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RESUMO

A mastite bovina constitui-se num processo inflamatério da glandula
mamaria, com evolucdo aguda a crbnica; ocorre quando um agente
infeccioso agride a glandula mamaria. Caracteriza-se por alteracdes fisicas,
guimicas e sensoriais do leite, provocadas por microrganismo que invadem a
glandula mamaria e provocam modificacdes patolégicas no tecido glandular.
A mastite pode ser classificada quanto a forma de apresentacéo, em clinica
ou subclinica. A forma clinica observa-se varios sintomas como secrecao de
leite com grumos, pus ou de aspecto aquoso, tetos e Ubere apresentando
edemaciados, rigidos e febris. Na forma subclinica os sinais na glandula
mamaria e no leite sdo inaparentes. A mastite constitui uma das principais
causas de perdas econdmicas nas exploragdes de bovinos leiteiros, devido
principalmente a reducao na producéo de leite, alteracdes na composicéo e
aumento da contagem de células somaticas (CCS). Objetivou-se neste
trabalho, avaliar a prevaléncia das principais bactérias causadoras da mastite
bovina (clinica e subclinica), e verificar o perfil de sensibilidade dos agentes a
diversos antimicrobianos da mastite clinica. Os agentes mais isolados da
mastite clinica foram Streptococcus uberis e Staphylococcus aureus e o
antibiograma demonstrou uma maior eficacia dos principios ativos linezolid,
amikacina, gentamicina e imipenene, frente aos agentes isolados. Na mastite
subclinica Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis e Staphylococcus
sp foram os agentes mais frequentemente identificados e que determinaram
maiores valores médios de CCS. A CCS média dos rebanhos com mastite
subclinica foi de aproximadamente 743 x 10%cel/mL. O estudo foi realizado
em oito propriedades leiteiras, localizadas no Estado de Goias. Os resultados
encontrados foram analizados pela andlise de frequéncia. Conclui-se que 0s
resultados obtidos ressaltam a importancia da avaliacdo do perfil de
sensibilidade de microrganismos causadores de mastite clinica em cada
rebanho estudado, possibilitando maior precisdo na prescricao
medicamentosa para os futuros casos de mastite clinica e a terapia da vaca
seca. E importante também a utilizacéo de outras técnicas como a de PCR
em tempo real para a deteccao dos principais microrganismos causadores de
mastite subclinica, a qual pode ser indicada como método a ser utilizado na
rotina, devido a sua especificidade, fornecendo um diagndstico bacterioldgico
preciso.

Palavras-chave: mastite bovina, antibiograma, CCS, agentes etioldgicos, leite.
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ABSTRACT

The bovine mastitis consists of an inflammation of the mammary gland, with
acute to chronic evolution, which occurs when an infectious agent attacks the
mammary gland. It is characterized by physical, chemical and sensory
alterations of the milk, caused by microorganisms that invade the mammary
gland and cause pathological changes in the glandular tissue. Mastitis can be
classified according to the form of presentation as clinical or subclinical. Several
symptoms are observed in the clinical form of the disease such as the secretion
of milk with lumps, pus or watery aspect, and edemaciated stiff and febrile teats
and udder. On the other hand, no symptoms can be observed in the mammary
gland and milk in subclinical cases. Mastitis is a major cause of economic
losses in dairy cattle farms, mainly due to reduced milk production, changes in
the composition and increased somatic cell count (CCS). The objective of this
study was to evaluate the prevalence of the main bacteria that cause (clinical
and subclinical) bovine mastitis, and to check the sensitivity to various
antimicrobial agents of clinical mastitis. The agents most frequently isolated
from clinical mastitis were Streptococcus uberis and Staphylococcus aureus
and the antibiogram demonstrated greater sensitivity and efficacy of the active
principles linezolid, amikacin, gentamicin and imipenen regarding the isolated
agents. In subclinical mastitis Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis
and Staphylococcus sp. Were the agents most frequently identified and that
determined the highest mean values of CCS. The average CCS of cows with
subclinical mastitis was approximately 743 x 10° cs/mL. The study was
conducted in eight dairy farms in the State of Goias. The results were obtained
by frequency analysis. In conclusion, that the results emphasize the importance
of assessing the sensitivity profile of microorganisms that cause clinical mastitis
in each herd studied allowing greater precision in medication prescription for
future cases of clinical mastitis and for dry cow therapy. The use of other
techniques such as real time PCR is also important for the detection of the main
microorganisms causin subclinical mastitis, which can be indicated as a routine
method, due to its specificity, providing a precise bacteriological diagnosis.

Keywords: bovine mastitis, sensitivity, CCS, etiologic agents, milk.



1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca no cenario mundial como o segundo maior rebanho
bovino, com 202 milhdes de cabecas. Cerca de 10% esta destinada a producao
leiteira, 0 que em 2008 totalizavam 23 milhdes de vacas em ordenha, com a
producéo de 30 bilhdes de litros/ano (FAO, 2010)

O Brasil € considerado, pelos dados de 2010, o quinto maior produtor
mundial de leite, porém, apresenta uma baixa produtividade (1,3 ton/vaca/
ano), muito aquém de paises como Estados Unidos (9,6 ton/vaca/ano) e
Holanda (7,3 ton/vaca/ano), onde o regime intensivo prevalece, mas também
de paises como a Argentina (4,5 ton/vaca/ano) e Nova Zelandia (3,5 ton/vaca/
ano), cujo regime de criacdo é baseado em pastagens (FAO, 2010). Dentre os
fatores que se somam para justificar a baixa produtividade das vacas no Brasil
esta o fato de que os animais e 0s sistemas que sao utilizados nao estédo
adequados para a producéo de leite (COSTA, 2002).

Em termos de participacdo regional tem-se que o Sudeste do pais
concentrou 40,5% da aquisicdo de leite cru, o Sul 32,0% e o Centro-Oeste
15,4% tomando por base o 1° trimestre de 2011. O estado de Goias contribuiu
com uma producdo de 623.687 mil litros de leite no 1° trimestre de 2011(IBGE,
2011).

De acordo com dados do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) no ano de 2009 (TABELA 1), estimou-se a produc¢ao de
leite no Brasil em 31,12 bilhdes de litros de leite, com uma taxa de crescimento
anual de 1,95% (PRODUCAO, 2010).

TABELA 1. Projecao de producao, consumo e exportacao de leite do Brasil, no
periodo de 2008 a 2015.

Leite em bilhdes de litros (Projecéo)

Ano Producao Consumo Exportacao
2008/2009 30,4 26,58 1,05
2009/2010 31,12 27,33 1,10
2010/2011 31,80 27,93 1,18
2011/2012 32,46 28,52 1,27
2012/2013 33,12 29,11 1,35
2013/2014 33,78 29,71 1,44
2014/2015 34,45 30,30 1,52

Fonte: Elaboracdo da AGE/MAPA com dados do LSPA/IBGE, USDA e
Embrapa Gado de leite (2010)



Com o objetivo de melhorar a qualidade do leite enquanto matéria-prima,
o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento instituiu a instrugdo
normativa n°51 (IN 51) de 18 de setembro de 2002. Através da qual, o
processo de coleta de leite cru passa a ser feito por caminhdes isotérmicos, a
granel, ndo sendo mais permitido o transporte de leite da propriedade ao
laticinio em latbes e sem refrigeracdo. Excecdo se faz aos produtores que
ordenham as vacas uma vez ao dia e que entregam o leite no resfriador
comunitario, posto de resfriamento ou industria processadora até duas horas
apos ordenha.

A qualidade do leite € fundamental para as industrias e consumidores,
tendo em vista sua grande influéncia nos habitos de consumo e na produc¢ao
de derivados. O leite € submetido a testes de avaliacdo, quantidade de células
somaticas e de unidades formadoras de colénias de bactérias (UFC), para
verificar a sua qualidade. S&o efetuadas andlises, conforme as normas
vigentes, visando garantir produtos com 0 menor risco possivel para a
populacao (TABELA 2).

TABELA 2 - Requisitos microbiologicos e de Contagem de Células Somaticas
a serem avaliados pela Rede Brasileira de Laboratérios de Controle da
Qualidade do Leite

indice medido | A partir de |A partir de|A partir de | A partir de
(por 01/7/2008 até | 01/01/2012 até | 01.7.2014 até | 01.7.2016
propriedade 31/12/2011 30/6/2014 30.6.2016 Regibes: S /
rural ou | Regides Regibes Regibes: S/SE/|SE | CO
tanque S/ISE/CO. A | SISE/CO. A | CO A partir de
comunitario) partir de | partir de | A partir de | 01.7.2017
01/7/2010 até | 01/1/2013 até | 01.7.2015 a | Regides: N /
31/12/2012 30/6/2015 30.6.2017 NE
Regides: N/NE Regides N/NE Regides: N/ NE
CPP (UFC/mL) | Mé&ximo de | Maximo de | Maximo de | Maximo de 1,0
7,5x10° 6,0x10° 3,0x10° x 10°
CCS (CS/mL) Maximo de 7,5 x | Maximo de 6,0 x | Maximo de 5,0 x | Maximo de 4,0
10° 10° 10° x 10°

Fonte: Instrucdo Normativa 62 de 29/12/2011 do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento.

Tanto na produgédo quanto na industrializagdo do leite, um dos fatores

gue mais reduzem a qualidade e a quantidade do produto obtido € a mastite. A




mastite bovina € a inflamacédo da glandula mamaéaria, que se caracteriza por
uma alteracdo fisica, quimica e organoléptica do leite e por modificacdes
patologicas no tecido glandular (CORREA et al.,2006).

O conhecimento sobre os agentes causadores de mastite € importante
para reduzir os prejuizos associados a estas afeccdes e para a definicdo de
estratégias de controle da mastite, resultando em melhorias consideraveis da
qualidade do leite.

Em relacdo a intensidade do processo inflamatorio a mastite pode ser
classificada em: clinica ou subclinica. A forma clinica pode ser aguda,
subaguda ou cronica. As formas de evolugdo clinica aguda e subaguda
apresentam na glandula mamaria a sintomatologia classica do processo
inflamatorio, facilmente evidenciaveis pelo exame clinico: edema, dor, calor,
rubor. Na clinica subaguda a intensidade dos sintomas de inflamacédo na
glandula maméria é discreta, mas ha modificagfes visiveis no leite, observam-
se grumos, filamentos, pus e as vezes, a secre¢cdo apresenta-se sanguinolenta.
Na forma clinica crénica observa-se modificacdo na textura da glandula, ha
fibrosamento pela substituicdo do tecido glandular produtivo por conjuntivo e
observam-se alteragBes na secrecao do leite. A mastite subclinica caracteriza-
se pela diminuicdo da producdo leiteira, sem que, contudo, se observem sinais
de processo inflamatorio ou fibrosamento (BRADLEY, 2002; RADOSTITS et al.,
2007; SANTOS & FONSECA, 2007; TOZZETTI et al., 2008). Esta forma de
manifestacdo da mastite é a responsavel pelos maiores prejuizos na producdo
leiteira; estima-se que, para cada vaca com mastite clinica, existam em média
sete, ou mais, com mastite subclinica (SANTOS & FONSECA, 2007).

As identificacbes dos agentes infecciosos em amostras de leite podem
ser feitas através de técnicas microbiolégicas, as quais constituem métodos
auxiliares no monitoramento das mastites, pois preservam a viabilidade dos
microrganismos presente na amostra. Técnicas de microbiologia convencional
que fazem o isolamento do agente microbiano e a identificacdo bioquimica
levam em média dois a trés dias, até mesmo semanas para 0 resultado.
Portanto varias técnincas tém sido desenvolvidas para que acelerem o0s
processos, como € o caso dos métodos moleculares que sdo mais rapidos,
especificos, sensiveis e precisos (YANG et al., 2001; VERSALOVIC & LUPSKI,
2002).



A determinacdo da etiologia da mastite em rebanhos leiteiros permite
estabelecer os pontos criticos e, portanto, a partir deste conhecimento poder-
se-a estabelecer medidas de prevencéo efetivas para o controle da afeccéo.

A mastite pode ser classificada como contagiosa ou ambiental de acordo
com o tipo de microrganismo causador das infeccbes nos rebanhos
(ESSLEMONT & KOSSAIBATI, 2002), a mastite normalmente ocorre em
resposta a infeccdo intramamaria, principalmente bacteriana, mas também
micoplasmatica, micética (fungica), ou infeccbes por algas. As principais
bactérias causadoras da mastite sdo Staphylococcus aureus, Enterococcus sp.,
Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae,
Staphylococcus sp., Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis,
Arcanobacterium pyogenes, Peptoniphilus indolicus, Klebsiella sp., Serratia
marcescens, Mycoplasma (BEER, 1999; PHILPOT & NICKERSON, 2002;
BUENO et al., 2006; RADOSTITS et al., 2007).

No Brasil predominam as mastites de etiologia contagiosa o que indica
gue o principal momento de transmissdo € a ordenha, portanto, ado¢cdo de
medidas preventivas efetivas corrigindo eventuais falhas no manejo da
ordenha, provavelmente obter-se-ia reducdo da prevaléncia e incidéncia a

niveis desejaveis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Qualidade do leite

A perda de qualidade do leite assume destaque no que se refere a
saude publica. No Brasil, sdo freqlentes os casos de doencgas associadas ao
consumo de leite cru ou de derivados produzidos com leite contaminado com
microrganismos patogénicos (FAGUNDES & OLIVEIRA, 2004).

A producdo de leite de alta qualidade deve ser a prioridade para
estabelecer um mercado forte para o leite e derivados, uma vez que a
qualidade do leite cru determina a dos produtos lacteos (SANTOS;
BERGMANN, 2003).

Segundo FONSECA & SANTOS (2000) a contaminacao microbiana do
leite in natura pode ocorrer por vias enddgenas, decorrentes de infec¢cdes dos
animais, incluindo os processos inflamatérios da glandula mamaria, ou por vias
exdgenas, com destaque para superficie exterior do Ubere e dos tetos, as maos
do ordenhador, os utensilios e equipamentos de ordenha e as condi¢fes de
armazenamento do leite.

O leite apresenta uma composicdo rica em proteinas, vitaminas,
gordura, carboidratos e sais minerais (principalmente calcio), sendo fonte
essencial a saude do homem. A composicdo média do leite consiste em 87,4%
de 4gua e 12,6% de sdlidos totais, sendo 3,9% de gordura, 3,2% de proteina,
4,6% de lactose e 0,90% de minerais e outros solidos (WALSTRA et al., 1987).
Quanto maior for a concentracdo de sdlidos no leite, maior serd o rendimento
dos derivados lacteos. Leite com alta contagem de células sométicas (CCS)
afeta negativamente a producdo de leite em pd, manteiga e leite UHT,
reduzindo a vida de prateleira, e produzindo sabores indesejaveis. Com relacao
a saude publica, a medida que ha aumento de CCS do rebanho, maior € a
probabilidade de serem encontrados residuos de antimicrobianos no leite
(SOUZA et al., 2004).

O mercado interno e externo esta mais exigente. Considerando néao
somente o ganho financeiro adquirido com a producéo de leite de alto padrao,
a melhoria na qualidade deste produto reflete a maior eficiéncia da producgéo

nas propriedades rurais e eleva o rendimento dos produtos lacteos na industria.



Consequentemente, esta eficiéncia beneficia o negdcio destas empresas e da
cadeia de leite como um todo (NASCIMENTO et al., 2001; NERO et al., 2005).

2.2. Mastite bovina

A mastite bovina constitui-se num processo inflamatério da glandula
mamadria, com evolucdo aguda a crbnica, ocorre qguando um agente infeccioso
agride a glandula mamaéria, caracterizada pela reducdo da secrecéo de leite e
mudanca de permeabilidade da membrana dos acinos, o que ocasiona
mudanga na sua composicdo (COSTA, 1998; LANGONI, 2000). A reacao
inflamatéria € um mecanismo de defesa para eliminar o agente agressor,
neutralizar suas toxinas e auxiliar no reparo dos tecidos produtores de leite
(PHILPOT & NICKERSON, 2002).

Segundo PHILPOT & NICKERSON (2002) a mastite bovina pode ser
clinica ou subclinica de acordo com a apresentacao. A primeira caracteriza-se
por apresentar sinais visiveis; enquanto a forma subclinica exige o emprego de
outros métodos de diagndstico, como a contagem de células somaticas (CCS),
que é afetada, principalmente pela infeccdo intramamaria; “California Mastitis
Test” — CMT, o “Wisconsin Mastitis Test” — WMT e o “Whiteside” (MACHADO et
al., 2008; RUPP et al., 2000; SOUZA, 2011).

Ambas as formas, clinica e subclinica, afetam a producdo e a
composicdo do leite e de seus derivados, sendo a mastite subclinica a forma
mais importante, pois ocorre com maior freqiéncia, ndo apresenta sintomas
aparentes e normalmente antecede a clinica (MATIOLI et al., 2000), ela leva a
alteracdes nos teores de cloro, sodio e proteinas séricas, diminuicdo nos teores
de caseina, lactose, célcio e gordura do leite (BRADLEY, 2002; GIANOLA et
al., 2004; DIAS, 2007; SANTOS & FONSECA, 2007).

A elevacdo da CCS e as mudancas na composicdo do leite estéo
diretamente relacionados com a superficie do tecido mamario atingido pela
reacdo inflamatoria, portanto, ha uma relacdo direta entre a CCS e a
concentracdo dos componentes do leite (SCHAELLIBAUM, 2000).

O leite obtido de quartos mamarios de animais sadios contém de 50 a

200.000 células/mL. Na dependéncia da severidade e extenséo da infeccao e,



do tipo de microrganismo envolvido, a contagem pode variar de 200.000 a
5.000 x 10° células/ mL de leite (MALEK & SANTOS, 2008).

Segundo COSTA (1998) na mastite clinica o leite pode apresentar desde
alguns coagulos até soro com aglomerados de fibrina na secrecéo. Ele pode
ser encontrado na forma aquosa, contendo grumos finos, graudos ou
cremosos, além de outras substancias, como fibrina, soro, sangue e pus. Pode
ou nao ter um cheiro anormal.

Cabe ressaltar que a mastite subclinica apresenta uma prevaléncia
muito maior do que a mastite clinica, especialmente em rebanhos que
apresentam um manejo de ordenha inadequado e consequentemente um alto

indice de mastite contagiosa (FIGURA 1).

FIGURA 1. Representacdo esquematica da prevaléncia de mastite clinica e
subclinica em um rebanho.

Fonte: SANTOS & FONSECA (2007).

2.3. Desenvolvimento da doenga

A glandula mamaria sadia €& protegida por uma variedade de

mecanismos de defesas naturais. Estes mecanismos podem ser nao



imunologicos (inespecificos) ou imunolégicos (GIRAUDO, 1996). O primeiro
deles esta constituido por uma barreira fisica, que inclui canal e esfincter do
teto, os quais possuem propriedades defensivas como um mecanismo de
oclusdo relativamente eficiente e proteinas bactericidas (HILLERTON, 1996;
NICKERSON, 2008).

O teto é a primeira linha de defesa contra a penetracdo de bactéria no
Ubere. Normalmente, o musculo do esfincter fecha o canal do teto quando a
vaca ndo esta sendo ordenhada. A invasao do teto geralmente ocorre durante
a ordenha ou imediatamente apds. Depois da ordenha, o canal do teto
permanece dilatado por uma a duas horas, o que torna importante o animal
permanecer pos ordenha em um ambiente limpo, pois microrganismos do
ambiente (fezes, material da cama, etc) ou aqueles encontrados na pele lesada
da extremidade do teto podem facilmente invadir um canal aberto ou
parcialmente aberto (WATTIAUX, 2010).

A penetracdo da bactéria no teto ndo é condicdo suficiente para que haja
infeccdo, o microrganismo precisard se fixar nos tecidos. Quando isto

acontecer se estabelece a infec¢do (DUQUE et al., 2005).

2.3.1. Estabelecimento da infeccéo e inflamacao do ubere

Primeiramente, a bactéria danifica o tecido que envolve os ductos
coletores maiores de leite, e encontrar-se leucocitos presentes naturalmente
em pequeno numero no leite que sdo a segunda linha de defesa, podendo
englobar e destruir bactérias. Entretanto, durante esse processo, 0s leucécitos
liberam substancias que causam o movimento de leucécitos adicionais do
sangue para o leite (ARAUJO & GHELLER, 2005). Quando as bactérias n&o
séo totalmente destruidas, elas continuam a se multiplicar e comegam a invadir
os ductos menores e as areas alveolares.

As bactérias produtoras de toxinas danificam as células secretoras de
leite que liberam substancias que resultam no aumento da permeabilidade dos
tecidos sanguineos. Assim, leucocitos adicionais movem para o lugar da
infeccdo. Eles entram no tecido alveolar em grande numero e se infiltram pelas
células secretoras de leite danificadas (ARAUJO & GHELLER, 2005;

CARNEIRO, 2009). Fluidos, minerais e fatores de coagulagdo também



penetram na area afetada. Os coagulos de leite podem fechar os ductos e
isolar as regibes infectadas. Contudo, 0s microrganismos podem ser
eliminados e a infeccdo terminar. Neste caso, 0s ductos obstruidos
posteriormente sdo abertos e a composi¢cao e producao retornam ao normal em
alguns dias (CARNEIRO, 2009).

Entretanto, se a infeccdo persiste e os ductos permanecerem obstruidos,
o leite retido faz com que as células secretodrias revertam para um estado de
descanso (ndo producéo) e o alvéolo comeca a regredir. Substancias liberadas
pelos leucdcitos levam a completa destruicdo das estruturas alveolares, que
sdo substituidas por tecido conjuntivo e cicatricial (WATTIAUX, 2010).

A terceira linha de defesa ser&a a destruicédo do tecido secretério de leite
para que ocorra o controle da infeccdo. Portanto, a medida que a doenca
progride, o numero de células sométicas no leite torna-se elevado e associado

com uma (permanente) reducéo da producéo de leite.

2.4. Tipos de agentes causadores

De acordo com as maneiras de transmissdo a mastite pode ser
classificada como contagiosa ou ambiental, a mastite contagiosa apresenta
baixa incidéncia de casos clinicos e alta incidéncia de casos subclinicos,
normalmente de longa duracdo ou crbnicos e nestes casos apresenta alta
contagem de células somaticas (SANTOS & FONSECA, 2007). A mastite
contagiosa é causada por patégenos cujo habitat preferencial € o interior da
glandula mamaria e a superficie da pele dos tetos (LANGONI, 2000).

Os principais microrganismos bacterianos que promovem a mastite
contagiosa sé@o Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma
bovis, Corynebacterium bovis. A contaminacao ocorre principalmente durante a
ordenha, pelas maos do ordenhador ou de teteiras na ordenha mecanica
(SILVA, 2003). Para que haja a transmisséo, é necessario que exista um
elemento de ligagao entre um quarto infectado e um quarto sadio (LANGONI,
2000; FREITAS, 2001).

A mastite ambiental é causada por microrganismos oportunistas que

vivem no ambiente de ordenha ou de curral. A transmissdo pode ocorrer no
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periodo de ordenhas ou entre as mesmas, principalmente, quando as vacas se
deitam nos ambientes contaminados (RADOSTITS et al., 2007; SILVA, 2003;
SANTOS & FONSECA, 2007).

Geralmente, a mastite ambiental é de curta duracdo, com maior
tendéncia a evoluir para um quadro clinico que para a forma subclinica. As
infeccbes por estreptococos ambientais tém duracdo menor que 30 dias.
Porém, em rebanhos com CCS maior que 750.000 cs/mL cerca de 20% das
infeccbes por estreptococos ambientais persistem por mais de 100 dias e
evoluem para uma mastite crénica ndo responsiva ao tratamento com
antibiéticos (SANTOS & FONSECA, 2007).

Os microrganismos prevalentes sdo Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, K. oxytoca, Enterobacter aerogenes, espécies de Citrobacter,
Serratia e Proteus, Streptococcus uberis, S. faecalis, S. faecium e outros
Streptococcus, Pseudomonas aeruginosa, Actinomicetales (Arcanobacterium
pyogenes, Nocardia asteréides e N. brasiliensis), leveduras, fungos micelianos
e algas (Prototheca zopfi) (BUENO et al., 2006; COSTA, 2008; SILVA, 2003;
SANTOS & FONSECA, 2007).

2.5. Agentes etioldgicos

A incidéncia quanto a etiologia pode ser de forma variavel, de acordo
com a criacdo, higiene, fatores predisponentes onde se pode citar: a grande
producao leiteira aliada com racdes ricas em proteinas, traumas mamarios por
presenca de pastos sujos, maus tratos, cabecada de bezerros lactantes e o
método de ordenha que sera realizado (CORREA et al., 2006).

A invasdo microbiana ocorre tanto no periodo seco como durante a
lactacdo. A desinfec¢do pds-ordenha com germicida auxilia na reducdo da
colonizacdo do canal do teto. A patologia manifesta-se quando os
microrganismos entram pelo canal do teto, passam livremente pelas defesas do
hospedeiro e multiplicam-se (COSTA, 1998).

Embora cerca de 137 microrganismos diferentes possam estar
envolvidos na etiologia da mastite bovina, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e

Escherichia coli sdo responséaveis por cerca de 80% dos casos. Menos que 5%
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das infec¢Oes sédo causadas por C. bovis, Pseudomonas sp., Mycobacterium
sp., Nocardia asteroides, Aspergillus sp., Candida sp., Serratia sp. e Prototheca
sp. (RANJAN et al., 2006).

2.5.1. Género Staphylococcus

O género Staphylococcus é composto por 43 espécies e 17 sub-
espécies, dentre elas, as espécies coagulase positivas apresentam maior
importancia clinica devido aos seus fatores de patogenicidade (SANTOS &
FONSECA, 2007).

As espécies do género Staphylococcus sao mesofilos tipicos,
apresentando temperatura 6tima para multiplicacdo de 35°C, embora possam
crescer entre 10 e 45°C. A variacdo de pH que permite crescimento do agente
€ de 4,2 a 9,3 (KLOSS & SCHLEIFER, 1994). Staphylococcus spp. multiplicam
bem em alimentos com atividade de agua de 0,83, valor bastante baixo para a
maioria dos microrganismos, sendo a atividade de &gua Otima para seu
crescimento e producédo de enterotoxinas de 0,99 (ADAMS & MOSS, 1997).

Pertence a familia Micrococaceae, sendo microrganismos gram-
positivos, iméveis, anaerdbios facultativos, catalase positiva (BIER, 1990).

BENITES et al. (2001) estudaram a ocorréncia de mastites em 140
glandulas mamaérias de 35 vacas e encontraram um predominio no isolamento
de microrganismos do género Staphylococcus (60,71%), sendo que 54,29%
corresponderam a Staphylococcus coagulase negativos e 6,43% a
Staphylococcus coagulase positivos.

BARBALHO & MOTA (2001) encontraram nos exames microbiolégico de
104 amostras de leite provenientes de 43 animais estudados, que as bactérias
do género Staphylococcus sp foram isoladas de 50 amostras, correspondendo

a 38,76% do total dos agentes isolados.

2.5.1.1. Estafilococos coagulase positiva

Dentre as espécies que sdo positivas ao teste da coagulase o
Staphylococcus aureus é o principal. FOX & GAY (1993) estimaram que cerca

de 19 a 40,7% das vacas com mastite sdo infectadas por este microrganismo.



12

ALMEIDA (1997) observou que o Staphylococcus aureus é capaz de invadir e
se multiplicar dentro das células epiteliais da glandula maméria bovina,
podendo este mecanismo ser um pré-requisito para a infeccdo, além de levar a
resultado falso negativo nos exames bacteriolégicos e influenciar na eficacia
dos antibiéticos usados no tratamento das mastites causadas por esse
microrganismo (VOLTOLINI, 2001).

Atualmente, S. aureus destaca-se como um dos microrganismos mais
freqientemente associados as infeccfes intramamaria de bovinos e o agente
que isoladamente determina as maiores perdas na pecuaria leiteira
(ANNEMULLER et al., 1999; SCHLEGELOVA et al., 2003; VASUDEVAN et al.,
2003).

A transmissao ocorre principalmente através de fémites. Uma vez
instalado no interior da glandula mamaria, este agente tem a propriedade de
fixar-se as células epiteliais e estabelecer uma infeccdo através de variados
mecanismos patogénicos, como por exemplo, a producdo de toxinas. Isto pode
resultar em necrose do estroma e parénquima mamario, estabelecendo-se
nesse local um foco de infeccdo. Tal necrose resulta em perda de funcao
secretora e consequente redugéo significativa da producéao de leite (RIBEIRO
JUNIOR et al., 2008).

Quando o S. aureus progride através dos ductos da glandula mamaria,
as toxinas causam injarias ao epitélio ductal, resultando na liberacdo de
substancias quimiotaxicas, atraindo leucécitos. As toxinas causam também
liberacdo de lisossomos leucocitarios, aumentando a injaria ao epitélio mamario
(ALBERTON et al., 2001).

FITZGERALD et al. (1997) relataram que a mastite clinica e subclinica
de causa estafilococica € de consideravel relevancia na Suica, onde este
agente representa cerca de 40% dos isolamentos. No Brasil, S. aureus é
considerado o principal agente causal da mastite bovina, com taxas de
isolamento variaveis entre 8,3% e 49,23% (LANGONI et al., 1991; COSTA et
al., 1995; MORETTI et al., 1998; BRITO et al. 1998; LAFFRANCHI, 2001;
DONATELE et al., 2002).

GONCALVES (2006) analisou 217 amostras de leite mastiticos e
identificou a presenca de S. aureus na proporcao de 34,61%.
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MARTINS et al. (2010) examinadas 108 vacas pertencentes a rebanhos
da microrregido Cuiabd-MT. Em seguida, submeteram-se 279 amostras de leite
provenientes de quartos mamarios mastiticos a provas microbiolégicas. Quanto
a etiologia, nos casos de mastite subclinica os agentes mais isolados
foram Corynebacteriumspp. (27,6%) e Staphylococcus aureus (21,5%). Dentre
0S casos de mastite clinica, isolaram-se com maior frequéncia S.
aureus (44,0%) e Corynebacterium spp. (12,0%).

TRONCARELLI & LANGONI (2011) analisaram 6.066 amostras de leite
provenientes de 20 propriedades localizadas no centro oeste do Estado de Séo
Paulo, e 1.364 amostras identificaram a presenca de microrganismos, destas

16,6% encontravam-se com S. aureus.

2.5.1.2. Estafilococos coagulase negativa

Os SCN séo agentes de baixa patogenicidade, as manifestacées sdo na
forma subclinica, resultam em aumento de CCS, cerca de duas a trés vezes
acima dos valores normais dos quartos sadios. A presenca desses
microrganismos € maior em propriedades que reduziram o numero de
infeccbes causadas por outros patdgenos, sendo mais frequientes em animais
de primeira lactacdo (MARQUES, 2003; SANTOS & FONSECA, 2007).

Os SCN sédo agentes que colonizam a pele dos tetos e causam
infeccbes oportunistas. Trata-se de um grupo bastante heterogéneo que
embora apresente comportamento predominantemente contagioso possui
espécies, S. sciuri e S. xylosus, que podem ser encontradas em altas
contagens no ambiente e nas camas dos animais e ter disseminagdo
ambiental. Estudos tém demonstrado que estes agentes apresentam grande
importancia na etiologia das infec¢des intramamarias em vacas primiparas
(PARDO et al.,, 1998; LAFFRANCHI, 2001) e em rebanhos nos quais as
infeccbes por S. aureus e S. agalactiae foram controladas (HARMON &
LANGLOIS, 1989; SILVA et al., 1999; SEARS & MCCARTHY, 2003).

Essas bactérias sado de interesse, porque séo freqientemente isoladas
em todos os rebanhos (PHILPOT & NICKERSON, 2002).

Os Staphylococcus Coagulase Negativos (SCN) sédo patdbgenos comuns

em rebanhos leiteiros principalmente associados aos casos subclinicos de
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mastite. As mastites por Staphylococcus coagulase negativa sdo causadas por
S. epidermidis, S. chromogenes e S. simulans encontrados com alta frequéncia
em amostras de leite. A prevaléncia de S. epidermidis € de 11,3 a 23,19%
(NADER FILHO et al., 1985; SANTOS & FONSECA, 2007).

Dentre os SCN causadores de mastite subclinica, FILIPPSEN et al.
(1999) isolaram com maior frequéncia 0s seguintes estafilococos:
Staphylococcus epidermidis  (19,3%), Staphylococcus hyicus (12,7%),
Staphylococcus haemolyticus (10,7%) e Staphylococcus warneri (10,3%).

No Brasil, levantamentos realizados em diversas regibes do pais
apontaram prevaléncias de SCN variaveis entre 12,3% e 46,32% (NADER et
al., 1984; BRITO et al., 1998; PARDO et al., 1998; BARBALHO & MOTA, 2001;
DONATELE et al., 2002).

2.5.2. Género Streptococcus

O género Streptococcus tem consideravel importancia na etiologia das
mastites em bovinos. Pertencem a familia Streptococaceae, género
Streptococcus e sdo cocos Gram-positivos geralmente dispostos aos pares ou
em cadeias, anaerdbios facultativos ou estritos, catalase negativos (BIER,
1990). Trés espécies sdo mais frequentemente identificadas como causadoras
de mastite, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e o
Streptococcus uberis, sendo o Streptococcus agalactiae o mais prevalente
(FERNANDES, 2006).

Os estreptococos estdo entre as bactérias mais exigentes em relacéo as
suas necessidades nutritivas. Nao crescem em meios com extrato de carne ou
seu crescimento é pobre mesmo no infuso, a menos que seja enriquecido com
sangue ou soro. Agar infuso de carne equina é um excelente meio para
isolamento dos estreptococos em animais (PHILPOT & NICKERSON, 2002).

O Streptococcus agalactiae € um microrganismo contagioso, obrigatorio
da glandula mamaria. Causa em sua maioria mastites subclinicas que tendem
a forma crénica (GONZALEZ et al., 2004; KEEFE, 1997; PICOLI et al., 2010). E
disseminado muitas vezes por equipamento de ordenha, medicacdes
intramamarias que nao eliminam o agente e no momento da ordenha realizada
sem higiene (HIRSH & ZEE, 2003).
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Segundo DUARTE et al.,, (2004), as taxas de infeccdo para o S.
agalactiae variam bastante entre rebanhos, sendo encontrados altos indices de
morbidade em rebanhos nos quais as medidas de controle tém sido
negligenciadas. As infeccBes intramamdarias ocasionadas por S. agalactiae
estdo geralmente associadas com elevadas contagens de células somaticas no
leite do tanque e contagem bacteriana total (CBT) e decréscimo na quantidade
e qualidade do leite produzido pelo animal/rebanho infectado (ZAFALON et al.,
2008; MERL et al., 2003).

No Brasil, S. agalactiae tem sido relacionado como um dos principais
agentes etioldégicos da mastite bovina. Entretanto, a maioria dos trabalhos néo
identifica os isolados de Streptococcus, 0s quais s&o relatados como
Streptococcus spp. S&o citadas taxas de isolamento que variam entre 4,6% e
28,05% (BRANT & FIGUEIREDO, 1994; COSTA et al., 1995; PARDO et al.,
1998; BRITO et al. 1998; BARBALHO & MOTA, 2001; LAFFRANCHI, 2001;
MOTA et al., 2004).

O Streptococcus uberis é um agente de dificil eliminacdo do rebanho e
apresenta caracteristicas que causam impactos importantes sobre a qualidade
do leite, pois as vacas apresentando mastite clinica causada por este agente
podem ter elevada contagem bacteriana no leite (BRITO et al. 1998;
LAFFRANCHI, 2001).

Além da glandula maméria de vacas infectadas, essa bactéria pode ser
encontrada em diversos locais do corpo do animal, como por exemplo, na
superficie da pele, trato genital, e no solo. A ocorréncia de picos diarios da
contagem bacteriana total (CBT) do leite pode estar associada com elevado
nivel de mastite causada por Streptococcus uberis, pois em um estudo
realizado por SANTOS & FONSECA (2007) as causas destes picos foi
verificado em cerca de 50% das ocorréncias.

S. uberis tem grande importancia como um microrganismo associado ao
ambiente, especialmente em sistemas de confinamento, que empregam camas
de palha, onde pode alcancar altas concentracbes (HILLERTON, 1996;
HILLERTON & BERRY, 2003). Considera-se que vacas criadas a pasto sao
menos propensas a infeccdo por este microrganismo. Entretanto, de acordo
com HARMON et al. (1992) a populagdo deste agente em pastagens

intensivamente utilizadas pode ser semelhante aquela observada em materiais



16

de camas. Diferentes formas de apresentacdo podem ser observadas quando
do envolvimento de S. uberis na mastite bovina, inclusive infec¢des cronicas.
Segundo HILLERTON & BERRY (2003), os estreptococos ambientais podem
ser responsaveis por até um ter¢co dos casos clinicos de mastite nos rebanhos
onde os patdgenos contagiosos foram controlados.

O Streptococcus dysgalactiae ndo é um patégeno obrigatério da
glandula maméria. Pode ser isolado das tonsilas e causar infeccdo dos tetos
por lambedura, o que explicaria a alta freqiéncia de mastite em novilhas e
vacas secas (SANTOS & FONSECA, 2007). Esses organismos ndo podem ser
eliminados de um rebanho porque fazem parte do ambiente normal. A taxa de
infeccdo dessas bactérias tende a aumentar quando as condi¢cbes sao
favoraveis ao seu crescimento, por exemplo, durante os meses umidos e
chuvosos do ano (WATTIAUX, 2010).

2.5.3. Mycoplasma bovis

O microrganismo  Mycoplasma bovis pertencem a familia
Mycoplasmataceae, género Mycoplasma, pleomorficos, cocos Gram- negativo,
motilidade, geralmente sdo imoveis, mas alguns sdo moveis (movimento
rotatério flexional e translacional — helicoidais), ndo possui parede celular,
como as demais bactérias (HIRSH & ZEE, 2003). E considerado, dentre as
varias espécies de micoplasma, o mais frequente e patogénico das infeccbes
da glandula maméaria sendo responsavel por surtos esporadicos e altamente
contagiosos (SANTOS, 2002; HIRSH & ZEE, 2003; SANTOS & FONSECA,
2007).

HALE et al. (1962) relataram o primeiro caso de mastite bovina por
Mycoplasma agalactiae subsp. bovis, posteriormente denominado de
Mycoplasma bovis. No Brasil, a primeira citagdo de mastite por M. bovis foi de
METTIFOGO et al. (1996) na regido de Londrina, Estado do Parana.

A mastite por M. bovis caracteriza-se pelo aumento de casos clinicos
gue nao respondem a terapéutica, gravidade dos sintomas, multiplos quartos
com infeccéo e redugéo acentuada na secrecédo lactea (BUSHNELL, 1984). M.
bovis pode ser introduzido em rebanhos livres da doenca pela aquisicdo de

animais portadores. No rebanho o microrganismo é disseminado durante a
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ordenha, aerossoOis e secrecdes de animais com disturbios respiratorios e
genitais. As vias hematdgena ou linfatica s&@o responsabilizadas pela
disseminagdo do micoplasma de um 6rgao infectado para outro (SACHSE et
al., 1993). A principal medida de controle das mastites por M. bovis é a
deteccado de animais infectados e a eliminagcdo dos mesmos.

A identificagdo do micoplasma como agente causador da mastite é dificil
porque necessita de técnicas de cultura especiais que nao sdo feitas
rotineiramente (SANTOS, 2003). Normalmente, quando ndo cresce nenhuma

colonia bacteriana em agar sangue suspeita-se desse agente (PRETTO, 2001).

2.5.4. Corynebacterium bovis

Microrganismo Gram-positivo, encontrado principalmente no interior da
glandula mamaria e ducto do teto. S&o bastonetes pleomorficos, aerébios ou
anaerébios facultativos, catalase positivos e fermentadores (BEER, 1999;
CORREA et al., 2006).

O género Corynebacterium é uma das causas mais freqlentes de
mastite (20 a 30%), devido a sua baixa patogenicidade e alta contagiosidade.
Detectado principalmente na forma subclinica da doenca, o que de certa forma
garante protecdo a glandula mamaria contra outras células patogénicas. Estas
caracteristicas determinam a classificacdo desse agente como um patégeno
secundario (SANTOS & FONSECA, 2007).

A transmisséo ocorre principalmente durante o momento da ordenha. A
alta incidéncia de Corynebacterium bovis em um rebanho indica deficiéncia na
desinfeccao dos tetos pds ordenha (LARANJA, 1996).

Apresenta limitada viruléncia, determinando um pequeno aumento da
CCS (300.000 a 400.000 células/mL) e acarreta prejuizos econdmicos, visto
que deprecia a qualidade do leite (LARANJA & MACHADO, 1994).

Geralmente as taxas de isolamento deste patbgeno sdo mais elevadas
em rebanhos nos quais existem falhas com relacdo a assepsia de tetos
(WATTS, 2000). Levantamentos realizados em rebanhos de diferentes bacias
leiteiras brasileiras apontaram prevaléncias para C. bovis entre 9,3% e 55,19%
(BRITO et al., 1998; PARDO et al., 1998; BARBALHO & MOTA, 2001;
LAFFRANCHI, 2001; MOTA et al., 2004; COSTA, 2005).
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TRONCARELLI & LANGONI (2011) analisaram 6.066 amostras de leite
provenientes de 20 propriedades localizadas no centro oeste do Estado de S&o
Paulo, e 1.364 amostras identificaram a presenca de microrganismos, destas

32% encontravam-se com Corynebacterium sp.

2.5.5. Coliformes

Os coliformes séo bactérias Gram negativas que normalmente habitam o
solo e o intestino das vacas. Elas se acumulam e se multiplicam no esterco e
na cama. Coliformes podem causar mastite apenas se particulas contaminadas
do ambiente entrarem em contato com o Ubere. As infec¢gBes intramamarias
causadas por coliformes sdo mais prevalentes em vacas com baixa CCS e sem
infeccdo por outro microrganismo na glandula maméria (SANTOS &
FONSECA, 2007).

Dentre as bactérias pertencentes a esse grupo estdo a Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e Serratia sp. A Escherichia
coli é o patégeno predominante nas infeccdes ambientais (RIBEIRO et al.,
2002). As mastites causadas por E. coli ocorrem geralmente durante o periodo
seco e logo ap6s o parto sdo geralmente transitérias e associadas com
quadros clinicos agudos ou superagudos, que podem ser fatais (BURVENICH
et al., 2003; HOGAN & SMITH, 2003). Entretanto, tem sido demonstrado que E.
coli pode determinar infeccbes persistentes da glandula mamaria e que as
amostras dotadas desta capacidade tém maior habilidade em invadir e replicar
no interior de células epiteliais (DOGAN et al., 2006).

O género Klebsiella spp. € um coliforme que esta presente em material
vegetal como na serragem utilizada na cama dos animais, e € muito resistente
e possui multiplicacao rapida (HIRSH & ZEE, 2003).

Segundo SANTOS & FONSECA (2007), as vacas mais susceptiveis a
manifestacdo severa de mastite por coliformes sdo aquelas mais velhas, no
inicio de lactagdo e de maiores producdes. As infec¢des que ocorrem no inicio
da lactacdo (menos de sessenta dias), aproximadamente 50% se iniciam
durante o periodo seco, podendo ocorrer cura espontanea ou permanecerem

latentes e apenas ocasionalmente desenvolverem sinais clinicos.
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2.5.6. Nocardia sp.

E uma bactéria Gram positiva encontrada em solos e agua. De acordo
com SANTOS & FONSECA (2007), a Nocardia sp. causa mastite aguda, com
febre, evoluindo para uma mastite crénica e pneumonia. A infeccéo se instala
quando existe contaminacdo de equipamentos e do proprio Ubere através de
agua contaminada.

As infeccbes causadas por Nocardia sp. ndo respondem bem a
antibioticoterapia, pois 0 agente € resistente a maioria dos antibiéticos. Assim,
as medidas de controle incluem o uso de produtos descartaveis para
tratamento intramamario, sendo desaconselhavel a utilizacdo de produtos de
uso multiplo, o descarte de vacas positivas com a infeccdo ou secagem
permanente do quarto afetado (SANTOS & FONSECA, 2007).

2.5.7. Bacillus spp.

O género Bacillus é uma bactéria Gram positiva, formadora de esporos,
sapréfita e patdbgeno oportunista. Os casos de mastites por B. cereus
freqlentemente estdo associados a contaminacéo cirargica ou lesdes nos tetos
(BARBALHO & MOTA, 2001). Segundo BRITO & BRITO (1999), o tratamento é
dificil e resulta quase sempre na morte do animal. Estes bacilos produzem
toxinas que permanecem no leite mesmo apoés a eliminagcdo do agente, durante

0 processamento industrial (pasteurizacdo ou outro tratamento térmico).

2.5.8. Prototheca spp.

Prototheca spp. sé@o algas imoveis, aerdbias que utilizam a glicose como
fonte de carbono, apresentam morfologia celular esférica ou oval, da familia
Chlorellaceae, unicelulares, de distribuicdo universal. Tem causado interesse
por parte dos pesquisadores em mastites e se mostram como agentes
importantes tanto nas mastites subclinicas como clinicas, com envolvimento
em casos de toxiinfeccdo alimentar a partir da ingestédo de queijo contaminado
por Prototheca zopfii (LANGONI, et al., 1991; COSTA et. al., 1995; BUENO et
al., 2006).
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Os primeiros registros de surtos de mastite bovina causada por
Prototheca spp. no Brasil datam de 1992 e referem-se a propriedades leiteiras
situadas em Tambau e Itapetininga, no estado de S&o Paulo (COSTA et al.,
1995; LANGONI et al., 2000).

Leveduras e algas da espécie Prototheca zopfii sdo considerados
agentes incomuns da mastite bovina (RANJAN et al., 2006). Esses agentes sé&o
encontrados em locais Umidos e ricos em matéria organica, sendo facilmente
isolados do epitélio externo dos tetos e de equipamentos de ordenha. A mastite
bovina causada por P. zopfii apresenta importancia econdémica, social e em
salude publica. Em saude publica sua importancia esta relacionada com a
transmissdo de infeccdo gastroentérica, principalmente em individuos jovens,
devido a ingestdo de leite contaminado (BEXIGA et al.; 2003; BUZZINI et al.,
2004; BUENO et al., 2006).

Segundo JANOSI et al. (2001), a mastite causada por este agente,
embora incomum, é caracteristica de rebanhos de alta produtividade onde
existem falhas na higiene de ordenha e do ambiente. Os dados disponiveis na
literatura apontam baixas taxas de isolamento para Prototheca zopfii, sendo
citados indices que variam entre 0% e 2,89% (LANGONI, 1997; FILIPPSEN et
al., 1999; PARDO et al., 1998; MOTA et al.,, 2004), contudo, eventualmente
verificam-se surtos de grandes proporcées (COSTA et al., 1995; COSTA et al,;
1998; RANJAN et al., 2006).

A forma endémica da mastite bovina por P. zopfii costuma ocorrer em
regides de clima tropical que propicia condicbes de umidade e temperatura
para o crescimento deste agente patogénico no meio ambiente. Entretanto, em
zonas de clima temperado esta forma pode ocorrer em areas geograficas com
umidade relativamente alta. Este fato foi observado por JANOSI et al. (2001) na
Hungria. Os autores observaram pelo periodo de dois anos 223 vacas com
mastite por P. zopfii em trinta e dois rebanhos leiteiros com surtos e casos
esporadicos da enfermidade. Todos os rebanhos com surtos apresentavam
condicdes higiénicas ruins e falhas no manejo, porém ndo pode ser identificado

nenhum fator predisponente especifico.

2.6. Métodos de diagnostico
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O diagnostico da mastite clinica é realizado pelo exame clinico da
glandula mamaria através de inspecdo e palpacao, observando inflamacéao do
Ubere, coloracdo e diferengcas de tamanho entre 0s quartos mamarios,
complementado pelo exame do leite no qual detecta anormalidades como
presenca de grumos, coagulos, pus e sangue. O exame do leite faz-se através
da prova da caneca de fundo escuro/caneca telada, utilizando-se os primeiros
jatos de leite da ordenha. Para o diagndstico da mastite subclinica é necessario
a utilizacdo de exames complementares baseados no contetdo celular do leite
tais como CCS, CMT e perfil microbiolégico (RADOSTITIS et al., 2007;
CORREA et al., 2006; DIAS, 2007; ROSA et al., 2009).

Contagens bacterianas totais (CBT) e de células somaticas (CCS) sao
meétodos de referéncia e comumente sdo utilizados na avaliagdo da qualidade
do leite cru. A contagem individual de células somaticas (CCSI) é um recurso
laboratorial comumente empregado para o diagndéstico da mastite subclinica,
enquanto a contagem de células sométicas do leite do tanque (CCSLT) é um
parametro utilizado para estimar o indice de mastite subclinica presente no
rebanho e as perdas de producéo (SILVEIRA-FILHO, 2007; COSTA, 2008).

De acordo com CASSOLI & MACHADO (2007), CCSls entre 100.000 e
200.000 cél/mL sao consideradas normais, enquanto que escores superiores a
200.000 cél/mL constituem um forte indicio da mastite subclinica. A CBT & um
indice que esta diretamente associado a higiene da ordenha e ao resfriamento
do leite. Quanto mais higiénica for a ordenha e a limpeza dos utensilios e
quanto mais rapido for o resfriamento do leite, menor sera a contaminacgéo e a
taxa de multiplicacdo das bactérias no leite. A sujeira encontrada nos tetos e
Ubere é considerada a principal fonte de bactérias do ambiente para a glandula
mamaria, podendo causar mastite e, para o leite, podendo causar aumento da
CBT (GALTON et al., 1982).

2.6.1. Contagem de células sométicas (CCS)

O leite apresenta algumas células epiteliais (muito poucas) e algumas
células de defesa (macrofagos, linfocitos e neutrofilos), indicadas pela
Contagem de Células Sométicas (CCS). Existe ainda bastante divergéncia

entre autores sobre o que seria normal no leite da vaca. Em um estudo
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realizado no Brasil por COLDEBELLA et al. (2004), observou-se que contagens
de células somaticas superiores a 170.000 células/mL levariam a perdas na
producédo de leite, principalmente em vacas multiparas.

A CCS é um fenbmeno dinamico, estando sujeito a variacdes
significativas. O estagio de lactacdo, a idade da vaca, a estacdo do ano, o
tamanho do rebanho, o nivel de producdo de leite e a presenca de outras
doencas sao fatores que podem afetar a concentracdo de células somaticas no
leite. Porém, o fator que exerce maior influéncia sobre o nivel de CCS do leite €
a infeccao intramamaria (PHILPOT & NICKERSON, 2002).

Na CCS séo encontradas todas as ceélulas presente no leite, que incluem
as células originarias da corrente sanguinea, tais como leucécitos, e células de
descamacéao do epitélio glandular secretor. Os leucécitos, em sua maioria, S&o
mobilizados da corrente sanguinea para o tecido mamario diante de alteracées
na permeabilidade capilar (PHILPOT & NICKERSON, 2002). Os leucdcitos
fagocitam e digerem o0s microrganismos invasores. Do total de células
somaticas, 75 a 98% correspondem a células de defesa e 2 a 25%, de células
epiteliais, provenientes da descamacdo natural que ocorre no tecido de
revestimento e secretor interno da glandula mamaria (VOLTOLINI, 2001;
RIBAS, 2003). O aporte destas ceélulas se intensifica na quarta semana pré-
parto, diminuindo gradativamente até uma semana poés-parto. Na secrecdo
lactea de vacas com infec¢do intramamaria, ocorre elevacdo no numero de
células de defesa passando a predominar neutréfilos, seguidos por macréfagos
e linfocitos (NICKERSON, 2008).

Dada a sua importancia como indicador de qualidade do leite, a CCS
pode representar acréscimo (< 200.000 células/mL) ou desconto (> 750.000
células/mL) de até R$ 0,03 por litro de leite (SANTOS et al., 2009).

A contagem de células sométicas elevada esta associada a perdas na
producao de leite. Quando o leite de todas as vacas de um rebanho € colocado
no tanque de expansado, a contagem de células somaticas em uma amostra
composta é um bom indicador da prevaléncia de mastite do rebanho. Conforme
WATTIAUX (2010) contagens de células somaticas menores que 400.000
cels/mL s&o tipicas de rebanhos que tém boas praticas de manejo, mas sem
énfase particular no controle de mastite. Rebanhos com contagens de célula

somatica maiores que 500.000 cels/mL indicam que um terco das glandulas
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mamarias estéo infectadas e a perda de leite devida, a mastite subclinica é de
pelo menos 10%.

A CCS pode ser determinada utilizando-se o contador eletronico de
células somaticas em que as amostras de leite ttm os ndcleos das células
coradas e expostas a um raio laser, refletindo luz vermelha (fluorescéncia) e os
sinais sdo transformados em impulsos elétricos detectados por um
fotomultiplicador e transformados em namero de células/mL (BRASIL, 2003).

O namero de leucdcitos, indiretamente, pode ser determinado pelo CMT,
colhe-se de cada quarto mamario uma amostra de 2,0 mL de leite, a qual &
adicionado na mesma proporgao, um detergente anionico (alquillauril sulfato de
sédio) adicionado de purpura de bromocresol, capaz de emulsificar os lipidios
das membranas dos leucdcitos presentes no leite, com consequente liberacao
de material nucléico, avaliando-se o grau de gelatinizacdo ou viscosidade da
mistura, sendo o teste realizado em bandeja apropriada. Os resultados séo
expressos como: Negativo, Tracos, um, dois e trés sinais positivos
(ESSLEMONT & KOSSAIBATI, 2002) (FIGURA 2). A reagdo do CMT é
proveniente da acdo do reagente sobre as células somaticas presentes no leite,
que se torna gelatinoso devido a liberacdo do acido desoxiribonucléico (DNA),

presente no nlcleo dessas células.

FIGURA 2. Califérnia Mastite Teste (CMT)
Fonte: http://www.infovets.com/demo/demo/dairy/D100.HTM

Além desses métodos, FONSECA & SANTOS (2000) recomendaram
utilizar métodos microbiologicos para a identificagdo dos agentes etiologicos
envolvidos, para a implantacédo de procedimentos terapéuticos e estratégias de
controle e profilaxia adequados. O exame microbiol6gico de amostras de leite
coletadas assepticamente € considerado o método padrdo para determinagéo

da saude do uUbere e para o diagnoéstico definitivo da mastite bovina, de modo
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gque medidas de controle possam ser implementadas com maior eficiéncia
(BRITO et al., 1998).

O grau de infec¢do da glandula maméria é o fator mais importante que
influencia na CCS (LANGONI et al.,, 2000; RODRIGUEZ-ZAS et al., 2000).
Conforme citaram FUENTE et al. (1997) e VASCONCELOS (1997), a ordenha
vespertina apresenta maior CCS em relacdo a ordenha da manha, pois, logo
apos a ordenha, a CCS é maxima, permanecendo elevada por quatro horas, e
reduzindo gradativamente até atingir a contagem minima, imediatamente antes
da proxima ordenha (HARMON, 1998).

2.6.2. Técnicade PCR em tempo real

Nos ultimos anos, diversos trabalhos reportaram o uso da amplificacéo
in vitro do DNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR; polymerase chain
reaction), para a deteccdo de patdgenos em alimentos (KNOW et al., 2004;
GANDRA, 2006).

O método PCR multiplex (PCRm), se destaca, pois € uma variacdo da
PCR, a qual utiliza dois ou mais pares de primers na mesma reacao, permitindo
a deteccdo de mais de um gene simultaneamente.

A técnica de PCR em tempo real identifica microrganismos e quantifica
acidos nucléicos. A reacao € automatizada, a qual pode ser visualizada em alta
resolucdo. Tem como vantagem a quantificacdo dos produtos amplificados que
podem ser feitas de forma automatica analisando a curva de amplificacdo do
fragmento (GILLESPIE & OLIVER, 2005; LUND-OLESEN et al., 2008).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real é capaz de
monitorar o progresso da PCR enquanto ela progride (ou seja, em tempo real).
Os dados séo coletados ao longo da PCR, ao invés de serem apenas no final
da reacdo. Isso revoluciona completamente o modo de abordagem da
quantificacdo de DNA e RNA pela PCR. A PCR em tempo real utiliza o
momento do ciclo da reacdo no qual a amplificacdo de um alvo € detectada
pela primeira vez, ao inveés da quantidade de alvo acumulado apos um numero
fixo de ciclos. Quanto mais alto o nimero de copias iniciais do acido nucléico
alvo, mais rapido sera observado o aumento significativo na fluorescéncia
(NOVAIS & PIRES ALVES, 2004; DUARTE, 2006).
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A PCR em Tempo Real utiliza o sistema TagMan® baseia na deteccéo
de um sinal fluorescente emitido por uma molécula anelada a sequéncia de
acidos nucleicos (sonda). A sonda fluorescente para permitir a deteccao de um
produto especifico da PCR conforme este se acumula durante os ciclos da
PCR. Uma sonda (oligonucleotideo) é construida contendo um corante
reporter fluorescente na extremidade 5" e um corante quencher (silenciador) na
extremidade 3. Enquanto a sonda esta intacta, a proximidade do quencher
reduz bastante a fluorescéncia emitida pelo corante reporter através da
transferéncia de energia por ressonancia de fluorescéncia (FRET) através do
espaco. Se a sequiéncia alvo estiver presente, a sonda se anela logo ap6s um
dos primers e € clivada através da atividade da nuclease 5" da Taq DNA
polimerase enquanto o primer é estendido. Esta clivagem da sonda: separa o
corante reporter do corante quencher, aumentando o sinal do corante reporter;
remove a sonda da fita alvo, permitindo que a extenséo do primer continue até
o final da fita molde. Assim, a incluséo da sonda néo inibe o processo geral da
PCR. Moléculas adicionais do corante reporter sdo clivadas de suas
respectivas sondas em cada ciclo, resultando em um aumento na intensidade
de fluorescéncia, que € proporcional a quantidade de amplicon produzido.
(NEWBY et al., 2003; MACKAY, 2004).

O ponto que detecta o ciclo no qual a reacdo atinge o limiar da fase
exponencial é denominado de Cycle Threshold (Cy). Ele permite a
quantificacdo exata e reprodutivel da amplificacdo, sendo proporcional ao
namero de coépias do alvo presente na amostra (NOVAIS & PIRES ALVES,
2004).

TAPONEN et al. (2009) realizaram um estudo com 67 vacas, obtiveram
79 amostras, destas 34 foram positivas para um ou dois tipos de bactérias
diagnosticadas através da técnica PCR em tempo real. Entre o0s
microrganismos mais detectados foram o Streptococcus uberis presente em 10
amostras, Staphylococcus spp. em 9 amostras, Corynebacterium bovis em 5
amostras, Staphylococcus aureus em 3 amostras. Os autores observaram que
a técnica PCR em tempo real pode fornecer um diagnostico bacteriologico para
quase metade dos casos onde os resultados de cultivo convencional foram

negativos.
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2.7. Fatores que propiciam areducao na producéo de leite

A reducédo da producéo leiteira, no caso da mastite subclinica, depende
de fatores ligados como o agente etiolégico, resposta imunolégica do animal,
evolucdo e duracdo da infeccdo e da propagacdo da mastite no rebanho
(LANGENEGGER et al., 1981).

Em estudos realizado por NICOLAU et al. (1992) em cinco rebanhos
produtores de leite B, no estado de S&o Paulo, verificaram uma reducdo de
31% na produgcdo dos quartos infectados por Staphylococcus coagulase
positiva, enquanto por Staphylococcus coagulase negativa esta foi de 11%.
LANGENEGGER et al. (1981) comprovaram que as infeccdes por
Streptococcus spp. reduziram, em média, 42,9% da producdo, ao passo que
por S. aureus e S. epidermidis foi de 27,4%. Dentre os Streptococcus, as
infeccbes por S. agalactiae causaram reducdo na producéo de 57,7% seguido
por S. dysgalactiae 32,9% e S. uberis 22,6%.

MILLER (1993) citaram a importancia da utilizacdo da CCS para
quantificar as perdas de producdo entre vacas, ou mesmo, entre os quartos
mamarios e relatam, além deste tipo de comparacdo, a reducdo estimada a
partir da CCS. HORTET et al. (1999) citaram que para um dado nivel de CCS,
a reducdo na producdo aumentou com o numero de pari¢cdes, ou com o estadio
da lactacdo. Isto ocorre em consequéncia do agravamento na saude do uUbere
em vacas multiparas e/ou no final da lactacdo, pela maior possibilidade de
infeccéo e danos permanentes a glandula (BARTLETT et al., 1990).

Um estudo realizado por JONES (1984) observou a relacdo entre CCS e
a producdo de leite durante a primeira e as demais lactacdes e verificou
correlacdo negativa, ou seja, a medida que o numero de células somaticas
aumentava, diminuia a producdo de leite, tanto diariamente como no periodo
de 305 dias.

A perda de producdo de leite devido & mastite clinica € variavel e
depende de vérios fatores. Segundo BARTLETT et al. (1990), a reducdo na
producdo de leite pode ser dividida em duas fases: a primeira, fase aguda,
ocorre rapido declinio de producdo logo apés o aparecimento dos sintomas,
seguido de répida recuperacdo e dura em torno de seis dias. A queda € de

aproximadamente 30%, durante este periodo. A segunda fase dura
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aproximadamente 60 dias, na qual a producdo ainda € abaixo do normal,
podendo persistir até o final da lactacéo.

BARTLETT et al. (1990) citam que o efeito da mastite clinica na
producdo de leite € mais acentuado em vacas multiparas com perdas duas

vezes maiores que as primiparas.

2.8. Fatores derisco para ocorréncia de mastite bovina

A ocorréncia de mastite ambiental, segundo o fator estagio de lactacéo,
€ maior no inicio da lactacdo, imediatamente ao periodo pds-parto. Porém, a
ocorréncia de mastite subclinica, contagiosa, é maior na medida em que a
lactacdo progride (PRESTES et al., 2002).

Segundo SANTOS & FONSECA (2007) no periodo seco a glandula
mamaria passa por uma involugdo ativa, nas duas semanas seguintes a
secagem da vaca. Nessa fase a glandula continua a secretar leite nos dois a
trés dias depois de suspensa a ordenha, ocorrendo acumulo de leite que
pressiona a glandula, promovendo dilatacdo do canal do teto e, permitindo a
penetracdo de microrganismos no interior do Ubere (ANDERSON & COTE,
1996).

Outro fator relevante é a idade das fémeas, animais mais velhos, de sete
a nove anos, sao mais suscetiveis as infec¢des intramamarias, devido a lesdes
internas e desgaste sofrido pelo esfincter do teto e pela glandula em si
(SANTOS & FONSECA 2007).

PEELER et al. (2000) citaram que o aumento do nimero de partos € um
fator de risco para ocorréncia de mastite clinica e subclinica, devido ao maior
tempo de exposicao aos agentes patogénicos durante a vida produtiva.

O método de ordenha, mecénica ou manual, influencia na saiude da
glandula mamaéria. Devido a transmissao de patégenos entre vacas durante a
ordenha, flutuacdo no sistema de vacuo da ordenhadeira (FERREIRA et al,
2006).

As instalagbes tém influéncia sobre o surgimento de novos casos de
mastite. FERREIRA et al. (2006) e ZAFALON et al. (2008) verificaram uma

frequéncia superior de isolamento de S. aureus em periodos com elevados
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indices pluviométricos, provavelmente devido as condicbes de umidade e

temperatura favoraveis a sua sobrevivéncia e proliferacéo do patdégeno.

2.9. Perfil de sensibilidade e resisténcia microbiana

A resisténcia de microrganismos aos antimicrobianos é um sério e
emergente problema de saude publica, como por exemplo, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus entre outros (MCEWENS & FEDORKA-CRAY 2002).
De acordo com COSTA (1998) ndo é somente o uso indiscriminado de
antimicrobianos que causa essa resisténcia, mas também em decorréncia da
transmissdo de microrganismos resistentes de origem animal para individuos
da espécie humana por alimentos ou mesmo pelo contato direto com animais,
uma vez que muitos dos antimicrobianos licenciados para uso em medicina
humana sdo também registrados para uso veterinario.

Um estudo realizado por GARINO (2004) verificou ao analisar 154
amostras de E. coli, que E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli
enteropatogénica (EPEC) isoladas de casos de mastite clinica e subclinica
apresentaram mudltipla resisténcia, sendo que 88,2% de EIEC e 87,5% de
EPEC foram resistentes a mais de 5 antimicrobianos.

A antibioticoterapia para mastite deve visar a eficacia terapéutica e
beneficios econémicos, tanto do ponto de vista do aumento da produ¢do como
na reducdo de fontes de infeccdo (ANDRADE et al., 2000). Estes mesmos
autores em 2009 estudaram o comportamento de diferentes agentes isolados
da mastite bovina, e demonstraram uma situacdo de alerta pelo uso
indiscriminado de antibidticos no tratamento desta enfermidade e confirmaram
a possibilidade de resisténcia bacteriana a diferentes antimicrobianos
comumente encontrados no comércio.

Em decorréncia da diversidade de agentes etiolégicos envolvidos em
mastites, a utilizacdo de exames microbiolégicos e posteriormente testes de
sensibilidade antimicrobiana in vitro sdo medidas indicadas antes da elei¢cdo do
tratamento, pois esta diversidade microbiologica pode ter diferentes respostas
frente ao medicamento a ser utilizado (SILVA, 2008).

Segundo citou FERNANDES (2006) para diminuir o processo de

resisténcia microbiana aos medicamentos utilizados, torna-se necessaria a
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realizacdo de isolamento bacteriano e respectivo antibiograma que é um teste
gue oferece como resultado padrdes de resisténcia ou suscetibilidade, de uma
bactéria especifica a antimicrobianos. Estas ferramentas sdo U(teis para
confirmar o diagndstico clinico e, com a obtencdo dos resultados laboratoriais
ha possibilidade de sugerir possiveis tratamentos e melhorias de manejo,
reduzir sensivelmente as recidivas.

NADER FILHO et al. (1984) submeteram ao antibiograma 37 amostras
de S. aureus isoladas de infec¢do intramamaria de bovinos em Ribeirdo
Preto/SP. Verificaram que gentamicina, amicacina, eritromicina e cefotaxima
foram as drogas mais eficientes e que os maiores indices de resisténcia
ocorreram para oxacilina, penicilina, acido nalidixico e ampicilina.

DONATELE et al. (2002) avaliaram o perfil de resisténcia a
antimicrobianos de 180 amostras de S. aureus isoladas de mastite subclinica
em rebanhos do estado do Rio de Janeiro, verificando elevados indices de
resisténcia para os antibidticos B-lactamicos (82,9%) e tetraciclinas (24,4%). Os
maiores indices de sensibilidade foram obtidos para sulfazotrim e gentamicina.
Porém estudos realizados por SILVEIRA-FILHO et al. (2005) verificaram
indices de resisténcia superiores a 50% para gentamicina, lincomicina,
tetraciclina e oxacilina em rebanhos leiteiros do estado de Pernambuco.

RAPINI et al. (2004), ao avaliarem o perfil de sensibilidade
antimicrobiana de 45 cepas de Staphylococcus spp. isoladas de dez amostras
de queijo tipo coalho comercializado nas praias nordestinas, encontraram
elevado percentual de resisténcia: 100% para penicilina; 91% para tetraciclina,;
75,5% para vancomicina; 71,1% para gentamicina; 66,7% para oxacilina; 60%
para eritromicina; 48,9% para cefalotina e 26,7% para sulfazotrin. Os autores
destacaram a necessidade de medidas de controle no uso indiscriminado de
antimicrobianos.

BRITO et al. (2001) resaltaram que diversos estudos sobre a
sensibilidade antimicrobiana realizados no Brasil com patégenos envolvidos na
mastite bovina demonstram um aumento crescente no padrao de resisténcia,
principalmente para S. aureus.

COSTA (2010) analisou a sensibilidade frente aos antibidticos e

quimioterapicos de 116 cepas de Staphylococcus aureus, observou um elevado
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percentual de amostras de S. aureus sensiveis a norfloxacina (92,1%), a
enrofloxacina (89,6%), ao ceftiofur (88,5%) e ao cefquinome (82,9%).

MOREIRA et al. (1997) observaram em 35 propriedades rurais da bacia
leiteira de Goiania vacas com mastite clinica e determinaram que as cepas de
S. coagulase positiva apresentavam a maior frequéncia de sensibilidade frente
a enrofloxacina (96%) e ao ceftiofur (94%).

RIBEIRO et al. (2009) avaliaram o perfil de resisténcia antimicrobiana de
bactérias isoladas de 148 vacas no periodo médio de lactacdo, das quais 2
com mastite clinica, 72 com mastite subclinica e 74 sem mastite (controles),
provenientes de quatro pequenas propriedades do interior do Estado de Sao
Paulo certificadas como orgéanicas, verificou que as maiores taxas de
resisténcia das linhagens encontradas foram constatadas para penicilina
(53,5%), ampicilina (41,6%) e neomicina (38,6%).

COSTA (2010) verificou-se o perfil de sensibilidade antimicrobiana para
o Staphylococcus coagulase negativo e observou que trimetroprim +
sulfametoxazol, amoxicilina e sulfonamida tiveram sensibilidade menor que
80%. CUNHA et al. (2006) observaram que a maior eficacia foi em relacéo a
gentamicina (97,98%) e enrofloxacina (90,90%).

S. agalactiae € bastante sensivel a penicilina, ampicilina, eritromicina,
cloranfenicol, cefalosporina e tetraciclina. Ha registro de resisténcia as
tetraciclina, penicilina e aos antimicrobianos beta lactamicos em fazendas
leiteiras expostas a intensa pressdo de selecdo antimicrobiana ou no
tratamento de vacas no periodo seco. Nos casos de mastites por
Streptococcus spp € recomendado realizar o teste de sensibilidade mesmo

sendo bem sensiveis as penicilinas (MULLER, 2002).

2.10. Medidas gerais de controle e prevencao da mastite bovina

Para o controle da mastite faz-se necessaria a identificacdo dos fatores
predisponentes para a ocorréncia de infec¢cbes da glandula maméria. A
implantac&o de intervencdes estratégicas impede tanto a sua instalagdo quanto
a sua disseminacao entre os animais (VEIGA, 1993). Primeiramente é preciso
ressaltar que em qualquer programa de controle, atencdo especial deve ser

dada ao treinamento e capacitacdo da mé&o-de-obra, pois de nada valera um
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plano de controle se ocorrem falhas na sua atuacdo (MULLER, 1999; SANTOS
& FONSECA, 2007).

Varios programas foram propostos para diminuir a ocorréncia de mastite
bovina. Entre as principais medidas estdo o monitoramento dos indices de
mastite, pré e pos imersdo dos tetos em solucdo anti-séptica, conforto
ambiental, terapia de vacas secas, tratamento dos casos clinicos, descarte de
vacas com infecgbes crOnicas, higiene, manejo e manutengdo dos
equipamentos de ordenha (NICKERSON, 2008; MULLER, 1999; PHILPOT &
NICKERSON, 2002; SANTOS & FONSECA, 2007).

O progresso no controle da mastite nos rebanhos brasileiros tem sido
lento porque, na maioria das propriedades, o programa de controle se
fundamenta quase que exclusivamente no tratamento de animais clinicamente
acometidos. Como resultado, os produtores tém tido pouco éxito no controle da
doenca, com a agravante do uso indiscriminado de antimicrobianos (BRITO &
BRITO, 1996).

Os métodos para controlar esta doenca requerem um programa
integrado de prevencdo e de eliminacdo da infeccdo e neste caso, pode ser
citado como estratégia o monitoramento do rebanho. S&o fundamentais que
sejam registrados os indices zootécnicos de producdo e os casos de mastite, 0
que possibilita mensurar os prejuizos causados pela doenca e avaliar a
eficiéncia das medidas de controle implantadas. O registro individual deve ser o
mais detalhado possivel, contendo: nome do animal; data de nascimento; data
do ultimo parto; ordem de lactacdo; descricdo do caso de mastite (aguda,
subaguda, crénica ou subclinica) e quarto acometido; histérico de mastite
anterior e a descricdo do tratamento empregado, data de liberacdo do caso
clinico, identificacdo dos agentes isolados e o resultado do antibiograma
(LOPES & VIANA, 1996).

A mastite clinica deve ser detectada precocemente pela realizacdo do
teste da caneca telada, para os casos subagudos, e pela observacao de sinais
inflamatorios na glandula mamaria no caso de mastites agudas. Em casos de
surtos ou de ma resposta aos tratamentos, realiza-se a coleta de amostras de
leite, para proceder ao isolamento e identificacdo dos agentes envolvidos, com
posterior realizagao do antibiograma (LOPES & VIANA, 1996; VEIGA, 1998).
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O tratamento dos animais com mastite clinica durante a lactacao tem por
objetivos eliminar a infec¢do e reintegrar o animal o mais breve possivel a
producdo. O sucesso do tratamento dependerd fundamentalmente do quadro
clinico, da escolha adequada das drogas, da posologia adequada, da boa
distribuicdo do mesmo dentro da glandula mamaéaria, do estado fisiologico do
animal e do microrganismo envolvido (OWENS & NICKERSON, 1989;
HILLERTON, 1996; GRUET et al., 2001; ERKSINE et al., 2003).

Para o tratamento de casos clinicos de animais em lactacdo consiste em
se fazer a aplicacdo por via intramamaria de antibiéticos por um periodo de
cerca de trés dias, em intervalos de 12-24 horas. Casos clinicos mais graves,
com reacao inflamatdria muito intensa, devem ser tratados por via sistémica e
local, inclusive com a utilizacdo de antiinflamatérios associados ao antibiético
(BRITO & BRITO, 1999).

Geralmente ndo se recomenda o tratamento de infec¢Bes subclinicas
nas demais situagbes devido ao 6nus decorrente do descarte de leite e de
aquisicdo dos antibiéticos (ERKSINE et al., 2003). A escolha do produto para o
tratamento de vacas lactantes ou vacas secas deve ser fundamentada no perfil
de sensibilidade do microrganismo aos antibidticos, uma vez que
microrganismos de uma mesma espécie, mesmo dentro de um mesmo
rebanho, podem ter perfis de sensibilidades diferentes (MCKELLAR, 1991).

Outra medida que deve ser utilizada é o tratamento de vacas secas e
tem por objetivo eliminar as infecgbes remanescentes da lactacdo anterior e
prevenir novas infeccdes durante o periodo seco e inicio da préxima lactacao
(ERKSINE et al., 2003; SANTOS & FONSECA, 2007).

Segundo OWENS e NICKERSON (1989), cerca de 40% das infec¢des
se ddo nas primeiras duas semanas ap0s a secagem, e na auséncia do
tratamento de vacas secas, 10-15% dos quartos irdo se tornar infectados nesse
periodo.

Segundo ZECCONI et al. (1995), o periodo seco € o momento ideal para
realizar o tratamento da mastite, 0 tratamento nessa ocasidao néo requer o
descarte de leite devido a presenca de antibidticos. O tratamento de vacas
secas tem possibilitado significativa reducao do nivel de novas infeccdes pelos

patdgenos contagiosos, especialmente por S. agalactiae e S. aureus,
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promovendo um indice de cura bacteriolégica para infeccbes por estas
bactérias.

A limpeza e anti-sepsia de tetos previamente a ordenha constituem
medidas essenciais para evitar a entrada de patdgenos no interior da glandula
mamaria, bem como para preservar as caracteristicas microbiolégicas e fisico-
quimicas do leite ordenhado. Quando os tetos ou Uberes apresentam-se muito
sujos, deve-se atentar para 0 manejo adequado de currais, camas, estabulos,
piquetes e sombrites onde as vacas se deitam (HILLERTON, 1996).

O principal objetivo da anti-sepsia pds-ordenha € eliminar os patégenos
que contaminam o teto no momento da ordenha e entre as ordenhas,
prevenindo a infec¢ao do canal do teto e consequentemente do tecido secretor.
O uso de um anti-séptico diminui a possibilidade de ocorrer infeccdes
intramamaria em ambas as situacfes (COSTA, et al., 1998).

Os desinfetantes disponiveis comercialmente empregam uma variedade
de ingredientes ativos, sendo 0os mais comuns o iodo, a clorexicidina, 0s
aldeidos, os compostos de cloro e de amdnia quaternaria (LANGONI, 2007).

A higiene da ordenha é fundamental para um bom programa de controle
da mastite e melhoria da qualidade do leite, o ponto chave é o ordenhador, pois
dele depende a execucéo de todas as medidas que irdo levar ao controle da
doenca (CERQUEIRA & SENA, 1998). E importante que realize treinamentos,
visando orienta-los quanto as regras basicas de funcionamento, lavagem e
desinfeccdo de equipamentos, preparo dos animais para a ordenha e
tratamentos de casos clinicos de mastite (LOPES & VIANA, 1996).

Além dos aspectos que envolvem o ordenhador, a higiene de ordenha
compreende também a higiene dos animais, de instalacdes e de equipamentos
utiizados na ordenha. A agua é o componente mais importante nestas
atividades, mas pode se constituir em fonte adicional de contaminacéo do leite
e dos animais, caso nao esteja dentro dos padrdes microbiologicos e fisico-
quimicos (RIBEIRO & CARVALHO, 2001).

E de suma importancia que se tenham instala¢es e ambientes onde os
animais permanecem limpos e higienizados, a fim de diminuir a possibilidade
de contaminacédo da glandula mamaria. Pigquetes destinados as vacas secas,
bem como aqueles onde sdo mantidas as vacas lactantes no intervalo entre

ordenhas, ndo devem conter excesso de lama e ou de material organico
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(LANGONI, 2007). O material de camas €é considerado uma fonte importante de
microrganismos envolvidos nas infec¢gbes, sobretudo no que se refere aos
agentes ambientais, principalmente quando estas sdao compostas de material
organico e ndo tém o manejo adequado (NICKERSON, 2008). Deve evitar que
0s animais se deitem no periodo imediatamente ap0s a ordenha. Nessa
ocasiao, o esfincter ndo esta totalmente fechado, favorecendo a penetracdo de
patébgenos na glandula mamaria. Para tal, eles devem receber algum alimento
logo apos a ordenha, devendo permanecer de pé pelo menos durante as duas
primeiras horas pos ordenha (LOPES & VIANA, 1996; LANGONI, 2007).

A utilizacdo da linha de ordenha € outro método para evitar
contaminagOes cruzadas no rebanho, tem demonstrado que em rebanhos
infectados por patdgenos contagiosos tais como S. aureus, ap0s a ordenha de
um animal infectado, a unidade de ordenha se constitui em veiculo para a
infeccéo de cerca de seis outros animais que vierem a ser ordenhados a seguir
(MYLLYS et al., 1994). Este fato mostra a necessidade de se implantar uma
linha de ordenha, visando diminuir o nimero de novas infec¢cdes ocasionadas
por patdgenos contagiosos.

O descarte de animais cronicamente infectados deve fazer parte do
programa de controle da mastite em qualquer rebanho. A adocdo desta medida
conduz rapidamente a uma reducdo na taxa de mastite clinica, permitindo
também reduzir a contagem de células sométicas do leite de tanque (CCSLT)
do rebanho, j4 que vacas cronicamente infectadas contribuem com 10-12% da
CCSLT (HILLERTON, 1996).

O equipamento de ordenha mecanica favorece as infeccdes
intramamarias segundo LANGLOIS et al. (1981); COSTA (1998) vacas
ordenhadas mecanicamente tendem a apresentar indices mais elevados de
mastite subclinica em relacdo a vacas ordenhadas manualmente em
decorréncias de falhas na higienizacdo e manutencdo dos equipamentos de
ordenha. As falhas mais importantes em relagdo ao funcionamento do
equipamento de ordenha sdo a baixa reserva de vacuo, flutuagées de vacuo,
pressdo de vacuo elevada e o funcionamento irregular dos pulsadores que
afetam a integridade do esfincter e da camada de queratina, propiciando o
aumento da ocorréncia de novas infeccbes. A revisdo periodica do

equipamento de ordenha permite detectar e sanar oportunamente falhas que
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possam prejudicar seu funcionamento, eliminando assim uma das principais

causas de mastite e de alteracdes na qualidade do leite.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a prevaléncia das principais bactérias causadoras da mastite
bovina, verificar o perfil de sensibilidade a diversos antimicrobianos da mastite
bovina clinica e condicbes de higiene e manejo das propriedades leiteiras

localizadas no estado de Goias.

3.2 Especificos

e Realizar andlise de cultura e antibiograma dos patégenos identificados

através de sistema automatizado Vitek, para vacas com mastite clinica.

e Detectar, identificar e quantificar Staphylococcus aureus, Enterococcus
sp., Corynebacterium bovis, Escherichia coli, Streptococcus dysgalactiae,
Staphylococcus sp., Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis,
Arcanobacterium pyogenes, Klebsiella sp., Serratia marcescens e o gen
para expressao de resisténcia da 3-lactamase (blaZ) em 10% das vacas, de
cada propriedade, que apresentaram mastite subclinica, através da analise

de PCR em tempo real.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Propriedades rurais

Foram colhidas informacdes de oito propriedades leiteiras do estado de
Goias: Abadia de Goias (A), Anapolis (B), Bela Vista (C), Goias (D), Goiania
(E), Hidrolandia (F), Silvania (G) e Turvania (H), (FIGURA 3 e 4). Todas as
propriedades contavam com sistema de ordenha mecanica para extracdo do
leite, foi utilizando um questionario (ANEXO 1), aplicado no dia da visita a
fazenda. Selecionou-se as propriedades que enviaram frequentemente as
amostras para o laboratério do CPA-UFG, considerando-se ainda a
disponibilidade e o interesse do proprietario em patrticipar do estudo, e também
a distancia entre as propriedades e os laboratorios.

Avaliaram-se as condi¢cdes gerais de manejo dos animais e higiene de
ordenha, considerando os seguintes itens: producdo leiteira (média diaria),
namero de vacas em lactacdo, tipos de equipamentos de ordenha e de
armazenamento do leite, manejo de ordenha, medidas de diagndstico e
prevencdo de mastite, prevaléncia de mastite clinica e/ou subclinica, higiene e
limpeza dos equipamentos, protocolo de tratamentos antimicrobianos

rotineiramente utilizados nos animais com mastite.
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FIGURA 3. Municipios do Estado de Goias onde foram realizadas as colheitas
de amostras de leite bovino (identificados pelo marcador). Goiania-GO, 2012.
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FIGURA 4. Municipios do Estado de Goias onde foram realizadas as colheitas
de amostras de leite bovino (identificados pelo marcador). Goiania-GO, 2012.

4.2. Amostras de leite

No periodo de junho de 2010 a junho de 2011 foram analisadas 6186
amostras de leite cru (96 amostras — cultura e antibiograma, 5758 amostras —
CCS e 332 amostras — PCR em tempo real)

Mensalmente foram realizadas colheitas das amostras de leite de vacas,
individualmente que apresentaram mastite clinica, foram procedida sem
conservante e submetidas a técnica microbioldgica - cultura e antibiograma por
meio de equipamento automatizado Vitek (bioMérieux), no Laboratério de
Microbiologia — LMB e para as amostras de leite cru de vacas individuais, apés
realizado o teste da caneca telada e constatacdo de auséncia de mastite
clinica, foram destinadas a analise de CCS e conservadas em Bronopol®, no
Laboratdrio de Qualidade do Leite - LQL, e 10% das amostras de leite de vacas
individuais, que apresentaram contagem celular somatica acima de 200.000
CS/mL foram submetidas a técnica de PCR em tempo real utilizando o kit
Pathoproof ™ Mastitis PCR Assay (FINNZYMES DIAGNOSTICS®), que tem a
capacidade de detectar, identificar e quantificar 11 microrganismos e 1 gene de

resisténcia a B-lactamase, no Laboratorio de Biologia Molecular — LBM, todos
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no Centro de Pesquisa em Alimentos (CPA) da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG).

4.2.1. Andalises microbiolégicas e CCS

Imediatamente antes da ordenha, apds os animais serem submetidos ao
teste da caneca telada, os tetos que se observaram grumos no leite foram
higienizados com solucdo de pré-dipping usada na propriedade. Apds a
secagem de cada quarto com papel-toalha, procedeu-se a desinfeccdo do
orificio do teto afetado com algodado embebido em alcool 70°GL, a seguir foi
realizada a colheita asséptica da amostra de leite, 2,5 mL do teto que foi de
cada vaca em frascos esterilizados para a analise microbiologica (FIGURA 5).
Para a realizacdo da contagem de células somaticas (CCS) foram coletadas 40
mL de leite de todos os tetos de cada vaca (pool), em frascos contendo o
conservante Bronopol®. Esse conservante € estavel em meio &cido e possui
largo espectro bactericida sendo efetivo contra bastonetes Gram-positivos,
Gram-negativos e fungos (CHEMICAL, 2011).

Ap6s as colheitas, os frascos foram tampados, identificados e

acondicionados em caixas isotérmicas contendo bolsas de gelo reciclavel.

FIGURA 5. Antissepsia do esfincter do teto com algoddo embebido em alcool
iodado e colheita de amostra de leite para cultivo microbiologico. Bela Vista-
GO, 2011.

4.2.2. Procedimentos laboratoriais

a) Analise da contagem de células somaticas (CCS)
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No laboratério LQL o equipamento Combifoss é constituido pelo
Fossomatic 500 Basic (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark) que quantifica a
contagem de células somaticas (CCS), com capacidade de andlise de 300
amostras/hora e cujo principio analitico baseia-se na citometria de fluxo
(FIGURA 6).

FIGURA 6 — Equipamento Combifoss do LQL da UFG. Goiania, 2011.

b) Isolamento e identificacdo do agente infeccioso

No Laboratdrio de Microbiologia - LMB, com o auxilio de al¢a de niquel-
cromo calibrada, uma aliquota de leite foi estriada em placa de agar sangue de
carneiro e incubada a 36 + 1°C por 48 horas, visando o isolamento de colbnias.
Isolados do &gar sangue foram avaliadas quanto as caracteristicas
morfologicas e submetidas a coloragdo de Gram. Unidades formadoras de
colénia identificadas como Gram-positivos, foram submetidas a provas de
catalase e coagulase, e Gram-negativos a prova de oxidase.

As unidades formadoras de colbnias morfotintorialmente diferentes
foram submetidas ao teste de identificacdo e sensibilidade a antimicrobianos
automatizado — VITEK 2 compact ® - Biomeérieux.

4.2.3. Principios analiticos
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4.2.3.1. Deteccéo, identificacdo e quantificacdo de patégenos causadores

de mastite subclinica através da técnica de PCR em Tempo Real

4.2.3.1.1 Protocolo para extragdo de DNA de amostras de leite cru

A extracdo de DNA das amostras de leite cru foi realizada em
conformidade com o protocolo do Pathoproof Mastitis PCR Assay®
(FINNZYMES DIAGNOSTICS®). Primeiramente homogeneizou as amostras de
leite em seguida transferiu 350 pl da amostra de leite para eppendorf.
Preparou-se solugcéo 1 contendo 7 pl proteinase K e 350 pl solugéo lise 1, para
cada amostra foi adicionado 350 ul da solucdo 1 em cada amostra de leite
(eppendorf) homogeneizou e as amostras foram incubadas em banho-maria a
55°C por 5 minutos. Em seguida centrifugou-as durante 5 minutos a 6000 rpm,
retirando todo o sobrenadante por pipetagem e ressuspendeu o sedimento
(pellet) em 100 ul da solucéo lise 2 por pipetagem posteriormente incubou em
banho-maria a 37°C por 10 minutos;

Preparou se a solucdo 2 contendo 20 ul proteinase K e 200 yl de tampéao
AL, para cada amostra, adicionou 220 ul da solucdo 2 em cada amostra
(eppendorf) em seguida homogeneizou e as amostras foram incubadas a 55°C
por 10 minutos. Adicionou-se 200 ul de etanol (96-100%) para cada amostra,
transferiu o sobrenadante do eppendorf para a placa QlAamp 96, em seguida
selou a placa QlAamp 96 com uma folha de fita AirPore e centrifuga a 3700
rom por 8 minutos, em seguida foi adicionou 500 pl do Tampado AW1 a cada
tubo e selou a placa QlAamp 96 sendo centrifugada a 3700 rpm por 8 minutos,
posteriormente adicionou 500 ul do tamp&o AW2 a cada tubo a placa nao foi
selada e centrifugou a 3700 rpm por 30 minutos. Apds esse tempo a placa
QIAamp 96 foi colocada no suporte de eluicdo de tubos coletores e adicionou
100 ul do tampao AE a cada tubo a placa foi selada e centrifugou a 3700 rpm
por 8 minutos. Transferiu as amostras de DNA extraido do suporte de eluicdo
para os respectivos eppendorf’s; para armazenamento e posterior realizacédo
da técnica de PCR

4.2.3.1.2. Protocolo para PCR
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Todos os reagentes utilizados na reacdo de PCR foram mantidos sob
refrigeracdo com gelo em escamas. Para proteger os pathoproof primer mixes
da acéo da luz, foram utilizadas folhas de papel aluminio.

Inicialmente, o pathoproof master mix” e os pathoproof primer mixes
numerados de 1 a 4 foram homogeneizados brevemente para o preparo de 4
solugdes individuais combinando o pathoproof master mix e as 4 pathoproof
primer mixes. O volume total da solucdo 1, foi formado pelo namero de
amostras multiplicado por 11lpuL de pathoproof master mix adicionado de
namero de amostras multiplicado por 5,5uL do pathoproof primer mix1. Para as
outras 4 solugcbes foi utilizado o mesmo volume, porém, contendo o0s
pathoproof primer mix 2, 3 e 4, respectivamente. Em seguida, cada uma das 4
solucdes foi homogeneizada brevemente.

Posteriormente, foram identificados os 96 pocinhos da placa para PCR
em tempo real, e adicionados 15uL de cada uma das 4 solucbes preparadas
anteriormente aos 4 pontos respectivos de cada amostra. Foram adicionados
5uL do template (controle positivo) previamente diluido em cada um dos 4
pocinhos ultimos da placa.

Finalmente, os 96 poginhos da placa foram fechados com filme selante e
a placa colocada no equipamento para PCR em tempo real.

4.3. Planejamento experimental e andlise estatistica

4.3.1. Plano amostral da pesquisa

No projeto foi realizado um levantamento analitico e descritivo simples,
com amostragem probabilistica estratificada e simples ao acaso. A distribuicao
amostral foi de acordo com o nimero de ocorréncias e proporcdes. Os dados
relativos obtidos foram especificados como uma razao relativa ao total, que

equivale a uma porcentagem (100).

4.3.2 Analise estatistica dos dados

As respostas qualitativas (presenca ou auséncia) e quantitativas foram

analisadas em tabela de contingéncia, sendo a dispersao de frequéncia entado
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obtida. A analise de sensibilidade dos microrganismos foi verificada também

atraves de tabela de freqiéncia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Dados das propriedades

Os resultados dos questionarios aplicados nas oito propriedades leiteiras

avaliadas estédo apresentados na Tabela 3.
Na Figura 7 sdo apresentadas condi¢cdes insatisfatorias de higiene e de

manejo em algumas das propriedades envolvidas no estudo.

E F

FIGURA 7. Propriedades leiteiras com manejo higiénico deficitario. A: sala de
ordenha Umida e suja, teteira sujeita a contaminagéo. B: conjunto de ordenha
sujo com fezes bovinas. C: desregulagem do vacuo da ordenhadeira. D, E e F:
local para os animais p6s ordenha. Goiania, 2011.
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TABELA 3. Principais caracteristicas observadas entre as oito propriedades
leiteiras avaliadas, localizadas no Estado de Goias. Goiania-GO, 2011.

Caracteristicas Ocorréncia (%)
(Numero de
fazendas)

Higiene do ambiente satisfatoria (pos ordenha) 3 37,5
Realiza teste da caneca telada 8 100,0
Realiza predipping 8 100,0
Realiza posdipping 8 100,0
Uso de agua para limpeza dos tetos 3 37,5
Uso de papel toalha para secagem dos tetos 8 100,0
Realiza linha de ordenha 8 100,0
Manejo pés-ordenha adequado 5 62,5
Fornece alimento durante a ordenha 5 62,5
Realiza periodicamente da analise de CCS 4 50,0
Realiza teste periddico de CMT 1 12,5
Tratamento de mastite (com base em antibiograma) 3 37,5
Limpeza do equipamento adequado 5 62,5
Nivel de vacuo correto 6 75,0
Realiza terapia da vaca seca 8 100,0
Descarte de animais com mastite cronica 3 37,5
Tipo de local/cama onde as vacas deitam esta 2 25,0
limpo e seco

Registra os dados dos animais 5 62,5

Verifica- se na Tabela 3, que em 37,5% (3) das propriedades, a higiene
do ambiente foi considerada satisfatéria, porém cinco encontravam com alta
carga de matéria organica no local de permanéncia das vacas. Estes dados
corroboram com o de FAGUNDES (2007), que avaliou 42 propriedades
leiteiras, em duas regibes do Estado de Sao Paulo, e verificou que 33,3% e
19,1% delas apresentavam adequado manejo higiénico-sanitario de ordenha. A
presenca de lama e esterco foi observada na maioria das exploragdes leiteiras
estudadas, provavelmente contribuindo para o aumento da mastite. BRITO &
BRITO (2002) apontaram também este fator, onde constataram que o ambiente
pode se tornar uma fonte de infeccdo de mastite durante o periodo entre as
ordenhas, por isso torna-se necessario que o ambiente seja bem manejado.

Dentro dos parametros avaliados em relagcéo ao teste da "caneca telada"
€ uma pratica adotada por todas as fazendas acompanhadas. Segundo
SANTOS & FONSECA (2007); MENDONCA (2009) o exame que consiste na

retirada dos primeiros jatos de leite deve ser realizado imediatamente antes de
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todas as ordenhas, com a finalidade de observar alteracbes no leite que
possam indicar a ocorréncia ou presenca de mastite clinica.

A realizacdo de pré e poOs-dipping ocorreu em 100% (8) das
propriedades avaliadas. Foi constatado durante as visitas as propriedades que
0s produtores utilizam antissépticos, porém alguns utilizavam em
concentracbes inadequadas, o que demonstra um inadequado manejo
preventivo de mastite ambiental e contagiosa. A utilizacdo de produtos a base
de cloro no pré-dipping e de iodo no pés-dipping é pratica comum entre 0s
produtores. Conforme VEIGA (2011) os principios ativos mais utilizados para a
desinfeccdo dos tetos sé@o o iodo, o clorexidina, LDBSA (&cido sulfénico), cloro,
peroxidos, lauricidina e acido cloroso. Objetivando diminuir a irritagcdo e
condicionar a pele dos tetos, sdo utilizadas algumas bases e emolientes na
formulacdo destes germicidas, como a glicerina, lanolina, propilenoglicol,
sorbitol, 6leos vegetais e minerais, e colageno. Segundo esse mesmo autor o
objetivo da desinfeccdo dos tetos antes da ordenha é de reduzir a
contaminacdo dos mesmos impedindo novas infec¢cbes, especialmente aquelas
causadas por patdgenos ambientais, além disso, a utilizacdo do pré-dipping
dispensa a lavagem dos tetos, reduzindo a quantidade de agua presente nos
tetos ordenhados, 0 que conseqlentemente previne novas infeccdes.

Em 37,5% (3) das propriedades avaliadas no presente estudo a lavagem
dos tetos é realizada antes da ordenha. Constatou-se onde se adota esta
pratica, ndo se procede a lavagem total do Ubere, e sim somente dos tetos, de
maneira a evitar a contaminacdo do leite e dos equipamentos de ordenha.
Segundo EMBRAPA (2008) recomenda-se que a lavagem seja feita apenas no
caso de apresentarem sujidades, tais como barro ou esterco e quando fizer,
deve-se evitar o excesso de agua para lavagem, limitando-se a lavagem dos
tetos, evitando as partes altas do Ubere. O uso excessivo de agua pode
provocar o escorrimento de agua residual do Ubere até a ponta da teteira e,
eventualmente, essa agua altamente contaminada pode se misturar com 0
leite, causando sua contaminagao.

A secagem dos tetos € um dos fatores mais importantes da rotina da
ordenha a contribuir para a qualidade do leite e para a saude da glandula
mamaria. Deve ser realizada com toalhas de papel individuais, descartaveis

(EMBRAPA, 2008). Esta conduta é realizada com bastante frequente nas
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propriedades, com a utilizacdo de papel toalha em 100% (8), demonstrando
que o habito de utilizacdo de pano ou outros tecidos, esta sendo
descontinuado.

FONSECA & SANTOS (2000) citaram sobre a importancia da realizacao
de linha de ordenha, recomendando-se que animais sejam ordenhados em
lotes de acordo com o estado sanitario. Neste estudo observou-se que todas as
fazendas realizam esse método. BEXIGA et al. (2003) observaram que em
58,3%, das exploracdes leiteiras analisadas, as vacas com mastite clinica eram
ordenhadas sem segregacéo especial, em 33,3% no fim da ordenha e em outra
sala de ordenha somente em 8,3% das propriedades.

Verificou-se que em 62,5% (5) das propriedades eram oferecidos
alimentos as vacas na sala de ordenha, este método torna o manejo pos-
ordenha inadequado, pois ao oferecer novamente o alimento na saida da sala
de ordenha os animais pouco se alimentam e logo repousam. GRECELLE
(2008) citou sobre o fornecimento de alimento pés ordenha segundo o qual,
isso possibilita que as vacas se mantem em posicdo quadrupedal até que o
esfincter do teto se feche, e desta maneira diminui a penetracdo de
microrganismos no canal do teto e reduz o risco de novas infecgdes.

Observou-se que 50% (4) das fazendas realizaram periodicamente a
analise de CCS, isso propicia a identificacdo dos animais infectados com
mastite subclinica no rebanho. Segundo SOUZA et al. (2009) admitiu-se que a
principal causa do aumento da CCS seja a presenca de inflamacéo na glandula
mamaria, com envolvimento de patégenos, ainda que outros fatores como
namero de paricdes, estagio de lactacdo, estacdo do ano, possam ter efeitos
indiretos na CCS (PEELER et al., 2000; CUNHA et al., 2008; ZAFALON et al.,
2008).

Ainda com relacdo ao manejo pré-ordenha, embora o teste da “caneca
telada” seja realizado em 100% das propriedades, verificou-se que o CMT é
realizado apenas em uma fazenda, indicando que os produtores nao realizam
rotineiramente o diagnostico de mastite subclinica nos rebanhos. Além disso, a
escolha do tratamento de mastite clinica € realizada com base na experiéncia
profissional dos médicos veterinarios responsaveis pelas fazendas ou no apelo
comercial de certos anti-mastiticos, ndo fundamentada em isolamento

microbioldgico/antibiograma, em 62,5% (5) das propriedades estudadas.
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Constatou-se que a limpeza do equipamento de ordenha estava
adequada em 62,5% (5) das fazendas, porém foi observada em algumas
propriedades que quando algumas teteiras caiam e contaminavam com fezes
elas eram higienizadas apenas em balde com solucdo clorada em
concentracbes inadequadas. As teteiras, em particular, constituem-se em
importante fomite, podendo funcionar como um elemento de transferéncia de
bactérias de uma vaca infectada para uma sadia. A queda do conjunto de
teteiras favorece a entrada de patégenos para dentro da glandula mamaria.

A manutencao dos equipamentos de ordenha estava sendo realizada de
forma correta na maioria das propriedades, porém 25% (2) das fazendas o
nivel de vacuo estava inadequado demonstrando a falta de assisténcia de
técnicos especializados para sua manutencdo. SOUZA et al. (2005)
observaram que em 79 rebanhos leiteiros ordenhados mecanicamente, 28
(35,4%) néo realizavam ou realizavam de forma esporadica a manutencéo do
equipamento.

A terapia da vaca seca foi observada em 100% (8) das fazendas. A
terapia nada mais € que o tratamento de todos os quartos de todas as vacas no
dia da secagem com antibiético por via intramamdria. Atua tanto na prevencao
da ocorréncia de novos casos quanto na cura dos casos existentes. A
prevencdo de novos casos de mastite durante o periodo seco é de extrema
importancia visto que € neste periodo que ocorre a maior taxa de risco de uma
nova infeccdo, taxa de risco essa que € diminuida de forma significativa com o
tratamento no dia da secagem.

O descarte de vacas com mastite cronica é uma maneira pratica e rapida
para a reducdo do nivel de infeccéo existente no rebanho. Porém foi observado
que apenas 37,5% (3) das fazendas realizam esse método. Segundo VEIGA
(1998) em termos de controle de mastite, a manutencéo de animais com casos
cronicos de mastite no rebanho, mesmo que estas vacas tenham passado por
um tratamento de vaca seca, é pouco justificavel. As vacas com mastite cronica
(vacas com infeccdo persistente da glandula mamaria por mais de dois meses)
funcionam como verdadeiros reservatérios de agentes causadores de mastite
e, desta maneira, podem transmitir estes agentes para animais sadios.

Conforme Tabela 3 apenas em duas fazendas o tipo de local/cama onde

as vacas deitam estavam limpo e seco. A exposicdo das vacas a agentes
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causadores da mastite ocorre, muitas vezes, no ambiente onde elas vivem. O
manejo de dejetos, o tipo e 0s procedimentos de limpeza da cama sao fatores
que exercem forte influéncia sobre a higiene dos animais. Desta forma, a
higiene das vacas leiteiras pode ser usada como um indicador da eficiéncia do

manejo da fazenda.

5.2. Cultura e antibiograma

Das 96 amostras colhidas, de vacas com mastite clinica, de duas
fazendas leiteiras dos municipios de Anapolis (B) e Goias (D), em 11 amostras
nao houve crescimento de nenhum tipo de microrganismo. Portanto, foram
analisadas 85 amostras positivas, sendo 58 amostras da fazenda B e 27
amostras da fazenda D.

BRITO & BRITO (1999) explicam que “as amostras de leite podem dar
resultados negativos quando: o nimero de bactérias na amostra € muito baixo
para ser detectado pelos métodos laboratoriais de rotina e, em outros casos a
infeccdo pode ja ter sido eliminada, mas persiste uma elevada contagem de
células, porque a cura das lesbes nao se completou” e, também, quando
amostras sucessivas sao sempre negativas na cultura, deve-se pensar em

micoplasmas.

5.2.1. Fazenda D

5.2.1.1. Isolamento e identificacdo dos agentes causadores da mastite
clinica

As bactérias Gram positivas de maior ocorréncia isoladas nas amostras
de leite analisadas da FAZENDA “D” foram o Staphylococcus warneri (17,1%),
Streptococcus uberis (11,4%), Streptococcus dysgalactiae ssp dysgalactiae
(11,4%), Staphylococcus aureus (11,4%) e Staphylococcus haemolyticus
(8,6%). Para as bactérias Gram negativo com maior incidéncia nas amostras
de leite de vacas com mastite clinica analisadas foram Escherichia coli (57%) e
Pseudomonas aeruginosa (13%).

Levantamentos realizados em diversas regibes do Brasil apontaram a

mastite contagiosa como a mais frequiente em nosso pais, tendo como agentes
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principais S. aureus (30-83%), Streptococcus spp. (3-60%), Corynebacterium
bovis (1,3-30%) e Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) (16-25%)
(NADER FILHO et al.,1984; LANGONI et al., 1991; COSTA et al., 1995; BRITO
& BRITO, 1999; BARBALHO & MOTA, 2001; LAFFRANCHI, 2001).

No grupo da mastite contagiosa o microrganismo mais isolado foi
Staphylococcus warneri (17,1%) que é um SCN, frequéncia maior foi
encontrado no estudo de LUCHEIS (2011), 30,7% e Staphylococcus aureus em
concordancia com estudo realizado por BENITES et al. (2001) estudaram a
ocorréncia de mastites em 140 glandulas mamarias de 35 vacas e encontraram
um predominio no isolamento de microrganismos do género Staphylococcus
(60,71%), sendo que 54,29% corresponderam a Staphylococcus coagulase
negativos e 6,43% Staphylococcus coagulase positivos.

Segundo RANJAN et al. (2006), embora diversos agentes possam estar
envolvidos na etiologia da mastite bovina, Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e
coliformes sdo os patdbgenos mais comumente envolvidos no processo,
responsaveis por aproximadamente 80% de todas as infec¢des intramamarias.
Segundo PHILPOT & NICKERSON (2002), os SCN s&do os agentes mais
freqiientemente isolados nos rebanhos, resultado confirmado neste caso.

A elevada ocorréncia de microrganismos do género Staphylococcus
aureus (11,4%) estd em conformidade ao verificado em outros estudos
(NADER FILHO et al., 1986; BRITO et al.,1998; COSTA et al., 1995; LANGONI
et al., 2000), que tem referido resultados semelhantes. Estudos realizados por
GUIMARAES (2011) de 4.584 glandulas mamarias, 1.148 vacas em lactacéo,
identificou a frequéncia de 722 do total microbiolégico positivos, observou a
presenca do S. aureus 90/722 (12,5%).

BRABES et al. (1999) analisaram 127 amostras de leite de casos de
mastite em cinco propriedades nos estados de Sédo Paulo e Minas Gerais entre
os SCN foram identificados: S. chromogenes (11,8%), S. sciuri (9,5%), S.
warneri (2,36%); S.epidermidis (0,8%), COSTA et al. (2008), estudaram casos
de mastite por SCN em bovinos leiteiros de fazendas de S&o Paulo e
Pernambuco e identificaram as seguintes espécies: S. warneri (45,5%), S.
hyicus (18,2%), S. chromogenes (14,3%), S. epidermidis (5,2%), S.
saprophyticus (5,2%), S. haemolyticus (5,2%), S. capitis (2,6%); S. simulans
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(1,3%), S. xylosus (1,3%), S. hominis (1,3%). Em contraste, no presente
estudo as espécies de SCN mais frequentemente isoladas foram: S. warneri
(17,1%), S. haemolyticus (8,6%), S. chromogenes (3%), S. sciuri (3%), S.
epidermidis (3%), Staphylococcus intermedius (3%) e Staphylococcus
gallinarum (3%).

Surpreende o fato de S. chromogenes ter sido isolado apenas em um
caso de mastite na fazenda, uma vez que foi referido ser um dos 65 SCN de
maior frequéncia na etiologia de mastite nos EUA (NICKERSON, 2008) e ja ter
sido isolado em outros estudos brasileiros (BRABES et al., 1999; COSTA, 2002
e 2008). Tal fato demonstra que programas de controle muitas vezes devem
ser especificos e de acordo com a etiologia da mastite presente nos animais
das fazendas.

Ainda entre os estafilococos, os SCN nas ultimas décadas vem
assumindo papel importante na etiologia da mastite bovina, como registrado
em alguns estudos nacionais e internacionais. Os SCN s&o considerados
menos patogénicos que as espécies coagulase positivas e fazem parte da
microbiota normal da pele de homens e animais (TORTORA et al., 2002;
RIBAS, 2003). Os SCNs aderem facilmente as superficies poliméricas como
cateteres por produzirem biofilmes. Este fato, provavelmente, pode acontecer
também nas ordenhadeiras, facilitando sua disseminacdo entre 0s animais
(RUPP et al., 2000).

Estes patdgenos tém sido observados tanto em mastites subclinicas
como nas clinicas, em casos onde se verifica acentuada reducdo na producao
leiteira (TAPONEN et al., 2007).

A elevada ocorréncia do SCN (40,7%), na propriedade leiteira estudada,
confirma com a crescente relevancia destes microrganismos e fundamenta o
objetivo do presente estudo em identificar as espécies prevalentes e avaliar a
resisténcia a antimicrobianos.

Em um levantamento recente com 935 quartos mamarios avaliados,
OLIVEIRA et at. (2011) isolaram em casos de mastite clinica Staphylococcus
coagulase negativa (25%), Staphylococcus aureus (16,7%), Streptococcus spp.
(8,3%) e Corynebacterium spp. (8,3%).

Dentre as bactérias Gram-negativas a Escherichia coli foi detectada em

13/23 (57%) dos isolamentos nas amostras, resultado superior aos detectados
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por REIS et al. (2003), 11,6%. E. coli € considerada como o microrganismo
predominante na etiologia da mastite ambiental e seus reservatorios séo
principalmente as fezes dos animais ou materiais contaminados (SANTOS &
FONSECA, 2007).

Cabe destacar a grande importancia da contaminacdo do leite por
bactérias do género Pseudomonas, por serem microrganismos psicrotréficos,
se multiplicarem em temperaturas de refrigeragdo constituindo problema
emergente para os profissionais da area de inspecéo sanitaria e de qualidade
do leite (FERNANDES et al. 2009).

Pseudomonas aeruginosa trata-se de um microrganismo considerado
saprofita, sendo isolado de ambientes onde existem bovinos, principalmente da
agua usada para lavagem dos equipamentos de ordenha (COSTA, 1998).
Segundo RIBEIRO & CARVALHO (2001), a agua pode se constituir em fonte
adicional de contaminacao do leite e dos animais, caso nao esteja dentro dos
padrées microbioldgicos e fisico-quimicos, tendo como contaminantes mais
comuns os coliformes, Achromobacter, Alcaligenes, Chromobacterium,
Cytophaga, Micrococcus e Pseudomonas, provenientes do solo ou da prépria
agua rica em matéria organica.

Segundo PACKER (1977), P. aeruginosa é responsavel por menos de
1% das mastites em bovinos leiteiros e estas infeccbes raramente atingem
niveis superiores a 3%, 0 que nao estdo de acordo com os achados desta
pesquisa.

Verificou-se na pesquisa, a frequéncia de 13% de Pseudomonas
aeruginosa resultados semelhantes aos apresentados por MOREIRA et al.
(1997), 12,12% e ANDRADE (1997), 10,0%, e superiores aos relatados por
REIS et al. (2003), 2,9%.

5.2.1.2. Antibiogramas

Foram testados 15 principios ativos de antimicrobianos para bactérias
Gram positivas, sendo que, para este grupo de microrganismos, a gentamicina
500, estreptomicina 2000 e linezolid foram os antibidticos que apresentaram a
melhor atividade biol6gica antibacteriana, sendo evidenciados 100% de

sensibilidade para os dois primeiros e 96,3% para o linezolid. Enquanto, a
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tetraciclina foi a que apresentou menor percentual de sensibilidade,
demonstrando, nos testes in vitro, susceptibilidade para apenas 41,2% do total

de microrganismos isolados (GRAFICO 1).

GRAFICO 1. Perfil de sensibilidade antimicrobiana para bactérias Gram
positivas.

NADER FILHO et al. (1984) submeteram ao antibiograma 37 amostras
de S. aureus isoladas de Infeccdo Intramamaria (IIM) de bovinos em Ribeiréo
Preto/SP. Verificaram que gentamicina, amicacina, eritromicina e cefotaxima
foram as drogas mais eficientes corroborando com os achados na pesquisa.
Em 2007, os mesmos autores estudaram 72 cepas de S. aureus isoladas do
leite de vacas com sinais de mastite ou que apresentavam positividade no
CMT, em 10 propriedades rurais do Estado de Sao Paulo, os resultados dos
testes de sensibilidade demonstrou que 0s principios ativos que apresentaram
maior sensibilidade foram a gentamicina (98,6%), seguidos pela estreptomicina
(94,4%), oxacilina (84,7%), novobiocina (73,4%), vancomicina (72,2%),
ampicilina (4,2%) e a penicilina (2,8%).

Neste estudo, foi verificada eficacia de 100% sobre as cepas de S.
warneri nos testes realizados com o0s principios ativos ciprofloxacina,
clindamicina, eritromicina, gentamicina, linezolid, oxacilina, rifampicina e
vancomicina.

PINTO et al. (1999) observaram resisténcia dos SCN em relagdo a
enrofloxacina de 9,09% e 45,7% a ampicilina, sendo que a resisténcia frente ao
cloranfenicol, a penicilina e sulfazotrim foi acima de 26,31% no Rio Grande do
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Sul. No presente estudo dados inferiores foram encontrados para ampicilina
(20%) de resisténcia.

BENITES et al. (2001) avaliaram o padrao de resisténcia de amostras de
Staphylococcus coagulase positivos e SCN isoladas de parénquima de
glandulas mamarias de vacas em lactacédo enviadas ao abate e verificaram que
a maior resisténcia foi a penicilina (84,4%) e ampicilina (86,6%) e a maior
sensibilidade a cefalotina e gentamicina. MOTA et al. (1999) obtiveram valores
de sensibilidade antimicrobiana para gentamicina (100%), neomicina (92,4%),
lincomicina (90,6%), sulfazotrim (88,5%), cloranfenicol (86,8%), cefalotina
(82,7%) para SCN isolados de leite bovino. Dados em relacéo a sensibilidade a
gentamicina estdo em concordancia com os citados pela literatura.

Para o grupo de microrganismos Gram negativos, foram utilizados 16
principios ativos de antimicrobianos, dos quais a amikacina, imipeneme e
trimetoprim/sulfa apresentaram sensibilidade de 90,5%, ao passo que,
ampicilina (30,8%) foi a que apresentou o menor percentual de sensibilidade
(GRAFICO 2).

GRAFICO 2. Perfil de sensibilidade antimicrobiana para bactérias Gram
negativas.

FERNANDES et al. (2009) verificaram multirresisténcia de 19 isolados

de Pseudomonas aeruginosa para ampicilina, cefalexina, gentamicina,
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tetraciclina, penicilina/novobiocina e cloxacilina. Além disso, o perfil de
sensibilidade microbiana das 19 linhagens mostrou que somente enrofloxacina
(73,7%) e danofloxacina (73,7%) foram os antibiéticos mais efetivos frente aos
microrganismos isolados. A elevada resisténcia aos antimicrobianos foi similar
aos achados no estudo.

ERSKINE et al. (2003) afirmaram que as bactérias Gram-negativas, em
geral, sdo suscetiveis a gentamicina, amikacina, polimixinas, e as
cefalosporinas de 2% e 32 geracéao, tais como a cefuroxima e cefoperazona e
gue a maioria € resistente a estreptomicina, neomicina, tetraciclina, ampicilina e
amoxicilina. Como também, estdo em concordancia com os relatos de
ANDRADE et al. (2000) que justificaram a menor taxa de eficacia do antibiotico
ampicilina em razdo do uso indiscriminado e inadequado (subdosagens) destes
antimicrobianos na pratica veterinaria, pois que sdo estes 0s antibiéticos mais
frequentemente utilizados para controle de mastite.

RIBEIRO et al.(2009) avaliaram o perfil de resisténcia antimicrobiana de
bactérias isoladas de 148 vacas no periodo médio de lactacdo, das quais 2
com mastite clinica, 72 com mastite subclinica e 74 sem mastite (controle),
provenientes de quatro propriedades do interior do estado de S&o Paulo,
verificou-se que as maiores taxas de resisténcia das linhagens encontradas
foram constatadas para penicilina (53,5%), ampicilina (41,6%) e neomicina
(38,6%). No presente estudo foi encontrado valores maiores de resisténcia

para o principio ativo ampicilina (68%).

5.2.2. Fazenda B

5.2.2.1. Isolamento e identificacdo dos agentes causadores da mastite
clinica

As bactérias Gram positivas de maior ocorréncia isoladas nas amostras
de leite analisadas da FAZENDA “B” foram o Streptococcus uberis (23%),
Staphylococcus aureus (14%), Streptococcus spp. (14%). As bactérias Gram
negativo com maior incidéncia nas amostras de leite de vacas desta
propriedade com mastite clinica analisadas foram Klebsiella oxytoca (50%),

Pseudomonas aeruginosa (33%).
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Coliformes e S. uberis tem sido os principais patégenos ambientais
envolvidos nas infecgBes intramaméarias (lIM), com taxas de isolamento
variaveis entre 5 e 26% (HILLERTON et al., 1993; HOGAN & SMITH, 1997,
RIBEIRO et al.,, 2002). As taxas de infeccbes por bactérias ambientais sao
variaveis em nosso meio (NADER FILHO et al.,1984; LANGONI et al.,1991;
COSTA et al.,1995; RIBEIRO et al., 2006) e dependem, fundamentalmente, da
aplicacdo de medidas de manejo utilizadas, posto que coliformes e S. uberis
sao patdégenos envolvidos nas [IM em rebanhos bem manejados, nos quais as
CCSLT sao baixas e as infeccbes por patdgenos contagiosos foram
controladas (SILVA et al.,1999).

A elevada ocorréncia de S. uberis (23%) entre os agentes ambientais foi
também relatada por COSTA (1998), que incriminou esse microrganismo como
um dos principais agentes etioldégicos da mastite ambiental.

Pseudomonas spp. sdo bastonetes gram-negativos, aerobios
obrigatérios, mdveis, sendo a maioria catalase positiva e oxidase positiva. Sdo
microrganismos ambientais, também encontrados na pele, membranas
mucosas e fezes. Pseudomonas aeruginosa € relatada como causadora
oportunista de mastite em bovinos e esta frequentemente associada ao uso de
tubos intramamarios contaminados (QUINN et al., 2005).

Verificou-se na pesquisa, a frequéncia de 50% de Klebsiella sp.

resultados superiores aos apresentados por MOREIRA et al. (1997), 4,32%.

5.2.2.2. Antibiogramas

Foram testados 13 principios ativos de antimicrobianos para bactérias
Gram positivas, sendo que, para este grupo de microrganismos, clindamicina,
rifampina, linezolid e vancomicina foram os antibidticos que apresentaram a
melhor atividade biol6gica antibacteriana, sendo evidenciados 100% de
sensibilidade. Enquanto, a tetraciclina foi a que apresentou menor percentual
de sensibilidade, demonstrando, nos testes in vitro, susceptibilidade para

apenas 57,1% do total de microrganismos isolados (GRAFICO 3).



57

GRAFICO 3. Perfil de sensibilidade antimicrobiana para bactérias Gram
positivo.

As cepas de Streptococcus spp que apresentaram menor sensibilidade
entre 0s principios ativos de antimicrobianos avaliados, foram tetraciclina
(57,1%), oxacilina (72,7%) e cefazolina (78,6%). A baixa sensibilidade
apresentada pelas cepas de Streptococcus spp pode ser um reflexo de praticas
inadequadas na escolha e/ou no uso indiscriminado desses antimicrobianos
(FONSECA & SANTOS, 2000).

BRITO et al. (2001) comprovaram que Staphylococcus aureus isolados
de infecBes intramamarias bovinas no Brasil (clinicas e subclinicas) foram
sensiveis a cefalotina, eritromicina, gentamicina, norfloxacina e oxacilina, 91%
resistentes a tetraciclina e a tilosina e 65% a ampicilina e a penicilina e 99% a
neomicina, estes resultados estdo em conformidade com o exposto na
pesquisa.

NADER FILHO et al. (2007) encontraram resultados maiores em relagéao
a resisténcia dos isolados de S. aureus frente a ampicilina (95,8%), bem como
a baixa resisténcia frente a gentamicina (1,4%). A baixa resisténcia a ampicilina
(20%) observada no presente estudo, também contradiz com a observada por
LANGE et al. (1997) no Rio Grande do Sul e PEREIRA (2001) em Minas
Gerais.

Para o grupo de microrganismos Gram negativos, foram utilizados 16
principios ativos de antimicrobianos, dos quais a amikacina, ciprofloxacina,

gentamicina, levofloxacina, imipeneme e norfloxacina apresentaram
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sensibilidade de 100%, ao passo que, ampicilina (28,6%) foi a que apresentou

o menor percentual de sensibilidade (GRAFICO 4).

GRAFICO 4. Perfil de sensibilidade antimicrobiana para bactérias Gram
negativo.

Os antibioticos do grupo dos B- lactamicos, como a penicilina G, as
cefalosporinas e a ampicilina, sdo os mais utilizados para tratamento de
doencas em rebanhos leiteiros, sendo assim 0s mais frequentemente
detectados no leite (PHILPOT & NICKERSON, 2002). Outros como a
gentamicina, as tetraciclinas e os macrolideos sdo citados por QUINN et al.
(2005) como antibidticos comumente usados contra patdgenos causadores de
mastite bovina.

FERNANDES et al. (2009) verificaram o perfil de resisténcia de 19
isolados de Pseudomonas aeruginosa e identificou elevada porcentagem a
ampicilina, cefalexina, gentamicina, tetraciclina, penicilina/novobiocina e
cloxacilina (100%). A elevada resisténcia ao antimicrobiano ampicilina foi
similar aos achados no estudo (71,4%).

5.3. CCS e PCR em tempo real
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Foram analisadas 5.758 amostras individuais de leite de vacas
individuais de 7 propriedades, para verificagdo da CCS. Das amostras de leite
de vacas individuais que apresentaram CCS acima de 200 x 10° cs/mL, 10%
destas foram submetidas a técnica de PCR em tempo real, representando um
total de 332 amostras. Os resultados de CCS (pool das amostras de leite dos

animais avaliados), estdo apresentados no Grafico 5.

GRAFICO 5. Frequéncia dos animais com ccs acima de 200.000 cs/mL, por
fazenda.

Conforme o grafico acima observa-se que a Fazenda F (70,9%)
apresentou a maior frequéncia de animais com CCS acima de 200.000 cs/mL.
Ja a fazenda G (49,4%) foi a que teve menor frequéncia.

Considerando como ponto de corte de CCS acima de 200x10°
células/mL para classificar animais possivelemente infectados, obteve-se
2442/5758 (42,41%) de amostras que apresentaram resultados inferiores e
3316/5758 (57,59%) superiores a esse valor. Esses resultados estdo em
conformidade com os estudos realizado por COENTRAO et al.(2008), que
encontraram 52,0% de amostras com CCS acima desse valor. Os resultados
deste trabalho demonstram alto percentual de animais, com a enfermidade em
sua forma subclinica.

O fator que apresenta maior efeito sobre a CCS é o nivel de infec¢do da
glandula mamaria no rebanho e o tipo de agente etiolégico (SOUZA et al.,
2009). Portanto, agrupou-se os diversos microrganismos isolados do leite das
7 propriedades estudadas de acordo com suas principais caracteristicas: cocos

Gram-positivos (G+), bastonetes Gram-negativos (G-) e relacionou-se com as
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CCS identificadas a partir das amostras de leite proveniente das vacas
pertencentes ao estudo.

A contagem média de células sométicas das 5.758 amostras de leite das
propriedades foi de aproximadamente 743 x 10° cs/mL, com o minimo
registrado de 422 x 10° cs/mL em um rebanho, e o0 maximo de 1.177 x 10°
cs/mL em outro. COENTRAO et al. (2008) obtiveram valores da média da CCS
individual por rebanho de 608 x 10° cs/mL. No entanto, estudos realizados por
VIANNA et al. (2002), encontraram valores das médias de CCS de 469 x10°
cs/mL de leite de animais com mastite subclinica e jA MEDEIROS & SOUZA
(2009) identificaram a 1.631 x 10% cs/mL.

Conforme médias obtidas da CCS individual por rebanho as fazendas
das quais se observou maior média de CCS foram fazendas F e A, com os
valores 1.177 x 10° cs/mL e 910 x 10 cs/mL respectivamente. Como pode ser
observada na tabela 4 e 5, a presenca de agentes infecciosos no leite
influenciou a variagdo na CCS. Segundo SANTOS & FONSECA (2007) a alta
prevaléncia de Streptococcus agalactiae em rebanhos leiteiros pode ter
impacto negativo sobre a qualidade do leite, pois esse agente provoca grande
elevacdo da CCS (acima de 1.000.000 cs/mL).

As propriedades com médias inferiores de CCS foram a fazenda E e G,
com os valores de 422 x 10° cs/mL e 508 x 10° cs/mL respectivamente.

O microrganismo gram-positivo isolado com maior frequéncia absoluta
(33/143) foi Streptococcus agalactiae (TABELA 4) na fazenda F e na fazenda A
(12/56) (TABELA 5).

TABELA 4. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos gram-
positivos, frente ao total de isolamentos obtidos a partir de amostras de leite de
vacas em producdo da fazenda F localizada no municipio de Hidrolandia-GO.
Goiania-GO, 2011.

Microrganismo FreqUéncia FreqUéncia
absoluta relativa (%)
Staphylococcus aureus 5 3,5
Streptococcus agalactiae 33 23,1
Corynebacterium bovis 11 8
Enterococcus sp. 28 19,6
Arcanobacterium pyogenes/ Peptococcus indolicus 6 4
Streptococcus uberis 28 19,6
Streptococcus dysgalactiae 10 7,0
Staphylococcus sp. 22 15

Total 143 100
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TABELA 5. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos gram-
positivos, frente ao total de isolamentos obtidos a partir de amostras de leite de
vacas em producédo da fazenda A localizada no municipio de Abadia de Goias-
GO. Goiania-GO, 2011.

Microrganismo FreqUéncia FreqUéncia
absoluta relativa (%)
Staphylococcus aureus 2 3,6
Streptococcus agalactiae 12 21,4
Corynebacterium bovis 3 5
Enterococcus sp. 8 14,3
Arcanobacterium pyogenes/ Peptococcus indolicus 5 9
Streptococcus uberis 11 19,6
Streptococcus dysgalactiae 4 7,1
Staphylococcus sp. 11 20
Total 56 100

Estes resultados encontram-se respaldos nos dados apresentados por
VIANNA et al. (2002) observaram que o género Streptococcus foi um agente
capaz de elevar a CCS, com média de 1.094 x 10° cs/mL. Porém, contagens
superiores foram descritas por ELIAS et al. (2005), 1.800 x 10° cs/mL, e
MEDEIROS & SOUZA (2009) que observaram a CCS média de amostras de
leite oriundas de animais infectados por Streptococcus spp. com 1.556 x 10°
cs/mL. SOUZA et al. (2009) relataram 894 x 10° cs/mL em animais infectados
por esse patdgeno.

Enterobactérias representadas, principalmente pelos coliformes, como a
E. coli e Klebsiella spp. compuseram o grupo das Gram-negativas. Foi
identificada a presenca de E. coli com frequéncia de 57%(4/7) das fazendas.
Estas bactérias sdo apontadas como importantes agentes das mastites
ambientais (PRESTES et al., 2002), e sdo constituintes da microbiota intestinal
tanto do homem como dos animais. Constatou-se a maior frequéncia desses
microrganismos na fazenda F em 63,41% (26/41) (TABELA 6). Resultados
semelhantes foram identificados no estudo de COSTA et al. (2006) sendo
identificada em 75% (15/20). O aumento da frequéncia de E. coli pode ser
atribuido ao manuseio direto dos animais, como o toque na cauda, contato com
Ubere sujo e fezes na sala de ordenha. O segundo microrganismo mais isolado

foi a Klebsiella sp. com uma frequéncia de 43% (3/7) das fazendas estudadas.
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TABELA 6. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos gram-
negativos, frente ao total de isolamentos obtidos a partir de amostras de leite
de vacas em producédo da fazenda F localizada no municipio de Hidrolandia-
GO. Goiania-GO, 2011.

Microrganismo FreqUéncia FreqUéncia
absoluta relativa (%)
Klebsiella oxytoca/ K. pneumoniae 8 19,51
Serratia marcescens 7 17,08
Escherichia coli 26 63,41
Total 41 100

Na Tabela 7 estdo expressos 0s microrganismos isolados das amostras
de leite com CCS acima de 200 x 10° cs/mL oriundas das 7 propriedades
leiteiras estudadas. Das 332 amostras de leite obtidas, dentre as bactérias
Gram-positivas Staphylococcus spp. e Streptococcus uberis foram os
microrganismos mais isolados nas fazendas (15,2%), seguido por
Enterococcus sp. e Streptococcus agalactiae (11,6%), Corynebacterium bovis
(7,3%), Streptococcus dysgalactiae (6,8%), Staphylococcus aureus (4,8%) e
Arcanobacterium pyogenes (4,5%). Para as bactérias Gram-negativas
Escherichia coli (9,5%) foi 0 microrganismo mais isolado, seguido por Klebsiella

sp. (8%) e Serratia marcescens (5,5%).

TABELA 7 - Frequéncia (absoluta e relativa) de patdgenos isolados de 332
amostras de leite de fémeas bovinas, em 7 propriedades leiteiras, durante os
meses de junho de 2010 a junho de 2011.

Patdgenos isolados Fregiéncia absoluta Frequéncia relativa(%)
Staphylococcus aureus 51 4,8
Streptococcus agalactiae 123 11,6
Corynebacterium bovis 78 7.3
Enterococcus sp. 123 11,6
Arcanobacterium  pyogenes/ 46 4,5
Peptococcus indolicus

Streptococcus uberis 161 15,2
Streptococcus dysgalactiae 72 6,8
Staphylococcus spp. 161 15,2
Klebsiella sp. 84 8,0
Serratia marcescens 57 55
Escherichia coli 100 9,5
Total 1.056 100,0

Observando-se na Tabela 7, a predominancia de Staphylococcus spp. e

Streptococcus uberis sobre os demais microrganismos, com 15,2% do total de
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microrganismos isolados. Estes resultados estédo inferiores aos relatados por
ANDRADE (1997), 43,0%, REIS et al. (2003), 43,1%, SANTOS et al. (2006),
39,13% e COSTA (2010), 37,5% de Staphylococcus spp. Essas diferencas nas
frequéncias dos patogenos isolados podem ser atribuidas a fatores
relacionados ao manejo e ao sistema de criacao.

Staphylococcus spp e Streptococcus spp predominaram em casos de
mastite subclinica. Segundo BRAMLEY & DODD (1984); HARMON (1998);
WILSON et al. (1998); FONSECA & SANTOS (2000); SANTOS (2001) esses
agentes sdo relacionados entre os principais causadores de infeccOes
subclinicas, ocasionando expressivo aumento na contagem de células
somaticas, 0 que representa grave comprometimento da producdo e da
qualidade do leite, gerando sérios prejuizos ao sistema de producéo.

A elevada ocorréncia de S. uberis (15,2%) entre os agentes ambientais
foi também relatada por COSTA (1998), que incriminou esse microrganismo
como um dos principais agentes etiolégicos da mastite ambiental.

Segundo QUINN et al. (2005), cinco patdgenos bacterianos sdo 0s
principais responsaveis pela mastite bovina: E. coli, Streptococcus uberis, S.
aureus, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus agalactiae o que confirma
com achados neste estudo.

Segundo RADOSTITS et al. (2007) consideram o0s patdgenos menos
comuns causadores de mastite sdo Nocardia spp., Arcanobacterium pyogenes,
Pasteurella multocida, Campylobacter jejuni, B. cereus, Proteus spp.,
Pseudomonas spp. e alguns fungos como Aspergillus spp. e Candida spp. o
que corroboram com os encontramos Arcanobacterium pyogenes (4,5%).

MOREIRA et al. (1997) avaliaram amostras de leite de 231 vacas da
bacia leiteira de Goiania, e isolaram Staphylococcus coagulase positiva
(32,90%), Streptococcus sp. (22,07%), Pseudomonas sp. (12,12%),
Enterobacter sp. (10,38%), Corynebacterium sp. (8,65%), E. coli (8,22%),
Bacillus sp. (8,22%), Proteus sp. (6,49%), Klebsiella sp. (4,32%) e
Staphylococcus coagulase negativa (3,46%). Alguns resultados foram
semelhantes aos encontrados na pesquisa.

COSTA (2008) analisaram 35 rebanhos leiteiros pertencentes a bacia
leiteira da regido sul do estado de Minas Gerais obteve amostras de leite de

1.645 quartos mamarios, sendo 238 oriundas de casos clinicos e as demais de
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casos subclinicos. Verificou-se o isolamento de C. bovis em 91,42% das
propriedades e 14,11% das amostras de leite analisadas, com taxas de
isolamento que variaram de zero a 59,25%, e o0 envolvimento
predominantemente nos caso subclinicos (91,67%). Diferentes autores
relataram que o C. bovis € um patégeno responsavel por altas taxas de
infeccdo subclinica em rebanhos leiteiros nacionais (LANGONI et al., 1991;
COSTA et al., 1995; BRITO et al., 1998; COSTA, 2005), sendo isolado com
maior freqiiéncia em rebanhos nos quais ocorrem falhas na anti-sepsia de tetos
apos ordenha (WATTS, 2000).

RIBEIRO et al. (2009) relataram que, em um levantamento com 74
vacas com mastite, S. aureus foi o microrganismo que obteve o maior
percentual (25,7%), seguido de Streptococcus spp. (21,4%), Corynebacterium
bovis (12,9%), Streptococcus agalactiae (4,3%) e Staphylococcus spp. (4,3%).
Diferentemente no presente estudo foi identificado um maior percentual para os
microrganismos Streptococcus agalactiae e Staphylococcus spp.

OLIVEIRA et at. (2011) isolaram em casos de mastite subclinica
Staphylococcus coagulase negativa (32,3%), Staphylococcus aureus (17,7%),
Staphylococcus intermedius  (1,6%), Streptococcus spp. (4,8%) e
Corynebacterium spp. (4,8%) esses dados estdo em parte em consonancia
com o0s encontrados nesta pesquisa, pois para 0S microrganimos S. aureus
encontrado o valor menor (4,8%) e valores maiores para Streptococcus spp.
(33,6%) e Corynebacterium bovis (7,3%).

O conhecimento da etiologia e perfil de sensibilidade antimicrobiana é
importante para a escolha do medicamento a ser utilizado no tratamento dos
futuros casos de mastite clinica bovina e a técnica de PCR em tempo real
permitiu a deteccdo dos principais microrganismos causadores de mastite
subclinica proporcionando maior agilidade na tomada de decisdo quanto ao

tratamento e controle da doenca.
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6. CONCLUSOES

¢ Na mastite clinica o Streptococcus uberis e Staphylococcus aureus
foram os agentes mais frequentemente isolados e o antibiograma
demonstrou uma maior eficacia do linezolid, amikacina, gentamicina e
imipenene frente aos agentes isolados.

e A mastite subclinica é predominante nas propriedades e tanto os
agentes contagiosos como ambientais estdo contribuindo para este tipo
de infeccdo. O Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis e
Staphylococcus sp foram os agentes mais frequentemente isolados e

que determinou maiores valores médios de CCS.
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Laboratorio de

Microbiologia

DADOS CADASTRAIS - PRODUTOR

DADOS CADASTRAIS

Nome completo (produtor):

Roteiro:

Nome da

Fazenda:

Endereco da

Fazenda:
Municipio: UF: CEP:
CARACTERISTICAS DA PROPRIEDADE

Producéo Numero de vacas em Média de
diaria: lactacéo: litros/vaca
Tipo de

[ IManual [ IBalde ao pé [ICircuito fechado
ordenha:

[ ]vacas secas [JVacas recém-paridas

Quais as categorias de matrizes que

manifestam mais mastite clinica?

[INovilhas primeira cria [ _]Vacas de alta produgéo

[ ISempre as mesmas vacas

[IConcreto [ ISolo
Qual o tipo de local/cama onde as vacas []Areia [Palha
deitam? [ISerragem [JRaspas
[JOutro:
A cama/local é limpa (sem esterco) e seca? | [_|Sim [INao

Caracteristicas da 4gua de Abastecimento:

ROTINA DE ORDENHA

Os tetos sao lavados com agua? []Sim [INao
Os tetos sao secos com toalha de papel

. (Jsim CIN&o
individual?

Os tetos sdo secados com toalhas de panos? | [|Sim [ INao
Realiza teste da caneca de fundo preto? []Sim [INao

Realiza pré-dipping e pés- | []Sim [INao
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dipping? [IFabricado na Fazenda [ lComercial
Qual principio ativo? Qual conc.?
Faz linha de ordenha? []Sim [INao
Faz avaliacdo periddica da CCS individual de | [ ]Sim [INao
vacas? Com qual frequéncia?
Realiza analises de cultura e antibiograma do
. o [ ISim [INao
leite de vacas com mastite clinica?
Realiza teste periédico de CMT ou CCS de | [ ]Sim [ INao
tanque? Com qual freqiiéncia?
Frequéncia de ordenha 1 ]2 13
1a - 2& 28 — 3%, 3a
— 42
Intervalos de tempo entre as Ordenhas?
hs / hs /
hs;
Qual o tempo médio de ordenha?
Local de ordenha [ICurral [ ]Sala de ordenha
Fornece alimento durante a ordenha? L ]Sim [ INao

HIGIENE E LIMPEZA DO EQUIPAMENTO

Limpeza adequada do equipamento de ordenha?

[]Sim

[ IN&o

Utiliza sanitizante antes das ordenhas?

[]Sim

Qual principio ativo?

[IN&o

Equipamento de pré-dipping

[_]Com retorno

[]Sem retorno

Espera o tempo de ac¢éo do pré-dipping (30 seg)? | [Sim [INao
TRATAMENTOS
C]sim [CINao
Realiza terapia da vaca seca? Duragéo do periodo seco:
Principio ativo utilizado:
Realiza segregacao e descarte de animais cronicamente [ ]Sim
infectados? [IN&o
- . [sim [ INZo
Tratamento de casos clinicos de mastite? o =
Principio ativo utilizado:
Descarta o leite de vacas em tratamento com mastite clinica? [ISim [ IN&o
Descarta o leite de vacas em tratamento com medicamentos? []Sim [ IN&o
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COLETA DE DADOS

Registra os dados relativos a incidéncia de mastite

clinica? (qual matriz manifestou a afec¢éo e por L1Sim [IN&o
quanto tempo)?

Registra os dados relativos a producéo, a evolugao

do rebanho ou & movimentagéo entre as categorias | [ ]Sim [IN&o

animais?
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FIGURA 8. Modelo de solicitacdo de anélises
Fonte: Centro de Pesquisa em Alimentos (2011)
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