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ABSTRACT.- Costa E.O., Carvalho V M., Coutinho S.D., Castilho W. & Caramori L.F.L. 1985.
[Importance of Corynebacterium bovis in bovine mastitis aetiology in the State of Sdo Paulo,
Brazil.] Corynebacterium bovis e sua importncia na etiologia da mastite bovina, no Estado de
Sdo Paulo. Pesquisa Veterindria Brasileira 5(4): 117-120. Depto Med. Vet. Preventiva e Satide
Animal, Fac. Med. Vet. Zootec., Univ. S. Paulo, Av. Corifeu de Azevedo Marques 2720, Vila
Lageado, Sdo Paulo, SP 05340, Brazil.

Data on the isolation of Corynebacterium bovis from a study realized in dairy herds from 17
municipalities in the State of Sdo Paulo, Brazil, are presented and discussed. The microrganism
was isolated from 954 (32.5%) of the 2935 samples examined. The percentage of isolation in
the different municipalities varied from 0.0 to 73.6. Pure cultures were obtained from 28.2%
of the quarters showing clinical mastitis and from 27.5% of those with sub-clinical mastitis as
detected by the California Mastitis Test (CMT) and modified Whiteside test. In addition to
pure cultures, C. bovis was isolated together with Staphylococcus sp., Streptococcus sp.,
Pseudomonas sp., Enterobacteriaceae, Actinomycetales and others from 58.3% of the samples,
predominantely from quarters with mastitis. In outbreaks of C. bovis in three dairy herds, the
microdrganism was isolated from more than 70% of the samples, 78.8% of the isolations coming

from quarters with clinical or sub-clinical mastitis.

INDEX TERMS: Corynebacterium bovis, mastitis, bovine, S3o Paulo (State).

SINOPSE.- Sao apresentados e discutidos dados sobre o isola-
mento de Corynebacterium bovis no estudo realizado em pro-
priedades de exploragdo leiteira, de 17 municipios do Estado
de Sdo Paulo, Brasil. Este microrganismo foi isolado de 954
das 2935 amostras examinadas (32,50%). A porcentagem de
isolamento variou de 0,00% a 73,57% nos diferentes munici-
pios. Foi obtido em cultura pura em 28,18% de quartos com
mastite clinica e 27,45% daqueles com mastite sub-clinica
(detectados pelas provas de CMT e Whiteside modificado).
Além dos isolamentos em cultura pura, foi encontrado associa-
do a outros microrganismos, como Staphylococcus sp., Strep-
tococcus sp., Pseudomonas sp., Enterobacteriaceae, Actinomi-
cetales e outros, em 58,27% das amostras, predominantemente
de quartos com mastite. No presente trabalho sio também
relatados surtos por Corynebacterium bovis em trés proprieda-
des. Nestes surtos esse microrganismo foi isolado em mais de
70,00% das amostras, correspondendo 78,75% desses isolamen-
tos a quartos com processos de mastite clinica e sub-clinica.

TERMOS DE INDEXACAO: Corynebacterium bovis, mastite, bovinos,
Estado de Sao Paulo.
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INTRODUGAO

Assinalado por Mac Ewen & Cooper em 1947, foi considerado
por muito tempo como eventual comensal do fibere bovino. S6
em 1962, no trabalho de Cobb & Walley considerou-se Coryne-
bacterium bovis como patdgeno, com base nos seguintes ele-

‘mentos: observagdo de surto em propriedade de exploragdo

leiteira, sendo entdo isolado em cultura pura de leite, de quar-
tos com mastite clinica; prevaléncia de 31,26% em levanta-
mento realizado pelos autores em 2772 amostras; e principal-
mente, pela habilidade em determinar mastite clinica persisten-
te apos inoculagdo experimental intra-mamaria.

Forbes (1970), Black et al. (1972) e Bramley et al. (1976),
postularam que a presen¢a de Corynebacterium bovis poderia
constituir um mecanismo de controle bioldgico de mastite.
Com o intuito de comprovar esta hipotese, diversos pesquisa-
dores delinearam experimentos com o referido microrganismo,
ndo obtendo entretanto sucesso (Rainard & Poutrel 1982,
Brooks & Barnum 1984, Honkanen-Buzalski & Bramley 1984).

Pela literatura verifica-se que qualquer que seja a patogenia
de Corynebacterium bovis na etiologia das mastites, sua preva-
léncia é alta, sendo mesmo considerado em alguns trabalhos
como o agente mais prevalente (Brooks & Barnum 1983, Hon-
kanen-Buzalski et al. 1984).

O objetivo deste trabalho é relatar a ocorréncia de Coryne-
bacterium bovis entre os microrganismos mais freqiientemente
isolados, em estudo da etiologia de mastite bovina, realizado no
Estado de Sdo Paulo, no periodo de 1979 a 1984 e discutir o
significado destes dados.
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MATERIAL E METODOS

Durante o estudo realizado no periodo de 1979 e 1984, foram examina-
das 2935 amostras de leite bovino, de 26 propriedades, localizadas em
17 municipios do Estado de Sdo Paulo.

Foram utilizadas como prova da determinagdo do contedido celular
os métodos de CMT (Cdlifornia Mastitis Test), conforme Schalm &
Noorlander (1957) e Whiteside modificado, segundo técnica de Murphy
& Hanson (1942).

As amostras foram semeadas em agar infusdo cerébro coragdo (BHI),
“Mannitol Salt agar™, agar sangue esculina-acetato de tdlio-cristal viole-
ta, agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (100 mg/1). Apds 48-72
horas de incubagdo a 370C, observou-se o desenvolvimento de coldnias
pequenas, de coloragio creme, em BHI e “Mannitol Salt agar”. O exame
bacterioscépico corado pelo método de Gram indicou a presenca de
bastonetes delicados Gram positivos, alguns em forma de clavas dispos-
tos em paligada. Na identificagdo bioquimica desses microorganismos
utilizouse a prova de oxidagdo e fermentagdo em meio de Hughs &
Leifson; a produgdo de catalase, oxidase e urease; glicose acidificagdo;
motilidade em agar semi-sdlido; a resisténcia em meio contendo 8,5%
de NaCl. Os outros microrganismos isolados foram submetidos ds pro-
vas de identificagdo bioquimicas, culturais, morfoldgicas peculiares ao
género em questdo (Lenette et al. 1974). Sendo entdo classificados de
acordo com Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (1974).

RESULTADOS

As amostras classificadas como Corynebacterium bovis com-
portaram-se da seguinte forma frente as provas realizadas: oxi-
dagdo e fermentagdo negativas; catalase positiva, oxidase posi-
tiva, urease positiva, glicose acidificagdo positiva ou negativa,
motilidade negativa, crescimento posivito em meio contendo
alta concentragdo de NaCl.

Os resultados quanto a freqiiéncia de isolamento do agente
nos diferentes municipios estdo agrupados no Quadro 1, va-
riando de 0,00 (zero) no municipio de S3o Jodo da Boa Vista a
73,57% em Sdo Carlos. Observa-se que, das 2935 amostras exa-

Quadro 1. Isolamento de Corynebacterium bovis em levantamento
de mastite realizado em 26 propriedades de 16 municipios do Estado
de Sdo Paulo, 1979-1984

Corynebacterium
Municipios Total de
amostras NQ de amostras %

Araras 157 113 71,97
Atibaia 301 131 43,52
Avaré 377 067 17,77
Campinas 118 062 52,54
Colina 267 058 21,72
Fernanddpolis 040 002 5,00
Pindamonhangaba 275 082 29,81
Pinhal 069 014 20,28
Pirajui 023 001 434
Pirassununga 396 003 0,75
Salto Itd 183 053 28,96
S3o Carlos 352 259 73,57
Sdo Jodo B. Vista 066 000 00,00
Sio Paulo 046 003 6,52
Tambai 146 054 36,98
Tatufi 030 014 46,66
Tieté 089 038 42,69
Total 2.935 954 32,50
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minadas, isolou-se Corynebacterium bovis de 954, ou seja,
32,50%.

O Quadro 2 relaciona a intensidade do processo inflamaté-
rio, discriminando a ocorréncia de associagdo de C. bovis a
outros microrganismos. Assim verifica-se que de um total de
954 amostras de Corynebacterium bovis 41,71% foramisolados
em cultura pura e 58,27% associadas a outros microrganismos
(Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Ente-
robacteriaceae, Actinomicetales, fungos micelianos e leveduras).
Das amostras isoladas em cultura pura 55,63% determinaram
processos de mastite, sendo 28,18% mastite clinica e 27,45%
sub-clinica. A associagdo mais freqilentemente observada foi
com Staphylococcus sp. (31,65%). A associagdo de C. bovis e

-Streptococcus sp. traduziu-se em aumento da porcentagem de

mastite clinica em relagdo a esses agentes quando ocorrem iso-
lados, observando-se as seguintes porcentagens de mastite cli-
nica:

Corynebacterium bovis 28,18%

Streptococcus sp. 49,95%

e 60,19% pela associagdo desses agentes (Quadros 2 e 3).

No Quadro 4 estdo apresentados os dados referentes a dois
surtos registrados no transcorrer deste trabalho, em proprieda-
des dos municipios de Araras e S3o Carlos. Observou-se,
respectivamente, o percentual de 71,97 e 73,57% de isolamen-
to de Corynebacterium bovis do total de amostras examinadas,
correspondendo a casos de mastite clinica e sub-clinica em
Araras e Sd3o Carlos o percentual de 61,05% no primeiro e
78,75% no ultimo.

DISCUSSAO

Corynebacterium bovis, considerado como .um patbgeno
menor, de importincia secunddria na etiologia da mastite bovi-
na ou ainda para alguns autores como comensal do Gbere dos
bovinos Brooks e Barnum (1984), apresenta-se como um dos
mais prevalentes microrganismos em levantamentos realizados
em diferentes paises Coob & Walley 1962, Brooks et al. 1983,
Honkanen-Buzalski et al. 1984).

No presente estudo foi obtido o isolamento deste microrga-
nismo em 32,50% das 2935 amostras examinadas, nivel seme-
lhante ao assinalado por Cobb & Walley (1962), 31,0% em
2772 amostras. A porcentagem de isolamento variou entre as
regides, de 0,00% em Sao Jodo da Boa Vista a 73,57% em Sdo
Carlos. Brooks et al. (1983) também observaram variagdo am-
pla, 0 a 88%, nos niveis de ocorréncia por propriedade, e Hon-
kanen-Buzalski et al. (1984) registraram taxa média de infec-
¢80 de 53,9%. A semelhanga do observado neste estudo, quan-
do comparado com dados disponiveis em outros paises, sugere
a existéncia de um padrdo de infecgdo.

Esta alta prevaléncia, acentuada nos Gltimos anos, tem
determinado um crescente interesse no esclarecimento da pato-
genicidade deste microrganismo por pesquisadores de diferen-
tes nacionalidades envolvidas com a pecudria leiteira.

Forbes (1970), Black et al, (1972), Bramley et al. (1976)
além de ndo considerarem o agente patogénico, aventaram a
hipdtese de que a presenga de C. bovis protegeria o tbere de
infec¢Ges pelos chamados patogenos maiores (Staphylococcus
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aureus, Streptococcus agalactige e outros), constituindo um
mecanismo de controle biolégico de mastite.

Esta hipotese, entretanto, ndo foi confirmada, seja através
de delineamentos experimentais (Rainard & Poutrel 1982,
Brooks & Barnum 1983, Honkanen-Buzalski & Bramley 1984)
ou por observagdes de campo (Counter 1981, Honkanen-Bu-

zalski et al. 1984).
Deve-se considerar, entretanto, que desde 1962 Cobb &

Walley demonstraram de maneira clara que C. bovis exerce pa-
pel patogénico no tbere bovino. Verificaram alta prevaléncia
do microrganismo, isolando-o em cultura pura de mastite cli-
nica e reproduzindo experimentalmente esta afec¢do, por ino-
culagdo intra-mamadria do agente.

Os resultados do presente estudo, como exposto no Quadro
3, demonstram uma alta porcentagem de mastite clinica em
que o microrganismo foi isolado em cultura pura (28,18%),
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revelando seu potencial patogénico. Staphylococcus sp. e
Streptococcus sp. em cultura pura foram isolados em 35,40%
e 49,95%, respectivamente, de casos de mastite clinica. A ana-
lise do Quadro 2 permite verificar a ocorréncia de 31,45% de
mastite clinica por associagdo Corynebacterium bovis e Sta-
phylococcus sp. e 60,19% de mastite clinica por Corynebacte-
rium bovis associado a Streptococcus sp. Estes resultados por
si s6 refutam a hipGtese de que este microrganismo poderia
constituir um controle bioldgico de mastite como sugerido por
diversos autores (Forbes 1970, Black et al. 1972), Bramley et
al. 1976, Brooks et al. 1983).

Assertiva semelhante havia sido proposta em relagdo a
Staphylococcus epidermidis, sendo posteriormente demons-
trada a patogenicidade deste microrganismo na mastite bovi-
na, por Holmberg 1973, através de inoculagdo experimental,
bem como os prejuizos representados pela diminuigdo na pro-

Quadro 2. Ocorréncia de Corynebacterium bovis isolado e associado a outros microrganismos em
processos de mastite bovina em levantamento redlizado no Estado de Sdo Paulo, 1979-1984

Mastite
Portador Total
Amostras Clinica Sub-Clinica Total - ‘
No % N© % No % No % NO %
Corynebacteriumbovis(®) 115 28,18 112 2745 227 55,63 171 4436 398 41,71
Corynebacterium bovis
£ Staphylococeus 095 3145 096 31,78 191 6324 111 36,5 302 31,65
Corynebacterium bovis o) 6019 025 2427 087 8446 016 1553 103 9
+ Staphylococcus A ’ ’ 13, 10 10,7
Corynebacterium bovis
+ outros microrganismos (b) 071 47,01 049 3245 110 72,84 031 20,52 151 15,83
Total 343 3595 282 2955 665 69,70 329 34,48 954 100,00

(2) 1solados em cultura pura.

(b) Bactérias, fungos micelianos e leveduras.

Quadro 3. Corynebacterium bovis, Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. relacionados a intensidade
do processo inflamatério em levantamento etiologico de mastite bovina, no Estado de Sdo Paulo,
1979-1984

Mastite

Portador Total

Amostras(® Clinica

Sub-Cll'nipa

Total

N° %  No

% No % No % N@ %

Corynebacterium bovis 115 28,18 112
Staphylococcus sp. 245 35,30 211
Streptococcus sp. 208 4995 104

(@) Isolados em cultura pura.

2745 227 5563 171 4436 398 13,58
3040 456 65,70 238 3429 694 23,64
2452 312 73,58 056 13,20 424 1444
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Quadro 4. Ocorréncia de mastite bovina por Corynebacterium bovis sob a forma de surto em propriedades
dos municipios de Araras e Sdo Carlos, Estado de Sdo Paulo

Mastite
- Total de  Corynebacterium bovis Portadores
Municipios amostras % Clinica Sub-Clinica Total %
% % %
Araras 157 71,97 35,39 25,66 61,05 38,93
S4o Carlos 352 73,57 40,92 37,83 78,75 21,23

dugdo leiteira, em quartos infectados por Staphylococcus
epidermidis, foram bem caracterizados no trabalho de Lange-
negger et al. (1981).

Em rela¢do a diminui¢do da produgdo de leite em quartos
infectados por Corynebacterium bovis, Natzke et al. (1972) ve-
rificaram um decréscimo de 857 kg em 365 dias de lactagdo,
em vaca com um quarto infectado por Corynebacterium bovis.
Sendo observado nas mesmas condi¢Ses um decréscimo de 760
e 878 kg em quartos infectados, respecticamente, com Staphy-
lococcus sp. e Streptococcus sp.

Concluindo, a alta prevaléncia indica uma alta infectividade
do agente; o isolamento em cultura pura de casos de mastite
clinica e sub-clfnica reflete a patogenicidade deste microrga-
nismo. A ocorréncia sob forma de surtos (Cobb & Walley 1962,
Counter 1981) e a observada no presente estudo em proprieda-
des dos municipios de Sdo Carlos e Araras (Quadro 4), demons-
tram a interagdo destas duas caracteristicas do agente, ainfecti-
vidade e patogenicidade. Somando-se a estes aspectos o prejui-
zo determinado pela diminui¢#o. da produgdo leiteira (Natzke et
al. 1972), torna-se evidente o risco real representado por Cory-
nebacterium bovis no desenvolvimento da pecuaria leiteira. Evi-
denciando a necessidade de adogdo de medidas profilaticas,
como desinfecg@o de tetos pos-ordenha e instituigdo de terapia
ao fim de lactagdo, praticas estas que se mostraram eficientes
como registraram varios autores (Brooks et al. 1983, Honka-
nen-Buzalski 1984).

Honkanen-Buzalski et al. (1984) referiram que as infecgdes
naturais por Corynebacterium bovis sao persistentes, a menos
que os quartos infectados sejam tratados com antibioticos, res-
saltando a deficiéncia de publicagdes quanto A resposta tera-
péutica. No surto ocorrido em propriedade do municipio de
Sdo Carlos, apds tratamento com antibidticos selecionados
através de antibiograma das amostras isoladas, observou-se di-
minui¢do do percentual de 78,85 de mastites para 3,95%,
sendo que estes casos persistentes corresponderam a mastites
onde Corynebacterium bovis estava associado a outros agentes.
No trabalho de Costa et al. (1985) verificou-se que as amostras
de Corynebacterium bovis isoladas de mastite bovina apresen-
taram ‘“‘in vitro” alta sensibilidade aos antimicrobianos tes-
tados.
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