CIRCULAR TECNICA DO MESTRADD PROFISSIONAL EM DESENVOLVIMENTO RURAL  ISSN: 2675-017)

LIRCULAR
TECNICA V2 NI

MPDR

Autores*

Rodrigo Carvalho Bicalho
Tiago Tomazi

Lucas Carvalho Siqueira
Patricia Wolkmer

Chester Patrique Batista

CULTURA MICROBIOLOGICA NA FAZENDA PARA
TRATAMENTO DE MASTITE CLINICA REDUZ D LSO DE
ANTIBIOTICOS SEM AFETAR OS INDICES
PRODUTIVOS

0 que & um programa de cultura microbioldgica de

leite na fazenda (PCF)?

[ uma estratégia de manejo utilizada na fazenda, a qual se baseia no uso
de técnicas |aboratoriais simplificadas para identificar de forma répida o
agente causador da mastite clinica (MC). Com base nos resultados da
cultura microbioldgica  observados entre 6-24 horas apds a inoculagéo
da amostra de |eite, esta ferramenta diagnastica permite o uso mais
racional de antimicrobianos através do tratamento seletivo dos casos de
mastite no rebanho. £ importante salientar que & necessario considerar a
gravidade dos sinais clinicos apresentados pelo animal acometido (Figura
) antes de inclui-lo no protocolo de terapia seletiva. Apenas vacas com
sinais clinicos leves e moderados devem ser consideradas para cultura
microbiolagica.

As vacas com sinais clinicos graves devem ser tratadas com antibidticos
e receber terapia de suporte (por exemplo, anti-inflamatarios e
fluidoterapia) o mais répido possivel para reduzir o risco de septicemia e

maorte.
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Figura 1 - Escores de gravidade da mastite clinica.

Por qué realizar o tratamento seletivo de MC em rebanhos leiteiros?

A resposta para essa pergunta é simples e objetiva: nem todos os casos de mastite clinica necessitam de tratamento
com antibidticos. Estudos realizados em fazendas de diversos paises, incluindo o Brasil, relataram que entre 35 e 00%
das amostras de |eite coletadas no dia do diagndstico da MC apresentaram cultura negativa (Dliveira et al., 2013, Tomazi
et al., 2018). Nestes casos, o uso de antibigticos néo é justificado, visto que o microrganismo causador ndo esta mais
ativo na glandula mamaria. Além disso, até 80% dos casos leves e moderados de MC causados por bactérias Gram-
negativas tém cura espontanea, ou seja, o sistema imunoldgico da vaca é capaz de combater o agente infeccioso sem
qualquer intervengéo humana. Estudos recentes realizados na Universidade de Cornell (EUA) demonstraram que o uso
de ceftiofur para tratamento de casos de MC causados por £schericha coli(bactéria Gram-negativa mais frequente em
casos de MC) ndo aumentou a taxa de cura clinica da doenga, assim como néo teve efeito na eliminagéo do patdgeno e
na carga bacteriana do leite em comparagdo com casos ndo tratados com antimicrobianos (Ganda et al., 206, Ganda et
al., 2017). A frequéncia de MC causada por bactérias Gram-negativas tem grande variagéo (20-60%) entre rebanhos
|eiteiros, sendo afetada principalmente pela higiene de ordenha e locais onde as vacas transitam e sdo alojadas. Com
base no preposto, o uso de antibidticos & justificado em apenas 30-40% dos casos diagnosticados, os quais tém como
causa principal patdgenos Gram-positivos, em especial Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.

Estudos recentes tém demonstrado que a realizagéo de tratamento seletivo de MC promove a redugéo do uso
de antimicrobianos sem afetar negativamente a eficécia da terapia ou a saide e potencial de produgio das vacas
|eiteiras. Em um estudo realizado no Brasil, o tratamento de vacas com MC baseado em um PCF reduziu em 63% o uso

de antimicrobianos sem afetar a cura clinica e bacterioldgica de vacas (Santos e Tomazi, 2016). Do total de casos que

ndo receberam tratamento antimicrobiano, apenas 4,7% necessitaram de intervengio antimicrobiana por néo
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apresentarem melhora do quadro clinico. Destes, 7.2% tiveram isolamento de bactérias Gram-negativas e 2.9% néo
apresentaram crescimento na cultura realizada na fazenda. Dutros beneficios do tratamento seletivo de ML a redugéo
do custo total com tratamento e mao-de-obra, redugéo dos riscos de residuos de antimicrobianos no leite, e redugéo

do risco de selegdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos.

A quem se aplica e quando implantar?

A realizagéo de cultura na fazenda para o uso seletivo de antibidticos deve ser considerada como uma estratégia de
refinamento no controle da mastite, e néo a solugdo dos problemas do rebanho. Programas de cultura na fazenda tém
pouco ou nenhum efeito sobre a prevengéo de infecgies intramamérias. Ou seja, quando bactérias sdo identificadas na
cultura microbiolagica do leite, o quadro infeccioso e inflamatdrio j& ocorreu na vaca. Portanto, os maiores beneficios
da prética sdo observados quando o rebanho ja possui um bom programa de controle de mastite. Dentre as praticas
preventivas contra a doenga estdo o uso de boas praticas de manejo de ordenha, adequada higiene de alojamentos e
instalagiies, boa nutrigéo, e vacas em conforto e bem-estar.

Além disso, os trabalhadores da fazenda devem ser capacitados e estarem motivados a incluir mais uma atividade na
sua (j4 corrida) rotina digria. 0 diagndstico confidvel de cultive microbioldgico & dependente de procedimentos
cuidadosos de assepsia que iniciam na desinfecgéo do teto, passam pela coleta, acondicionamento e inoculagio da
amostra de |eite, até chegar a leitura e interpretagéo dos resultados. Portanto, além dos recursos financeiros e de
instalagiies para a implantagdo de um programa de cultura na fazenda, & importante ter pessoas com capacidade,
interesse e tempo de realizar essa nova tarefa.

Uma vez certificado que a fazenda tem o perfil necessério para implantagio de um programa de cultura, & hora de
definir o nivel de diagndstico que se pretende atingir: sera utilizado um método para identificagio microbioldgica em
nivel de grupo bacteriano (Gram-positivos, Gram-negativos ou cultura negativa; Figura 2) ou em nivel de espécie?
Independente da escolha, & essencial que se tenha um conhecimento minimo das bactérias mais prevalentes em casos
de mastite no rebanho. |sso & importante para descartar a presenga de patdgenos contagiosos como Strep. agalactiae
e Staph. aurevs. Tais microrganismos exigem estratégias de controle mais drésticas como 44z terapia, segregagio
para a ordenha, e até mesmo o descarte de vacas. Alem disso, a frequéncia de resultados falso-negativos em anélises
de cultura do leite pode chegar a 40% dependendo da cepa de Staph. aureus prevalente no rebanho. Portanto, antes de
se fazer o investimento para implantagdo de um programa de cultura na fazenda, & recomendavel coletar amostras de
vacas com histdrico de alta CCS ou reativas ao teste de CMT para descartar a presenga de patdgenos contagiosos no

rebanho.
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Fazendas de maior sucesso na implantagdo e manutengéo de um programa de cultura na fazenda sdo aquelas que
realizam adequado manejo preventivo de mastite no rebanho, com baixa ou nenhuma prevaléncia de patdgenos

contagiosos, e com trabalhadores motivados e satisfeitos com o trabalho que desempenham na fazenda.

Principais bactérias

‘ [ causadoras de mastite ] '

[ Gram-positivas ] [ Gram-negativas ]

/ Contagiosas \ / Ambientais \ / Coliformes \ (Nﬁo-coliformes\

« Staph. aureus * Staphyvlococcus spp. * FEscherichia coli * Pseudomonas spp.
« Strep. agalactiae « Strep. uberis * Klebsiella spp. « Serratia spp.

« Strep. dysgalactiae * [Enterobacter spp. * Pasteurella spp.

* Enterococcus spp. « Citrobacter spp.

k -/ {Lacmcoccus spp. / \ / K /

Figura 2 - Classificagéo das principais espécies bacterianas causadoras de mastite em vacas leiteiras.

0 que é preciso para implantar o PCF?

Primeiramente, & necessério definir uma area para instalagdo do laboratdrio. Resumidamente, deve ser um ambiente
limpao, iluminado, sem grandes flutuagies de temperatura e com pouca circulagdo de pessoas. Dois equipamentos séo
essenciais em um laboratdrio de cultura na fazenda: (a) geladeira com freezer; (b) estufa microbioldgica. A geladeira
deve ser usada apenas para armazenar os meios de cultura e as amostras de |eite que serdo inoculadas no dia da coleta.
Por outro lado, a estufa deve ser capaz de manter a temperatura estavel (35-37°C) e umidade adequada para promover
o crescimento bacteriano.
Alem dos equipamentos, os sequintes materiais de consumo séo necessarios para realizagio de procedimentos de
cultura na fazenda:

e  Meios de cultura apropriados para promover o crescimento de patdgenos causadores de mastite;

e luvas descartaveis;

e [anetas para marcagéo das placas;

e Racks (grades) para colocagéo das amostras;

e Suabes ou algas descartaveis estéreis;
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e [esinfetantes de superficie (ex., dlcool 70% indado).
Somado a tudo isto, & necessério realizar a capacitagio da equipe que realizara a atividade no rebanho, além da

constante orientagéo de um médica veterinario.

Quais meios de cultura podem ser utilizados?

Nas iltimas décadas, foram desenvolvidos diversos meios de cultura para uso em PCF, os quais possibilitaram a
identificagéo de grupos de microrganismos causadores de mastite, ou até mesmo o diagnastico em nivel de espécie. s
principais meios de cultura utilizados em PCF e suas respectivas caracteristicas estdo descritas abaixo.

Meia de cultura néo seletiva (Agar sangue): possibilita o crescimento de qualquer microrganismo aerdbio presente
no leite (Figura 3). Meios de cultura néo seletivos permitem identificar a presenga ou auséncia de bactéria na amostra

de leite.

Figura 3 - Placas compostas pelo meio de cultura Agar sangue (néo-seletivo) sem crescimento microbiano (A) e com

crescimento de diferentes espécies bacterianas (B e C).

Placas bipartidas (Agar sangue/MacConkey): as biplacas séo compostas por um meio ndo-seletivo (Agar sangue)
em uma das metades, enquanto a outra & composta por meio seletivo para bactérias Gram-negativas (Agar MacConkey).

Esta placa permite identificar trés tipos de resultados, conforme ilustrado na Figura 4.

BICALHD et al. Lultura microbioligica na fazenda para tratamento de mastite clinica reduz o uso de antibigticos sem
afetar as indices produtivas. Lircular Técnica do Mestrado Profissional em Desenvalvimenta Rural, v.2, n. 1. 2020



CIRCULAR TECNICA DO MESTRADD PROFISSIONAL EM DESENVOLVIMENTO RURAL  ISSN: 2675-017)

4 )
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Auséncia de crescimento
microbiano

%
| | Crescimento de coldnias

morfologicamente semelhantes
\em ambos os meios de cultura )

o I

Bactérias Gram-positivas

/
actérias Gram-negativas

Crescimento apenas no meio
nao-seletivo (Agar sangue)

Figura 4 - Interpretagéo dos resultados de cultura em placas bipartidas (Agar Sangue/ MacConkey).

Meias cromogénicos seletivas - esta ¢ a tecnologia de cultura na fazenda mais moderna disponivel atualmente. Nestes
meios, os substratos cromogénicos especificos séo clivados por enzimas produzidas pelas espécies bacterianas, os
quais permitem a identificagio dos principais patdgenos causadores de mastite em nivel de espécie (Figura 9). No
mercado brasileiro existem diferentes produtos comerciais, e a interpretagéo das cores deverd sequir recomendagies
do fabricante das placas. Dentre as possibilidades de meios cromogénicos disponiveis no Brasil, a placa Accumast®
(FERA, Diagnostics and Biologicals, EUA) apresentou a melhor precisao de diagndstico quando comparada a outros trés
meios de cultura disponiveis nos EUA. Um dos diferenciais desta placa é capacidade de armazenamento em temperatura
ambiente (22°C) por até B meses. Ao comparar indicadores de eficacia com o tratamento sem cultivo prévio, o uso da
placa Accumast[® resultou nos seguintes beneficios:

e  £7% em média na redugéo de uso de antibiaticos

e 49% de aumento na taxa de cura aos 2! dias apds o diagndstico

e 12.4% de redugo na taxa de descarte/morte de vacas aos BO dias apds o diagndstico

e 7.9 dias a menos das vacas acometidas no lote de hospital da fazenda

e 71.4% de redugo na incidéncia de MC. Este resultado esté associado com a redugéo de casos recorrentes

devido ao uso de tratamentos mais assertivos.
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Figura 3 - Meio de cultura cromogénico (Accumast®), o qual possibilita a identificagéo e diferenciagéo das principais

espécies bacterianas causadoras de mastite de acordo com a coloragéo do crescimento das coldnias.

Buadro 1 - Caracteristicas e potencial diagndstico dos principais meios de cultura utilizados em programas de tratamento

seletivo de MC em rebanhos leiteiros

_ Meio nao seletivo | Placas bi-partidas | Meios cromogénicos

Nivel de diagnéstico Presenca/auséncia Grupo Espécie

Interpretacio Positivo/negativo Sem crescimento Sem crescimento
Bactérias Gram-positivas Espécie bacteriana
Bactérias Gram-negativas

Custo $ $$ 588

Quem nao tratar Cultura negativa Cultura negativa Cultura negativa
Bactérias Gram-negativas  Bactérias Gram-negativas
Espécies nio responsivas aos

antibiéticos
Estimativa de redugdo de 30-40% Aproximadamente 60%  Mais de 60% (dependendo do
antibidtico protocolo adotado).
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Programas de cultura na fazenda

Ao escolher entre o programa de cultura a ser implantado, & importante considerar atributos relacionados aos meios
de cultura (Quadro 1) como: precisédo do teste, custo, prazo de validade, condigies de armazenamento, facilidade de uso
e suporte técnico oferecido pelo fabricante. Entretanto, o mais importante & definir qual o nivel de diagndstico se
necessita atingir no rebanho. Isso iré depender dos protocolos de tratamento a serem adotados e da capacitagao dos
responsaveis pela realizagéo e interpretagio dos resultados de cultura. Se a escolha for tratar todos os casos de
mastite com crescimento bacteriano, o uso de um meio ndo seletivo serd suficiente. No entanto, comao o nivel de
diagnastico é baixo, recomenda-se o tratamento das vacas com culturas positivas com antibiaticos de amplo espectro.
Por outro lado, se o protocolo de tratamento de mastite em uma fazenda determinar que apenas os casos com
identificagdo de bactérias Gram-positivas serdio tratados com antibioticos, um sistema de cultura que permita
diferenciar entre o grupo bacteriano (Gram-positivo vs. Gram-negativo ou sem crescimento) serd necessario. Por fim,
em um programa mais refinado, em que a fazenda usara protocolos de tratamento especificos com base na resposta
das espécies bacterianas aos antibiaticos, um sistema que permita a diferenciagio de espécies (meios cromogénicos)
serd a melhor opgéo. Na figura B, esta apresentado um fluxograma de sugestdo de abordagem terapéutica em vistas

dos resultados obtidos nas culturas microbioldgicas.

Mastite clinica

\.
(i ) (e ) F

Cultura
microbiolégica
(leitura 24 horas)

| Gram-positiva I Cultura mista [ Gram-negativa ] [Sem crescimentu] Recolocar placa
ou na estufa
Contaminacio
Diagnostico de espécies _
. P eitura 24h apos
[ (meios cromogénicos) ] m I
Tratamento com Crescimento
antibiotico

Sem melhora do
quadro clinico
em 36 horas Tratamento com
antibidtico

Figura B - Esquema ilustrando um PCF para tratamento seletivo de mastite.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Protocolos de tratamento de mastite sdo mais eficazes quando baseados no diagnastico do patdgeno causador.
Programas de cultura na fazenda permitem o uso mais responsével de antimicrobianos em rebanhos |eiteiros, sem
afetar negativamente a frequéncia de novos casos de mastite e os indices de produtividade e qualidade do |eite. Antes
de implantar estas estratégias, & essencial consultar um especialista em controle de mastite. o qual poderé auxiliar o

produtor na escolha do programa mais adequado para a realidade e situagdo do seu rebanho.
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