoolico de algumas plantas, entre elas, H. courbaril frente a
isolados de Staphylococcus provenientes da saliva de criancas, sendo que a CIM foi
de 1,25 mg/mL, o que corresponde a 1.250 pg/mL, valor este inferior ao que foi
encontrado neste trabalho (2.811 pg/mL). O potencial antimicrobiano do extrato
hidroalcoolico da H. courbaril também foi testado por Gongalves et al. (2005),
utiizando o método da difusdo em agar, frente a bactérias gram positivas e
negativas oriundas de infec¢bes clinicas em humano, sendo observado que tal
extrato inibiu o crescimento de S. aureus e Proteus mirabilis. Resultados similares
foram obtidos por Granato et al. (2005) quando avaliaram a atividade antimicrobiana
do extrato metandlico, obtido do rejeito resultante do beneficiamento da madeira,
sendo encontrada atividade contra Klebsiella pneumoniaea, E. coli, P. mirabilis,

Micrococcus luteus e S. aureus. Pereira et al. (2007) avaliaram a toxicidade do 6leo



essencial de H. courbaril, sendo que os valores obtidos (CLso de 8,83 pug/mL) foram
inferiores ao limite estabelecido (1.000 pg/mL).

O extrato etandlico da S. convoluta apresentou o menor percentual de
inibicdo, sendo igual a 15 %. De acordo com Hirai e Prado (2000), sédo escassos 0S
estudos envolvendo a familia Selaginellaceae no Brasil, porém € relatado o seu uso
na medicina popular (Agra et al., 2008). A triagem fitoquimica preliminar desta
espécie revelou a presenca de esterdides, terpenoides e flavonoides, sendo
verificada a presenca de atividade analgésica e antiinflamatéria (Moraes et al.,
2006). Porém, para os isolados de Staphylococcus e dosagem de extrato etandlico
testados, esta pteridofita parece ter baixa atividade antimicrobiana.

Observou-se maior percentual de sensibilidade dos SCN quando comparados
aos SCP em todos os extratos observados. Este € um resultado importante, uma vez
que o fenbmeno de resisténcia tem sido observado as diversas drogas
antimicrobianas em muitos isolados de SCN (Taponen e Py6rala, 2009).

E relevante o estudo do potencial do extrato etandlico de plantas da flora
nordestina para que a producéo de fitoterapicos possa ser considerada numa etapa
posterior. Este estudo serve ainda como ponto de partida para a obtencédo de
compostos sintéticos ou biossintéticos. Existem aqueles que exibem uma atividade
biolégica maior ou diferente de seus componentes isolados (Bbas e Gadelha, 2007).

A conexdo que é realizada entre a pesquisa etnofarmacologica e a triagem
fitoquimica permite economia de tempo, pois pode direcionar o pesquisador para o
tipo de atividade e de constituinte quimico que uma planta possui (Almeida et al.,
2005). Marinho et al. (2007), investigaram a utilizagdo de plantas medicinais na
Veterinaria, sendo observado que todos os entrevistados ndo sé utilizavam plantas
medicinais na terapéutica dos animais domeésticos, como também aceitariam esta
forma de tratamento como prescricdo do Médico Veterinario. Ressalta-se ainda, a
necessidade de esclarecimentos aos criadores quanto a utilizacdo desta alternativa.
O uso de plantas medicinais constitui uma opc¢ao viavel em decorréncia,
principalmente, da facilidade de obtencao e o baixo custo (Marinho et al., 2007).

A prética da etnoveterinaria vem sendo relatada em alguns paises, sendo
destacada a melhoria do “status” sanitario dos rebanhos, a reducao dos custos da
propriedade e a preservagdo de espécies de plantas, sendo que a maioria é
empregada no tratamento de doencas parasitarias em ruminantes (Alawa et al.,
2002; Viegi et al., 2003; Lans et al., 2007; Rochfort et al., 2008).



No presente estudo foi encontrada atividade antibacteriana no extrato
etandlico das seis plantas avaliadas, entretanto, sdo necessarios estudos com as
fracbes destes extratos, reduzindo-se assim, as concentracbes testadas.
Considerando o baixo custo da fitoterapia e a atividade das plantas do bioma
caatinga frente aos patdgenos da mastite caprina e ovina, outros estudos acerca da
atividade in vitro e da caracterizacao fitoquimica sdo necessarios, além da avaliacao

dos aspectos toxicologicos das plantas.



5. Conclusdes

e Registra-se pela primeira vez a atividade antibacteriana da Encholirium
spectabile, Bromelia laciniosa, Neoglaziovia variegata, Amburana cearensis,
Hymenaea courbarii e Selaginella convoluta frente a isolados de
Staphylococcus oriundos de casos de mastite subclinica em pequenos

ruminantes;

¢ O extrato etandlico da H. courbaril apresenta elevada atividade antibacteriana
sobre Staphylococcus provenientes de casos de mastite subclinica em cabras

e ovelhas;

e Staphylococcus coagulase negativa sdo mais sensiveis aos extratos de
plantas avaliados neste trabalho, quando comparados com Staphylococcus

coagulase positiva.
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Considerac®es finais

Na caprinocultura leiteira do sertdo da Bahia e Pernambuco, os principais
patdgenos envolvidos em casos de mastite subclinica sdo aqueles pertencentes

ao género Staphylococcus spp;

Os isolados bacterianos obtidos de casos de mastite deste estudo apresentam
um elevado percentual de sensibilidade para a maioria dos grupos
antimicrobianos, entretanto, demonstra-se baixa sensibilidade para o acido

nalidixico e a associacao gentamicina e amoxicilina,

Em ambas as espécies animais estudadas, quando o CMT é correlacionado com

a lactocultura, ttm-se uma maior sensibilidade a partir do escore 1+;

Neste estudo, a auséncia da assisténcia técnica e a presenca de animais

mesticos, constituem fatores de risco para a mastite em cabras leiteiras.

Registra-se pela primeira vez a atividade antibacteriana da Encholirium
spectabile, Bromelia laciniosa., Neoglaziovia variegata, Amburana cearensis,
Hymenaea courbaril e Selaginella convoluta frente isolados de Staphylococcus

spp. obtidos de casos de mastite subclinica em pequenos ruminantes;

O extrato etandlico da H. courbaril apresenta elevada atividade antibacteriana
sobre Staphylococcus spp. provenientes de casos de mastite em cabras e

ovelhas;

Staphylococcus coagulase negativa sdo mais sensiveis aos extratos de plantas
avaliados neste trabalho, quando comparados com Staphylococcus coagulase

positiva.
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APENDICE 1

Questionario - Aspectos sécio-econdmicos e epidemioldgicos

Questionario n°

Dados da propriedade

Nome da Propriedade:

Endereco:

Distrito/Localidade Municipio UF

| - DADOS DO CRIADOR

1. Idade do criador: anos
2. Estado civil: (1) Solteiro (2) Casado  (3) Separado (4) Viluvo
3. Nivel educacional:

(0) N&o estudou

(1) Primério incompleto

(2) Primério completo

(3) Secundario incompleto

(4) Secundario completo

(5) Profissionalizante

(6) Superior

4. Ja realizou algum curso ou treinamento em caprino-ovinocultura?
(0) ndo (1) sim
5. Pertence a algum tipo de associacdo?
(0) ndo (1) sim, a cooperativa local (2) sim, outra ( )
6. Esta é sua ocupacao principal?
(0) Nao (1) Sim

32.1. Possui outra ocupagao?

(0) Nao (1) Sim:

7. Vocé ou outra pessoa da familia ou trabalhadores j& sofreram de alguma doenca
relacionada a criagdo de animais?



(0) Nao (1) Sim
PROPRIEDADE:
Area:
Tipo do terreno: ( ) plano ( ) alagado ( ) acidentado

Il - CARACTERISTICAS GERAIS DA CRIAGAO

8. Tamanho do Rebanho
Borregos (<1 ano): Ovelhas: Reprodutores:
Cabritos (< 1 ano): Cabras: Bodes:

Rufido:
Compartilha reprodutor com outros criadores? (0) Ndo (1) Sim

9. Raca predominante:
10. Tipo de producéo: (1) Carne (2) Leite (3) Mista
11.  Tipo de manejo: (0) [ ] Nenhum/ outro

(1) [] Intensivo (preso dia e noite)

(2) [[] Semi-extensivo (pasto + preso)
(3) [] Extensivo (solto maior parte do tempo)

12. Tipo de pasto:
(0) [_] N&o tem pasto (1) [] Nativo (2)L] Planta capim

13. Nivel da producéo:
a. Litros de leite por ano:
b. Numero de animais vendidos/abatidos por ano:
14. Tempo na atividade:
15. Frequéncia com que limpa/varre/desinfeta as instalacdes:
(0) néo limpa (1) diario (2) semanal (3) mensal (4) anual

16. Dispde de servico veterinario?

(0) I Ndo (1) [] Particular  (2) [] Cooperativa/ (3) ] Governo estadual/
associacao federal

17.  Empregados na propriedade: (1) [_] Familiares (2) [_] Contratados
18.  Tem eletricidade? (0) [] ndo (1) [ sim
19. Fonte de agua:

(0) ndotem (1) acude (2) cacimba/ poco (3) companhia de (4) outra
abastecimento



MANEJO SANITARIO

Mortalidade

(0) Nao sabe (1) Abaixo de 10%

(4) Acima de 50%

(2) Entre 10 e 20% (3) Entre 20 e 50%

[Il - PROBLEMAS SANITARIOS (DOENGCAS)

20.

21.
22.
23.
24.

Observou alguma fémea que ndo emprenhou no Ultimo ano?
(1) Sim

(0) N&o

Numero de fémeas que abortaram (entre) no Gltimo ano:

Numero de borregos/ cabritos que morreram durante o parto:

Numero de cabritos/ borregos que morreram antes de 1 més de vida:

Entre as doencgas abaixo, assinale aquelas que ocorrem no rebanho:

-~ o a0 T p

Mastite:

= @

Aborto:

Vermifugacao:

Conjuntivite:
Pneumonia:
Diarréia:
Helmintoses:

Mal do Carocgo:

Pododermatite:

Boqueira:

(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo

(1) pouco
(1) pouco
(1) pouco
(1) pouco
(1) pouco
(1) pouco
(1) pouco
(1) pouco
(1) pouco

(2) as vezes
(2) as vezes
(2) as vezes
(2) as vezes
(2) as vezes
(2) as vezes
(2) as vezes
(2) as vezes

(2) as vezes

(3) muito
(3) muito
(3) muito
(3) muito
(3) muito
(3) muito
(3) muito
(3) muito
(3) muito

(0) Nao faz (1) Estratégica (2) Tatica (3) Supressiva (4) Curativa

[l - MANEJO DO REBANHO

25.

26.

Adquiriu fémea reprodutora de reposicao nos ultimos 5 anos?

(0) N&o

(1) Sim

Adquiriu machos reprodutores de reposi¢ao nos ultimos 5 anos?

(0) N&o

(1) Sim



27.

28.

29.

30.

32.

33.

35.

36.

Qual a origem dos animais adquiridos?

) Propriedades vizinhas (mesmo municipio)
2) Outras propriedades (fora do municipio)
3) Feiras ou exposi¢cdes de animais

(4) Outros Estados

Realizou quarentena ou exames nos animais antes de introduzir no rebanho?
(0) Ndo (1) Sim, ambos. (2) Somente quarentena

(3) Somente exame.

J& vacinou os animais contra brucelose?
(0) Ndo (1) Somente os jovens. (2) Somente os adultos
(3) Todo o rebanho

Com que frequiéncia vacina?

(0) Nunca

(1) Raramente (menos de trés vezes nos Ultimos cinco anos)
(2) Vacinou uma vez nos ultimos cinco anos

(3) Todos os anos

IV - MANEJO REPRODUTIVO DO REBANHO
31.

Qual o tipo de manejo reprodutivo do rebanho?

(1) Monta natural ~ (2) Monta controlada (3) Inseminacao artificial

Qual a época (meses) de reproducéo/ paricao?

(0) o ano todo (nédo controla) (1) controla

Quantos borregos/ cabritos cada fémea produziu no dltimo ano?
(0) Nao sabe dizer (1)1 (2)2 (3)3

V - CARACTERISTICAS DA ORDENHA
34.

Local onde é realizada a ordenha?

(1) Curral (2) Plataforma de

ordenha

Utilizacdo do pré e pos-dipping?

(0) sim (1) ndo

Presenca de moscas no local da ordenha?

(0) sim (1) néo
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B: Bromelia laciniosa; C:

D: Selaginella convoluta; E: Amburana cearensis;

dice 2. Plantas da flora do bioma caatinga. A: Encholirium spectabile;

Apén

F: Hymenaea courbaril

Kill —

Neoglaziovia variegata;

Embrapa Semi-Arido).

(Fonte: Dr2. Lacia



