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RESUMO

A mastite continua a ser um grande desafio para cadeia do leite e causa grandes
prejuizos como a perda de producdo, o descarte precoce de animais, 0s custos de
tratamento e interferéncia na qualidade do leite. Os patdgenos contagiosos séo
causadores de grande parte deste problema, com isso, os indices de mastite
subclinica aumentam, levando consequentemente, ao aumento da contagem de
células sométicas (CCS). Os principais patégenos contagiosos sao Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae. A CCS é utilizada em todo mundo como um
indicador para avaliar e monitorar a saude da glandula mamaria e auxilia em
programas de controle e prevencao de mastite. O conhecimento gerado a partir de
estudos epidemioldgicos especificos, sobre o padrdo de infeccéo, prevaléncia de
patdgenos contagiosos da mastite em rebanhos bovinos leiteiros, distribuicéo
temporal e espacial de agentes contagiosos da mastite e analise econdmica de
medidas sanitarias em nivel de rebanho e regido podem ser utlizados no
aprimoramento dos programas de controle e prevencédo da mastite. A epidemiologia
espacial auxilia o entendimento da distribuicdo geogréfica de dados ocorridos no
tempo e espaco, e permite analisar de maneira abrangente a dinamica de uma
doenca, indicando formas de atuacdes frente ao problema em nivel de regido. O
objetivo deste estudo foi avaliar a relagdo entre analise espacial da contagem de
células soméaticas e prevaléncia de patdégenos contagiosos da mastite entre os
rebanhos bovinos leiteiros. Em uma populagdo de 112 rebanhos, foram coletadas
amostras para isolamento de S. aureus e S. agalactiae e para realizacdo de CCS. A
dependéncia espacial para CCS foi avaliada por meio de semivariogramas e,
guando identificada dependéncia espacial, por meio do método de Krigagem foi
criado o mapa de isolinhas para a CCS. Rebanhos com isolamento de S. aureus e
S. agalactiae tiveram 9,3 vezes mais chances de apresentar valores superiores a
400.000 células/mL. Foi observada alta prevaléncia (89,0 a 100,0%) e distribuicéo
homogénea entre as regibes para o0 S. aureus, no entanto ndo foi observada
distribuicAo homogénea para S. agalactiae, cuja prevaléncia variou de média a alta

(16 a 93%) entre as regides estudadas. Foi observada dependéncia espacial



moderada (GD=37,6; r’=0,31) para a CCS entre os rebanhos. Foi observada
associacao entre a prevaléncia de S. agalactiae e a CCS de acordo com as regides
avaliadas em fungéo dos resultados da anélise espacial. Rebanhos na area de CCS
tém até 5,5 vezes mais chances de terem S. agalactiae isolado nas amostras de
leite de tanque. A analise espacial da CCS de rebanhos pode ser uma ferramenta
para auxiliar os envolvidos na tomada de decisdo em nivel de regido no que se

refere a adocdo de medidas de controle e prevencédo da mastite.

Palavras Chave: Epidemiologia, Krigagem, Glandula Mamaria



ABSTRACT

Mastitis continues to be a major challenge for the milk chain and cause great losses
as loss of production, the early disposal of animals, treatment costs and interference
in the quality of the milk. The contagious pathogens are causing much of the
problem, with this, the contents of subclinical mastitis increases, therefore leading to
increased somatic cell count (SCC). The main contagious pathogens are
Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae. The SCC is used throughout
the world as an indicator to evaluate and monitor the health of the mammary glands
and assists control programs and prevention of mastitis. The knowledge generated
from specific epidemiological studies, on the pattern of infection, prevalence of
contagious pathogens of mastitis in dairy cattle herds, temporal and spatial
distribution of contagious mastitis agents and economic analysis of sanitary and
herd-level region can be used in the improvement of control and prevention of
mastitis. Spatial epidemiology helps the understanding of the geographical
distribution of data occurring in time and space, and allows comprehensively
examine the dynamics of disease, indicating forms of the actuations problem region
level. The objective of this study was to evaluate the relationship between spatial
analysis of somatic cell counts and prevalence of contagious mastitis pathogens
between dairy cattle herds. In a population of 112 herds, samples were collected for
isolation of S. aureus and S. agalactiae and for SCC. Spatial dependence for SCC
was evaluated by means of semivariograms and, when identified spatial
dependency, using the Kriging method was created the map of isolines for SCC.
Herds with isolation of S. aureus and S. agalactiae had 9.3 times more chances to
present values above 400,000 cells/mL. High prevalence was observed (89.0 to
100.0%) and homogeneous distribution among the regions for S. aureus, however
homogeneous distribution was not observed for S. agalactiae, whose prevalence
ranged from medium to high (16 to 93%) among the regions studied. Moderate
spatial dependence (GD = 37.6; r’= 0.31) was observed for SCC between herds.
Association between the prevalence of S. agalactiae and SCC was observed in

accordance with regions evaluated in accordance with the results of spatial analysis.



Herds in the area of SCC have up to 5.5 times more likely to have isolated S.
agalactiae of tank milk samples. The spatial analysis of the SCC of herds can be a
tool to assist those involved in decision-making at the level of the region as regards
the adoption of control measures and prevention of mastitis.

Key words: Epidemiolgy, Kriging, Mammary Gland
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho leiteiro do mundo e ocupa
atualmente o terceiro lugar entre os paises produtores de leite, com 32 bilhGes de
litros; contudo, a producdo média de 1.374 litros/vaca/ano mostra a necessidade de
entender melhor os motivos para esta baixa produtividade. Dentro deste panorama,
o Estado de Minas Gerais responde por 27,3% do leite total produzido no pais, algo
em torno de 8,7 bilhdes de litros de leite. Estes dados séo relativos a producédo de
leite que esta sujeita a inspecdo sanitaria, ndo contabilizando a producédo de
subsisténcia e o leite distribuido de forma irregular (BRASIL, 2012; SIQUEIRA e
CARNEIRO, 2012).

A cadeia produtiva do leite se apresenta de forma heterogénea, desde a
obtencdo da matéria-prima até seu beneficiamento, devido as grandes diferencas
encontradas dentro do territério nacional. Genética, nutricdo, reproducdo, controle
sanitario, capacitacdo de mao de obra e infraestrutura séo alguns pontos chaves que
afetam a competitividade deste segmento.

Tratando-se de controle sanitario, varias doencas endémicas podem ser
observadas em nossos rebanhos leiteiros, mas a mastite é tida como a de maior
impacto na cadeia pelas suas caracteristicas de acometimento, agentes patogénicos
envolvidos, forma de disseminacdo e alteracdes causadas ao produto leite,
causando grandes prejuizos pela perda de producdo animal e de rendimento na
producéo de derivados lacteos.

A importancia na saude publica também é relevante, visto que casos de
intoxicagbes alimentares estdo relacionados ao consumo de leite e derivados em
gue 0s microrganismos envolvidos nos processos infecciosos da glandula mamaria
frequentemente estéo associados a etiologia de doencgas em seres humanos.

De etiologia conhecida, a mastite ou inflamacédo da glandula mamaria, é
causada na maioria dos casos por bactérias, fungos e leveduras, onde as bactérias
sdo a causa mais comum. Pela sua etiologia e principais formas de transmissao
podemos classificar os casos de mastite em contagiosa e ambiental. A apresentacao

da doenca pode ser diferenciada em clinica e subclinica, sendo que essa Uultima,
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pela apresentacdo assintomatica, causa grandes prejuizos (MAGALHAES, 2006).
Causada principalmente pelos patégenos contagiosos, a mastite subclinica pode
responder por até 21% na reducdo da producdo, além de acarretar a perda da
qualidade do leite (HARMON, 1994; ZAFALON, 2005; MAGALHAES, 2006).

A contagem de células sométicas (CCS) do leite do tanque de expanséo € um
indicador da saude da glandula mamaria e serve de instrumento para tomada de
decisdes na abordagem da mastite em nivel de rebanho. A variagcdo da CCS de
vacas em lactacdo, e consequentemente de rebanho, ocorre por varios motivos, mas
sua principal fonte de variacdo é devido a presenca de patégenos na glandula
mamaria (HARMON, 1994; SOUZA et al., 2009; LOPES JUNIOR et al. 2012).

O entendimento sobre a prevaléncia de patdgenos especificos da mastite
entre rebanhos (USDA-APHIS, 2008), aliada com a identificacdo de &areas com
caracteristicas comuns em fung¢édo da CCS (SOUZA et al., 2012-2013), pode auxiliar
na abordagem e desenvolvimento de programas de controle desta doenca nos
rebanhos leiteiros em nivel de regido. A construcdo de mapas para analises de
doencas remonta o final do século XVIII (BERKE, 2005). Mais recentemente, tem
sido descrita na literatura cientifica a utilizacdo de técnicas de agrupamento tempo-
espaco como ferramenta para composicdo de aglomerados em analise de variaveis
continuas como a CCS (GAY et al.,, 2006; 2007). Entretanto, apesar do tempo
decorrido desde estes precursores, ainda ndo ha estudos no Brasil sobre
associacdes entre valores de CCS de rebanhos com a localizacdo destes rebanhos
e com a prevaléncia de patdgenos contagiosos da mastite. Neste contexto, este
trabalho avaliou a variacdo da CCS de rebanhos em funcdo do isolamento de
Staphylococcus aureus e/ou Streptococcus agalactiae no leite do tanque, estimou a
prevaléncia destes patégenos entre rebanhos e de acordo com a distribuicdo destes
nas regides do estudo. O estudo também avaliou a prevaléncia de S. aureus e S.

agalactiae de acordo com as regides classificadas em funcédo da CCS.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite: impacto econémico e definicdes

A mastite € um importante desafio para a industria de laticinio em todo
mundo (BRADLEY, 2002). Economicamente, € considerada a doenca de maior
custo, e responde por 38% dos gastos diretos com doencas (KOSSAIBATI e
ESSLEMONT, 1997). Além dos custos envolvidos em casos de mastite clinica como
tratamento, descarte de leite, descarte de animais e perda de producédo, ha também
0s custos envolvidos com a mastite subclinica, mais dificeis de mensurar, estéo
relacionados com a perda de producédo e qualidade da matéria prima.

As decisOes econdmicas relativas ao controle da mastite baseiam-se no custo
de casos clinicos e subclinicos em relacdo aos custos dos procedimentos de manejo
(HALASA et al., 2008). Estas decisdes podem ser tomadas em trés niveis: 1) em
nivel de quarto mamario/vaca; 2) em nivel de fazenda e 3) em nivel de regido/pais.
DecisGes em nivel de quatro mamario/vaca sdo aquelas relacionadas a uma vaca
individual; por exemplo, o tratamento de casos clinicos, subclinicos ou descarte de
animais. Entretanto, o tratamento individual de vacas pode ser considerado também
uma decisdo em nivel de fazenda, pois esta medida previne novos casos de mastite.
Decisdes em nivel de fazenda sdo aquelas relativas as medidas de controle e
prevencdo da doenca (OSTERAS et al., 2005). Os beneficios destas medidas de
controle colaboram com a redug&o na incidéncia de casos clinicos e subclinicos e na
melhoria da qualidade do leite (DECKERS et al., 1996). Decisbes em nivel de
regides/pais sdo aquelas relacionadas principalmente a campanhas que incluem
colecdo de dados (base de dados) de uma determinada regido e populacdo para
investigar os beneficios de programas de controle da mastite (BECK et al., 1992;
KEEFE et al., 1997; HALL et al.,, 2004). Relativo as decisdes em nivel de
regido/pais, um estudo realizado na Holanda avaliou a melhor forma de sensibilizar

os proprietarios de rebanhos leiteiros a investirem em medidas de controle e
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prevencao para mastite usando diferentes estratégias de comunicacao (JANSEN et
al.,, 2010). Estudo de prevaléncia de patdgenos contagiosos da mastite entre
rebanhos de um pais ou estado também pode servir para tomada de decisdo em
nivel de regiao para o controle e prevencéo da doenca (USDA, 2007a).

A mastite é definida como a inflamacdo da glandula mamaria, pode ter
etiologia contagiosa ou ambiental e apresentar-se sob a forma clinica ou subclinica
(BRADLEY, 2002). A mastite clinica apresenta sinais evidentes, tais como: edema,
aumento de temperatura, endurecimento, dor na glandula mamaria, grumos, pus ou
qualquer alteracdo das caracteristicas do leite (FONSECA & SANTOS, 2000).

A forma subclinica da mastite é tdo grave quanto a mastite clinica devido a
sua apresentacdo assintomatica e leva a perdas que véo de 1 a 21% na producédo
de leite (MAGALHAES, 2006). A mastite subclinica pode ainda acarretar alteracdes
no teor de gordura, extrato seco total, extrato seco desengordurado, contetido de
caseina e em outras caracteristicas fisico-quimicas alterando a qualidade da matéria
prima e consequentemente reducdo do rendimento dos seus subprodutos
(ZAFALON, 2005).

A mastite € a doenga mais comum e mais cara dos rebanhos leiteiros,
causada principalmente por bactérias invasivas e outros microorganismos
(WATTIAUX, 1995). O controle da mastite € mais importante do que simplesmente o
tratamento de casos clinicos. Vacas acometidas pela forma subclinica da doenga
séo reservatoérios potencialmente disseminadores de microorganismos, que podem
levar a infeccdo de outras vacas e que casos clinicos podem advir do agravamento
da infeccao subclinica (WATTIAUX, 1995).

Dois padrdes distintos sé@o reconhecidos na epidemiologia da mastite
(BRAMLEY e DODD, 1984; BRADLEY, 2002). O primeiro padrdo € contagioso e a
transmissdo dos microrganismos de vaca para vaca é essencial para a propagacao
da doenca. Este padréo envolve a transmissdo da doenca de um animal infectado
para um susceptivel e os principais patégenos envolvidos sdo Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Mycoplasma bovis e
Corynebacterium bovis (BRAMLEY e DODD, 1984; ELVINGER e NATZKE, 1992). O
segundo padrdo é de carater ambiental, sendo que microrganismos oportunistas e

fatores relacionados ao ambiente e ao individuo colocam o animal em risco. Neste
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caso, ha forte interacdo entre microrganismos, hospedeiro e meio ambiente
(SCHUKKEN e KREMER, 1996).

Apesar desta divisdo classica, estudos recentes apontam para uma
dificuldade de classificacdo dos patdgenos causadores de mastite como contagioso
e ambiental, onde diversas espécies podem apresentar caracteristicas tanto com
perfil contagioso quanto ambiental (SCHUKKEN et al, 2012).

Os microrganismos que participam do processo de infeccdo da glandula
mamaria possuem nichos e formas de atuacao diferentes e podemos classifica-los
como patdgenos principais e secundarios (HARMON, 1994).

Patogenos principais sao responsaveis por causar maiores reacdes
inflamat6rias no Ubere, provocando maiores aumentos na CCS (PHILPOT e
NICKERSON, 2000). Os patdgenos principais mais comuns incluem o
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, coliformes, estreptococos e
enterococos de origem ambiental. As mastites causadas por estes patdgenos
resultam em grandes variagcdes na composicdo do leite e na CCS (HARMON, 1994).
Brito et al. (1999) na Zona da Mata de Minas Gerais, isolaram em 98% dos rebanhos
Staphylococcus aureus e em 60,4%Streptococcus agalactiae.

Patogenos secundarios causam processo inflamatério brando, elevando a
CCS de duas a trés vezes em relacdo as glandulas mamarias nédo infectadas
(HARMON, 1994; PHILPOT e NICKERSON, 2000). Os de importancia mais
relevante sdo Staphylococcus spp. coagulase negativo e Corynebacterium bovis.
(HARMON, 1994).

2.2 Contagem de Células Somaticas

A contagem de células somaticas (CCS) do leite é o indicador usado para
avaliar e monitorar a frequéncia de animais e quartos mamarios com mastite
subclinica em programas de controle e prevencdo de mastite em todo o0 mundo
(SHUCKKEN et al., 2003). Dohoo e Leslie (1991) observaram que os valores
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superiores a 200.000 células/mL foi 0 mais indicado para estimar uma nova infeccao
intramamaria.

Numa glandula infectada, as células de defesa, representadas principalmente
pelos neutrofilos, correspondem de 98 a 99% das células encontradas no leite
(PHILPOT e NICKERSON, 1991). Estes autores demonstraram relacao inversa entre
a producédo de leite e a CCS (Tabela 1). Quando os valores de CCS extrapolam
200.000 células/mL, observa-se aproximadamente uma queda de 2,5% na producao
a cada 100.000 células/mL a mais, chegando a uma perda de até 29% na producéo.

Tabela 1 - Relagdo entre CCS de leite de tanque, quartos mamarios infectados e
porcentagem na perda de producao de leite.

CCS de Leite de Tanque | Quartos Mamarios Perda na producdao de Leite
(x1.000 células/mL) Infectados (%) (%)
200 6 0
500 16 6
1.000 32 28
1.500 48 29

Fonte: PHILPOT e NICKERSON, 1991.

Vérios fatores podem influenciar a variagdo da CCS de vacas em lactacéo;
como idade, parto, periodo de lactacdo, més e estacdo do ano, entre outros, porém,
o estado de infeccdo é o principal causador pelo aumento da CCS (HARMON,
1994). Entretanto, existe diferenca na intensidade do processo inflamatério de
acordo com os patdgenos da mastite.

No Brasil, a CCS do tanque de rebanhos bovinos passou a ser avaliada e
monitorada do ponto de vista legal a partir de 2005 por meio da publicacdo da
Instrucdo Normativa 51 (IN51) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2002), que regulamentou o padréao de identidade e
qualidade do leite cru refrigerado. No final de 2011 foi publicada a Instrucéo
Normativa 62 (IN62) (BRASIL, 2011), que veio substituir a IN 51, alterando os prazos

e os limites maximos para CCS.
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Os prazos e os limites para a CCS, os quais passam a ter como limite maximo
600.000 células/mL ao invés de 750.000 células/mL, para os produtores das regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste, a partir de 1 de janeiro de 2012, e para os produtores
do Norte e Nordeste apenas em janeiro de 2013. Para os anos seguintes, até
01/01/2016 (Regibes S, SE CO) e 01/01/2017 (Regibes N e NE), havera
escalonamento de prazos e limites para a reducdo de CCS, para que cheguem a

400.000 células/mL, metas propostas pela IN 51 para 2011.

2.3 Patégenos causadores da mastite

2.3.1 Staphylococcus aureus

Dentre os patdégenos principais da mastite, destaca-se Staphylococcus aureus
como o principal agente etioldgico da mastite bovina (SALASIA et al., 2004; SA et
al.,, 2004). Seus principais sitios de localizacdo nos animais sdo 0s quartos
mamarios infectados e a transmissdo ocorre usualmente entre vacas durante a
ordenha, e o conhecimento de sua distribuicdo pode ajudar na formulacdo de
estratégias para o controle da doenca (SALASIA et al, 2004). Estas caracteristicas
fazem o momento da ordenha o mais importante na transmisséo de S. aureus entre
vacas (BRAMLEY e DODD, 1984).

Mastites causadas por S. aureus podem variar de forma hiperaguda a
subclinica, tendo a forma subclinica crénica com episoédios clinicos como a mais
frequente (QUINN et al., 2002). Casos subclinicos cronicos de mastite causada por
S. aureus resultam atrofia do alvéolo mamario, fibrose e micro abscessos, 0 que
limita a agdo fagocitica de células e a acdo de antibidticos, causando infecgdes
profundas no tecido mamario, com episodios de liberacdo de bactérias dos quartos
mamarios infectados acompanhados de altas CCS (PYORALA, 1995; QUINN et al.,
2002). Estas caracteristicas séo, provavelmente, o que torna o efeito da blitz terapia
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pouco eficaz na eliminacdo deste patdégeno, pois 0 acesso de antibidticos e das
células de defesa ao sitio de infec¢éo fica limitado (CRUZ et al., 2004).

Este patdgeno possui uma caracteristica importante em que algumas cepas
apresentam viruléncia maior na glandula mamaria bovina e em infec¢des latentes
podem desencadear novos processos clinicos (ZAFALON et al., 2008). Esta
viruléncia estaria associada a producédo de coagulase pelo microrganismo, segundo
0os autores. Estes autores ainda verificaram que as cepas isoladas do leite
apresentaram, na sua maioria, reacdo mais forte a prova de coagulase do que
aguelas isoladas nos Ostios e teteiras, contraponto os resultados de Silva et al

(2000) citados naquele trabalho.

2.3.2 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae foi o primeiro microrganismo reconhecido como agente
etiologico da mastite (NATZKE, 1981). O curso da infec¢cdo é semelhante ao da
infeccdo crbnica subclinica causada por S. aureus, com ciclos de liberacdo de
bactérias acompanhados de altas CCS. Além disso, S. agalactiae produz altas CCS
em individuos, o que influencia significativamente na CCS do rebanho (KEEFE et al.,
1997). Infecgbes por este microrganismo aumentam a CTB (Contagem Total de
Bactérias), pois os animais acometidos eliminam elevado niumero de bactérias no
leite (LOPES JUNIOR et al., 2012; SANTOS e FONSECA, 2000). A alta liberacéo de
microrganismos no leite confere ao S. agalactiae a caracteristica de ser uma
bactéria altamente contagiosa, sendo disseminado principalmente no momento da
ordenha (BRAMLEY e DODD, 1984; BARTLETT et al.,, 1992). Em rebanhos
infectados com S. agalactiae, geralmente ha alta prevaléncia de animais infectados
(KEEFE, 1997).

S. agalactiae localiza-se somente na glandula mamaria, com sobrevivéncia
restrita fora do Ubere e é altamente sensivel a penicilina. Devido a estas
caracteristicas, S. agalactiae tem sido erradicado de rebanhos e até mesmo de

alguns paises (KEEFE et al., 1997). Paises onde existem programas de extensdo de
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longa data conseguiram diminuir consideravelmente a prevaléncia deste patégeno
(KEEFE, 2012). O objetivo final de um programa de controle de S. agalactiae é a
erradicacao (KEEFE, 2012). Mendonga et al. (2007) ressalta que, apesar da alta
sensibilidade deste patdgenos aos betalactdmicos, a adocdo do manejo correto
durante o tratamento dos animais acometidos (blitzterapia) € primordial para o
sucesso de sua erradicacao do rebanho.

Os fatores de viruléncia, normalmente associados ao S. agalactiae, isolados
em mastites, incluem as proteinas da superficie bacteriana e as secretadas,
estruturas que, direta ou indiretamente, impedem a fagocitose, propiciam a adeséo e
estimulam a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. A maioria destes fatores esta
presente na superficie bacteriana e na capsula (CORREA et al., 2010).

Fatores associados a presenca de S. agalactiae foram identificados como
procedimentos inadequados para higiene do Ubere e tetos antes da ordenha, falha
na desinfeccdo dos tetos apds a ordenha, selecdo de animais para tratamento a
secagem ou nao realizacdo de tratamento a secagem, limpeza inadequada do meio
ambiente e uso de pano comum para limpeza dos tetos e Ubere antes da ordenha
(BRAMLEY e DODD, 1984; BARTLETT et al., 1992; KEEFE, 1997; SOUZA et al.,
2006a; SOUZA et al., 2006b).

2.3.3 Outros patégenos da mastite

Séo classificados como patdégenos principais, e tem a caracteristica de serem
ambientais, as enterobactérias, principalmente Escherichia coli, e Streptococcus
uberis. Estes patdogenos sdo descritos como invasores oportunistas da glandula
mamaria; invadem, multiplicam, estimulam resposta imune e sdo rapidamente
eliminados. Estdo predominantemente associados a casos de mastite clinica, 27% e
23%, respectivamente, enquanto os patégenos contagiosos aparecem com 18% de
implicacdo nos casos (BRADLEY, 2002).

Outros patdgenos, classificados como oportunistas, também sdo causadores

de mastite. Apesar da menor importancia em relacdo aos agentes descritos
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anteriormente, sdo constantemente citados na literatura. S8o exemplos as mastites
causadas por leveduras (fungos) e algas (PHILPOT e NICKERSON, 1991).

2.4 Enfoques epidemioldgicos voltados para saude da glandula mamaria

O desencadeamento da mastite estd vinculado a complexa triade formada
pelo animal, pelo agente etiolégico e pelo meio ambiente, fazendo desta uma
enfermidade multifatorial. Como tal, a prevencdo e controle em rebanhos ou
populacdo de rebanhos dependem do conhecimento prévio sobre o padrdo de
infeccdo, a categoria de animais onde ha maior ocorréncia da doenga, a metodologia
de amostragem de animais e rebanhos para realizacdo de diagnésticos bem como
as vantagens e desvantagens destes métodos de diagndstico que sO se tornam
possiveis por meio de estudos epidemiolégicos da situacdo (HURLEY & MORIN,
2001, citado por PRESTES et al., 2002). Um exemplo de estudo epidemiol6gico que
pode auxiliar na ado¢do de medidas de controle para uma populacédo de rebanhos é
o de fatores de risco para mastite subclinica (COENTRAO et al., 2008). Foram
identificados, por estes autores, como fatores de risco para ocorréncia de mastite
subclinica em vacas leiteiras 0 manejo inadequado, a inexisténcia de treinamento
dos ordenhadores, a nao utilizacdo de servigos laboratoriais para identificacdo dos
patégenos e o uso de equipamentos de ordenha sem manutenc¢éo periddica.

O papel da epidemiologia e economia veterinaria em programas regionais ou
nacionais de controle de doencas animais em todo mundo aborda as doencas
zoonoticas, epidémicas, endémicas e as doencas veiculadas por alimentos
(toxinfecgBes alimentares) (PERRY, 2001). Quando se trata de doencas endémicas,
procura-se escolher entre as opgfes estratégicas mais adequadas, para o caso de
decidir pelo controle ou erradicacdo da doenca. No caso da mastite, a estratégia
principal é o controle, porém existe a possibilidade de erradicacdo de S. agalactiae
pelo fato desta bactéria ser viavel somente na glandula mamaria e ser sensivel a
maioria dos antibiéticos (KEEFE, 1997; CRUZ et al., 2004).
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O conhecimento gerado a partir de estudos epidemiologicos especificos
realizados em diferentes paises, e no Estado de Minas Gerais, sobre o padréo de
infeccdo, prevaléncia de patdégenos contagiosos da mastite (S. aureuse S.
agalactiae) em rebanhos bovinos leiteiros, avaliacdo de métodos de diagndstico de
individuos e rebanhos, identificacdo dos fatores de risco para mastite, distribuicéo
temporal e espacial de agentes contagiosos da mastite e analise econbmica de
medidas sanitarias em nivel de rebanho e regido podem ser utlizados no
aprimoramento dos programas de controle e prevencdo da mastite (FERREIRO et
al., 1981; BARKEMA et al., 1998, BARKEMA et al.,, 1999, BRITO, et al., 1999;
GIBBONS-BURGENER et al., 1999; OTT e NOVAK, 2001; SOUZA et al., 2005;
KARIMURIBO et al., 2006; RIEKERINK et al., 2006; PIEPERS et al., 2007; USDA,
2007a).

2.4.1 Estudos de prevaléncia

a. Prevaléncia de Staphylococcus aureus

Em estudo conduzido por Zafalon et al. (2005) foi encontrada a prevaléncia de
44,7% para estafilococos coagulase positivo e 30,3% para Corynebacterium bovis
no rebanho estudado, composto de vacas leiteiras 7/8 de holandés, variedade preto
e branco. Nos periodos de indice pluviométrico maior, notou-se aumento de
isolamento de S. aureus (ZAFALON et al., 2008). Estudando S. aureus em amostras
de leite de rebanhos bovinos do noroeste do Rio Grande do Sul, Coppola et al
(2010), observaram em 43,1% das amostras a presenca deste patdgeno, sendo o
microrganismo mais prevalente naquele trabalho. Outros autores obtiveram
resultados semelhantes em relacédo a predominancia deste patégeno no isolamento
de amostras de leite. Estudo de Souza et al (2009) verificou a variagdo da CCS de
acordo com o patdgeno envolvido e observaram menor prevaléncia de S. aureus

(30,2%) em relagdo ao Corynebacterium spp (31,6%) na populacdo estudada.
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Estudos em vacas primiparas mostraram que, naquela populacdo, predominou a
infeccdo por estafilococos coagulase negativo (69,1%), considerados patdégenos
secundérios (LAFFRANCHI et al, 2001).

Andrade et al. (1998), pesquisando mastite subclinica por meio do CMT em
rebanhos compostos, na sua maioria, por animais da raca Holandesa, obtiveram,
nas amostras positivas, 30,2% de presenca S. aureus. Estudo realizado por Brito et
al. (1999), com 48 rebanhos localizados na Zona da Mata de Minas Gerais,
identificou que em 47 (98,0%) havia pelo menos um animal infectado por S. aureus,
sendo que em 37 deles havia até 20% de quartos mamarios infectados. No Estado
de S&o Paulo, um levantamento isolou S. aureus em 6,7% das amostras individuais
de leite e 10,8% das amostras de leite de tanque nos 37 rebanhos estudados
(FAGUNDES et al., 2010).

S. aureus foi isolado em 31,8% das amostras coletadas de vacas com mastite
subclinica ou clinica num universo de 2671 amostras (CRUPPE et al.,, 2008).
Riekerink et al. (2006), isolaram 74% de S. aureus na popula¢éo estudada. Segundo
0s autores, para real determinacao da presenca do S. aureus, € necessaria mais de
uma amostra de leite de tanque. Estudo de prevaléncia realizado nos Estados
Unidos abrangeu os 17 principais estados produtores, onde foi isolado S. aureus em
43% de 534 rebanhos com mais de trinta vacas em lactacdo (USDA-APHIS, 2008).

b. Prevaléncia de Streptococcus agalactiae

Entre 1976 e 1982, estudo realizado nos Estados do Mississipi e
Massachusetts, Estados Unidos, mostrou que a prevaléncia média de animais
infectados por S. agalactiae dentro de rebanhos variou de 39,5 a 44,7% (KEEFE,
1997). Em rebanhos com CCS maior que 800.000 células/mL, 80% das vacas com
CCS superior a 500.000 células/mL estavam infectadas com S. agalactiae (KEEFE,
1997). No Estado de Ohio, Estados Unidos, de 48 rebanhos, 27 (56%) possuiam no
minimo uma vaca infectada por S. agalactiae, onde as médias de quartos e vacas
infectadas foram de 4,1 e 10,0%, respectivamente (BARTLETT et al., 1992).
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Em uma populacéo de 258 rebanhos localizados em Prince Edward Island, no
Canad4, a prevaléncia de S. agalactiae foi de 1,6% (RIEKERINK et al, 2006). Estudo
conduzido pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos para avaliar a
prevaléncia de S. agalactiae entre os rebanhos mostrou que pelo menos uma vaca
em 2,6% dos 534 rebanhos avaliados estava infectada por S. agalactiae (USDA-
APHIS, 2008).

Em paises com industrias de laticinios emergentes, a prevaléncia dos
patbgenos contagiosos da mastite entre rebanhos pode ser bastante elevada. No
Brasil, Colémbia e Uruguai foram encontrados valores de 60%, 42% e 11%,
respectivamente para o S. agalactiae (DUARTE et al., 2004; KEEFE et al, 2011 e
GIANNEECHINI, 2002 citados por KEEFE et al, 2012).

Das amostras de rebanhos analisadas por Souza et al. (2009), em 21,1%
delas foi isolado S. agalactiae. Em 2.671 amostras coletadas de vacas com mastite
subclinica ou clinica em rebanhos leiteiros brasileiros, 16,3% apresentaram
crescimento de S. agalactiae (CRUPPE et al, 2008). Em rebanhos
predominantemente da raca Holandesa no Estado de Goias, foi observado que,
1,6% dos animais reagentes ao Califérnia Mastitis Test (CMT) foram positivos ao
isolamento de S. agalactiae (ANDRADE et al., 1998). A presenca de S. agalactiae foi
observada em 29 (60,4%) rebanhos, e em 24 destes rebanhos a média de quartos
infectados foi de 3,6% (BRITO et al., 1999).

c. Relacdo entre patégenos da mastite e contagem de células sométicas

A infeccdo intramamaria foi o principal fator responsavel pelo aumento da
CCS, para amostras de leite individuais de vacas leiteiras, e patdgenos contagiosos
da mastite tem relacao direta com este fato. S. agalactiae foi o causador da maior
elevacdo, com uma média aritmética de 1.520.000 células/mL e 50% das amostras,
isoladas com o patdgeno, tinham valor igual ou maior que 923.000 células/mL
(SOUZA et al., 2009). Bradley (2002), mostrou a variagao da CCS do rebanho em

relacdo a presenca de patogenos da mastite (Tabela 2).
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Tabela 2 — Isolamento de amostras de leite de animais com mastites provenientes
de rebanhos com baixa e alta contagem de células somaticas de leite de tanque
(CCSLT).

Alta Baixa
CCSLT (células/mL) > 700.000 < 150.000
Incidéncia de mastites (% / ano) 35 51
Isolados (% do total)

Streptococcus agalactiae 415 0,0
Staphylococcus aureus 18,3 2,2
Outros estreptococos 12,6 12,3
Coliformes 8,0 43,5
Negativos para cultura 8,8 28,6

Fonte: adaptado de BRADLEY, 2002

O uso da CCS para monitorar a saude da glandula mamaria € uma
ferramenta valiosa para estimar vacas infectadas por S. aureus e S. agalactiae
(KEHRLI, JR. e SHUSTER, 1994). S. aureus e S. agalactiae foram determinantes
para os altos valores de CCS, sendo este ultimo o de influéncia mais notéria
(LOPES JUNIOR et al., 2012).

A alta CCS de leite de tanque é associada com maior prevaléncia de mastite
subclinica causada por S. aureus e S. agalactiae (RIEKERINK, 2006). A associacéo
positiva entre rebanhos onde houve isolamento de S. agalactiae e também
apresentavam alta CCS de tanque foi observada por Keefe (1997).

O isolamento e importancia desses agentes em rebanhos bovinos leiteiros no
Estado de Minas Gerais, bem como a variagdo da CCS em funcdo dos patdogenos
contagiosos da mastite, foram relatados por diversos autores (HARMON, 1994;
BRITO et al., 1999; DJABRI et al., 2002;SOUZA et al., 2009).
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2.4.2 Importancia do Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae para

a pecuéria leiteira

Devido a importancia do S. aureus e S. agalactiae para a pecuéria leiteira, foi
definido pelos produtores e profissionais da area dos Estados Unidos a necessidade
de realizar estudo de prevaléncia em nivel de rebanho para estes agentes (USDA-
APHIS, 2008). Os resultados do estudo mostram que em 43,0% e 2,6% dos
rebanhos havia a presenca de pelo menos uma vaca infectada por S. aureus e S.
agalactiae, respectivamente. De acordo com dados do Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA), a média de CCS dos rebanhos bovinos variou de
296.000 a 262.000 células/mL no periodo de 2005 a 2008 (Tabela 3). Neste mesmo
periodo, o percentual de rebanhos com média anual de CCS superior a 600.000
células/mL e 400.000 células/mL variou de 25,8% a 22,4% e de 9,2% a 7,1%,
respectivamente. Estes percentuais de rebanhos com CCS superior a 600.000
células/mL e 400.000 células/mL pode ser considerado o reflexo da prevaléncia de
S. aureus e S. agalactiae nos rebanhos norte-americanos (USDA, 2007b; UDDER,
2009).

Tabela 3: Valores médios da contagem de células somaticas (CCS) e frequéncia de
rebanhos localizados nos Estados Unidos com contagens superiores a 400.000
células/mL e 600.000 células/mL no periodo de 2005 a 2008.

Contagem de células somaticas (x1.000 células/mL)
Ano
Média > 400 > 600
2005 296 25,8 9,2
2006 288 25,2 8,3
2007 276 24 7,6
2008 262 22,4 7,1

Fonte: adaptado de UDDER, 2009.
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Neste estudo também foi observada relacdo entre o tamanho dos rebanhos e
prevaléncia de Mycoplasma spp., sendo que rebanhos com mais de 500 vacas em
lactacdo apresentaram maior prevaléncia do patdégeno em relagcdo aos rebanhos
com numero menor de vacas em lactacdo (Figura 1). N&o houve variacao
significativa para a prevaléncia entre rebanhos em fungdo do tamanho para S.

aureus e S. agalactiae.

60 NS qureus
W S. agalactiae
44 4 & Mycoplasma spp.

39,5 41,4

40 |-

14,4

Pequeno (abaixode  Médio (100 a 499 Grande (mais de 500
100 vacas) vacas) vacas)

Figura 1 — Prevaléncia de patdgenos contagiosos da mastite de acordo com

tamanho do rebanho.
Fonte: adaptado de USDA 2008

Estudo realizado em Minas Gerais, Brasil, em 2010, observou que em relacéo
a localizacdo dos rebanhos naquele Estado ndo houve diferenca significativa quanto
a variacdo da CCS; mas, em relacdo ao tamanho do rebanho, foi observado que
agueles com numero maior de vacas em lactacdo apresentaram indices menores de
CCS em relacédo a rebanhos com menor nimero de vacas em lactacdo (Tabela 4)
(OLIVEIRA, no prelo). Dados de rebanhos localizados na regido Sudeste do Brasil
mostraram que ndo houve melhoria significativa em relacdo as médias anuais de
CCS e os percentuais de rebanhos com média anual de CCS superior a 400.000
células/mL no periodo de 2006 a 2009. Neste periodo, a média de CCS dos
rebanhos variou de 376.000 a 479.000 células/mL e o percentual de rebanhos com
contagens superiores a 400.000 células/mL variou de 9,4 a 16,5% (SOUZA et al.,
2010).
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Tabela 4 - Valores médios da contagem de células somaticas (CCS) para os
rebanhos em relacéo a localizacdo no Estado de Minas Gerais e niumero de animais

em lactacao (Marco/2009 a Fevereiro/2010).

. _ Média CCS
Variavel Categorias .
(x 1.000 células/mL)
Zona da Mata e Campo das Vertentes 673
Metropolitana de BH 517
Mesoregido
Sul Sudoeste 507
Triangulo / Alto Parnaiba 457
<21 721
Vacas em 21 a40 498
Lactacao 41 a 80 557
>80 421

Fonte: OLIVEIRA (no prelo).

2.4.3 Sensibilidade e especificidade dos métodos de diagnostico

microbiolégico para isolamento de patégenos da mastite

A sensibilidade é definida como a habilidade do teste para identificar
corretamente individuos e/ou rebanhos positivos e especificidade como a habilidade
do teste para identificar corretamente individuos e/ou rebanhos negativos (KLEIN e
COSTA, 1987). A sensibilidade e a especificidade de um teste sdo necessarias
para se determinar a prevaléncia real de uma doenca e estas podem ser
determinadas ou estimadas (RIEKERINK et al., 2006). A sensibilidade e
especificidade dos testes de cultura de leite variam de acordo com varios fatores.
Por exemplo, 0 microrganismo pesquisado, o tipo de amostra (de quartos mamarios,

de vacas ou de tanque), a condicdo da amostra (fresca ou congelada), duracdo da
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infeccdo, o padrdo de liberacdo do patdgeno envolvido, o meio utilizado para a
cultura, o volume de leite e frequéncia de amostragem (KELTON e GODKIN, 2000).

Dados do New York State Cattle Health Assurance Program, EUA, mostram
que a sensibilidade do teste para cultura de uma Unica amostra de leite de tanque é
90% e 75% para S. agalactiae e S. aureus, respectivamente (NYSCHAP, 2002).
Para cultura de amostra individual de vacas, os valores de especificidade e
sensibilidade foram aproximadamente 70%. Entretanto, a melhoria da especificidade
do método aumentou para aproximadamente 90% quando foram realizadas culturas
de mudltiplas amostras do mesmo animal coletadas em periodos subsequentes
(NYSCHAP, 2002). Amostras de leite congeladas durante curtos periodos tém a
vantagem de aumentar a probabilidade de identificacdo de patdégenos contagiosos
da mastite, melhorando entéo a sensibilidade do método diagnéstico (VILLANUEVA,
1991, SHUCKKEN, 1989 apud KELTON e GODKIN, 2000).

A variabilidade existente em outros métodos para avaliar a saude da glandula
mamaria, como a CCS e exames microbiol6gicos de animais e rebanhos, dificulta o
objetivo de avaliagédo da utilidade da cultura do leite de tanque (GODKIN e LESLIE,
1993). Uma cultura de amostra Unica de leite de tanque é recomendada por ter uma
alta especificidade, mas uma baixa sensibilidade como um teste para patdégenos
contagiosos da mastite. Com isso, alguns rebanhos infectados nédo sao detectados,
mas poucos rebanhos s&o erroneamente chamados de infectados (GODKIN e
LESLIE, 1993). Esses autores mencionaram, porém, que a utilizacdo de cultura de
amostra de leite de tanque, como rotina de procedimento de monitoramento para a
mastite, é dificultada pela caréncia de uma aplicacédo uniforme, metodologia de teste
e amostragem bem documentados e inconsisténcia nos métodos de analise do teste
(incluindo a escolha de uma cultura padréo para comparacéo). Sugeriram ainda que
métodos epidemioldgicos fossem utilizados para avaliacdo dos testes determinando
a especificidade e sensibilidade.

Brito et al. (1998) mostraram que o exame microbiolégico do leite do tanque
pode ser empregado nas condicbes brasileiras, desde que sejam seguidos o0s
critérios de uso de meios seletivos, coleta adequada da amostra, analise de pelo
menos trés amostras consecutivas e identificacdo criteriosa das espécies de

patégenos envolvidos, especialmente com relagdo a S. aureus e S. agalactiae.
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2.5 Analise espacial de indicadores de saude da glandula mamaria

Compreender a distribuicdo espacial de dados ocorridos no tempo e espacgo
constitui hoje grande desafio para a elucidacdo central de diversas areas do
conhecimento, seja de geologia, de saude, de agronomia, de ambiente, entre outras
(VIEIRA, 2000).

A estatistica espacial continua sendo uma nova fronteira na pesquisa
epidemioldgica veterinaria (MARTIN, 2004 apud BERKE, 2005). Na literatura, a
aplicacdo de métodos de andlise espacial é reconhecida hd muito tempo como
ferramenta basica na descricdo e andlise de eventos em saude, area conhecida
como Epidemiologia Espacial (CARVALHO e SOUZA-SANTQOS, 2005). Tais estudos
vém apresentando crescente utilizacdo por parte dos pesquisadores, devido a
disponibilidade dos Sistemas de Informacdes Geograficas (SIG) de baixo custo e
recentes avancos metodolégicos no campo da estatistica (CARVALHO e SOUZA-
SANTOS, 2005).

Os primeiros exemplos de utilizacdo de mapeamento para doengas remontam
ao surto de febre amarela em New York em 1796 e casos de coélera ocorridos em
Londres em 1854 (BERKE, 2005). Varios modelos de representacdo de mapas
foram usados ao longo dos anos, tentando representar de maneira eficiente a
distribuicdo de doencas ocorridas numa regido. Estes métodos de mapeamento tém
como objetivo fornecer estimativas locais do risco da populacdo exposta em relagao
ao risco da populagédo n&do exposta ou menos exposta em relagdo a uma doenca
(BERKE, 2005). O mapa de risco relativo gerado quantifica o impacto do fator de
risco da doenca, quando este € conhecido, e ajuda a demonstrar a sua variagao
geografica (BERKE, 2005).

Em geral, a analise espacial € composta por procedimentos iniciais, incluindo
meétodos genéricos de analises exploratorios associados a apresentacao visual dos
dados sob a forma de graficos e mapas e a identificacédo do padréo de dependéncia
espacial do fenbmeno estudado. Estes procedimentos permitem descrever a
distribuicdo das variaveis de estudo e identificar situagBes atipicas, ndo s6 em

relacdo ao tipo de distribuicdo, mas também aos vizinhos, e buscar a existéncia de
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padrées na distribuicdo espacial e de dependéncia espacial presente no fendbmeno
(CAMARA et al.; 2004).

Assim, todas as amostras retiradas de algum ponto no espaco ou no tempo
devem ser consideradas como parte de uma fungdo continua, e sdo pontos discretos
desta funcdo. Estas se relacionam com seus vizinhos, mesmo que ndo se conheca
exata e matematicamente qual é a expressdo para este relacionamento. Nessa
condigcéo, pode-se dizer que amostras separadas por pequenas distancias sao mais
parecidas do que amostras separadas por grandes distancias (VIEIRA, 2000;2002).
Quando ha uma variacao espacial no risco, a doenca tende a se agrupar, formando
aglomerados, onde a populacéo tera um nivel maior de exposicdo em relacdo a de
outras areas (BERKE, 2005).

Desta forma, a geoestatistica incorpora, além da andlise da distribuicao
estatistica dos dados coletados, as relacdes espaciais entre estes, na forma de
correlacdo entre os pontos amostrados (SRIVASTAVA,1996, apud VALLADARES et
al., 2009).

A gestdo da pecuaria leiteira vem mudando com o desenvolvimento de novas
tecnologias (OLEGGINI et al, 2001). Diante da recente evolucdo da producéo
pecuaria, € crescente a preocupacdo dos organismos de saude animal em todo o
mundo com a propagacdo e controle de doencas emergentes ou endémicas nos
rebanhos (USDA-APHIS, 2008; ELY et al., 2003). Baseado no exposto verifica-se a
necessidade de incorporar novas tecnologias, capazes de fornecer dados que
podem ser usados para monitorar o estado sanitario dos rebanhos (GAY et.al.,
2006).

Recentemente, no ambito da medicina veterinaria, tem sido utlizada a
aplicacado de técnicas de analise espacial como ferramenta para identificacdo de
aglomerados. No estudo conduzido por Gay et al. (2006), os autores propuseram um
novo método para agrupamento espacial, 0 que permite combinar dois campos
importantes da vigilancia epidemiologica: a analise classica de fator de risco, e a
analise espacial da doenca. Com isso, foi observada a dependéncia espacial entre a
alta CCS e os fatores de risco como o0 numero de partos, periodo do ano, e tamanho
do rebanho, e a identificacdo de aglomerados de CCS (GAY et al., 2006). No ano

seguinte, 0s mesmos autores avaliaram a variacdo da CCS de acordo com regides
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em um periodo de cinco anos e verificaram que o modelo foi capaz de identificar
diferencas regionais de CCS em éareas de baixa densidade e com populacéo
heterogénea (GAY et al., 2007). Segundo Gay et al. (2006) e Ely et al. (2003), a
identificacdo de aglomerados de CCS poderia ter multiplos usos, como ferramenta,
auxiliando técnicos locais na gestdo da saude da glandula mamaria por meio do
monitoramento do risco para mastite, e poderia ser Util para identificar areas e
regides com maior ou menor ado¢cdo das medidas de controle e prevencdo da
mastite.

Souza et al. (2012) verificaram que a analise espacial pode ser uma
ferramenta viavel para avaliacdo dos indicadores de qualidade composicionais
(gordura, lactose e extrato seco desengordurado) e higiénico-sanitarios do leite
(CCS e contagem total de bactéria). O uso da andlise espacial para indicadores de
qgualidade do leite em 217 rebanhos na bacia leiteira de Ji-Parana, Estado de
Rondbnia, mostrou a existéncia de dependéncia espacial para gordura, lactose,
estrato seco desengordurado, CCS e contagem total de bactérias. Estudo conduzido
em regido do Estado do Espirito Santo, na Regido Sudeste do Brasil, com 860
rebanhos, mostraram resultados semelhantes (SOUZA et al., 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a relagdo entre a andlise
espacial da contagem de células somaticas e a prevaléncia de Staphylococcus

aureus e Streptococcus agalactiae entre rebanhos bovinos.

3.2 Objetivos especificos

Estimar a prevaléncia de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae

entre os rebanhos bovinos no periodo de 2011 a 2012.
Avaliar o efeito do tipo de patdgeno em leite de tanque sobre a CCS de

rebanhos bovinos.
Identificar areas com caracteristicas comuns em relacdo a contagem de

células somaticas nos rebanhos bovinos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Populacéao alvo e area do estudo

A populagdo estudada foi composta por 112 rebanhos leiteiros vinculados a
Associacdo de Criadores de Gado Holandés de Minas Gerais (ACGHMG). Estes
rebanhos totalizam aproximadamente 6.000 vacas em lactacdo submetidas ao
controle leiteiro oficial. Os rebanhos localizavam-se nos Estados de Minas Gerais e
Rio de Janeiro, em uma area de aproximadamente 300.000 km?.

4.2 Obtencédo das coordenadas geograficas

As coordenadas geogréficas das propriedades foram obtidas por meio de
equipamentos eletrénicos com GPS (Global Position System) da marca Garmim
modelo GPSMapa 60 CSX, sendo seus pontos posteriormente georreferenciados
para o estudo de geoestatistica. Todas as coordenadas geogréaficas obtidas foram
transformadas para UTM (Universal Transversa de Mercator). A opcdo pela
utilizacao deste sistema de coordenadas geogréaficas devem-se por ser baseado no
plano cartesiano (eixo x,y) e usa o metro (m) como unidade para medir distancias e
determinar a posicao de um objeto. Estas distancias sao usadas para realizacéo da
geoestatistica e para geracdo do mapa de isolinha para definicdo dos limites de
areas com caracteristicas comuns em termos de CCS do rebanho através do

programa de informatica para geoestatistica ArcGIS (ESRI, 2005).
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4.3 Estratificacdo da area de estudo e plano amostral

A area de localizagéo destes rebanhos foi dividida em duas regides, sendo a
Regido 1 ao norte e a Regido 2 ao sul. O critério usado para divisdo da area de
estudo em duas regides foi 0 numero de rebanhos por regido e distancia entre os
rebanhos. A Regido 1 possui menor nimero de rebanhos em relagédo a Regido 2 e
estes rebanhos estavam localizados mais distantes entre si. Em contrapartida, a
Regido 2 possui maior nimero de rebanhos em relacdo a Regido 1 e estes rebanhos
estdo localizados mais proximos entre si.O numero de rebanhos observados de

acordo com a Regido 1 e 2 foi 42 e 70, respectivamente.

4.4 Amostragem para estudo de prevaléncia de S. aureus e S. agalactiae

Para determinar o numero de rebanhos para coleta de amostras do leite do
tanque para isolamento e identificagdo de S. aureus e S. agalactiae, foi utilizada a
amostragem aleatéria simples estratificada por regido para populacdo finita
(FRANKENA e GRAAT, 1997). Desta forma, foi calculado o nimero de rebanhos
necessarios para Regido 1, Regido 2, Regido de alta CCS e Regido de baixa e

média CCS com base na formula a seguir:

n=2%wz.p.{1-p).N/ELN-1) + Z%w2 . p. (1-p) 1)

onde as variaveis sao:

n - tamanho da amostra;

N - tamanho da populagéo;

Z - valor de Z padronizado para intervalo de confianga de 95%;

a - intervalo de confiancga (100-a);

p - proporcéo estimada de rebanhos com presenca de S. aureus e S. agalactiae;

B - erro amostral
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Para calculo do tamanho da amostra, os valores de entrada estdo apresentados na
Tabela 5, assim como as informa¢es sobre o nimero total de rebanhos e niamero

de rebanhos amostrados de acordo com as regides.

Tabela 5— Valores de entrada para célculo da amostra de acordo com as regides de
estudo, numero de rebanhos necessarios para o estudo de prevaléncia, nUmero de

rebanhos amostrados e distribuicéo de freqtiéncia dos rebanhos.

Regido
Alta CCS Média e baixa CCS
Dados de entrada para (> 600mil (< 600mil
calculo da amostra 1 2 células/mL) células/mL)

N 42 70 35 77

z 1,96 1,96 1,96 1,96

a 0,05 0,05 0,05 0,05

p 0,50 0,50 0,50 0,50

B 0,15 0,15 0,15 0,15

n 14 19 13 20
NRA 16 24 13 27
PRA 38,1 34,3 37,1 35

N - tamanho da populagéo; Z - valor de Z padronizado para intervalo de confianca de 95%; o -
intervalo de confianca (100-a); p - proporcao estimada de rebanhos com presenca de S. aureus e S.

agalactiae; 3 - erro amostral; n - tamanho da amostra; NRA — nimero de rebanhos amostrados; PRA
— percentual de rebanhos amostrados dentro da regido

4.5 Obtencéo de amostras de leite do rebanho para exames microbioldgicos

Dos quarenta rebanhos selecionados aleatoriamente dentro da populagao
estudada, foi coletada, pela equipe da Embrapa e da ACGHMG, uma amostra de

leite do tanque, com o objetivo de isolar e identificar S. aureus e S. agalactiae. Esta
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amostra, de aproximadamente 20 mL, foi obtida a partir de coletores esterilizados de
aco inoxidavel, diretamente do tanque de resfriamento apds homogeneizacdo. O
volume foi acondicionado em frascos de vidros esterilizados, colocados,
imediatamente, em recipiente com gelo e levados ao laboratério de microbiologia da
EMBRAPA — Gado de Leite em Juiz de Fora para exame microbiolégico em
temperatura entre 0,0°C e 4,0°C. No laboratério, as amostras foram estocadas a

temperatura de -4°C para serem testadas em bateria.

4.6 Obtencdo de amostras de leite dos tanques dos rebanhos para contagem

de células somaticas

As amostras de leite dos tanques dos rebanhos foram coletadas pelos
controladores oficiais da ACGHMG no momento do controle leiteiro e realizadas de
acordo com Brito et al. (2007). A CCS foi realizada nos laboratérios da Rede
Brasileira de Laboratérios de Controle da Qualidade do Leite (RBQL) (Brasil, 2002a)
pela metodologia de citometria de fluxo de acordo com a International Dairy
Federation - IDF (MILK..., 1995). Foi calculado para cada rebanho a média aritmética
da CCS dos meses relativo ao periodo de marco de 2011 a fevereiro de 2012 (12
meses). Todos os rebanhos com histérico de CCS, compilados e organizados
através do Relatorio 4 do “Programa de Analise de Rebanhos Leiteiros”, gerado pela
ACGHMG e que foram georreferenciados forneceram as informacdes relacionadas
as meédias aritméticas da CCS. Ao todo foram 67 rebanhos que tiveram seus dados

incluidos no estudo.

4.7 Isolamento e identificacdo de S. aureus e S. agalactiae

As amostras de leite de cada rebanho foram semeadas nos meios de cultura

seletivos agar TKT (Merck), agar sal manitol (Biobras). As leituras das placas foram
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feitas apos 24 e 48 horas de incubacdo a 37°C. Coldnias com caracteristicas
culturais de S. agalactiae no 4gar TKT foram identificadas pela reacdo positiva de
CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson), hidrélise do hipurato de sédio,
crescimento variavel em meio contendo 6,5% de NaCl e reagcdo negativa no teste de
hidrélise da esculina. Para facilitar identificacdo das colénias de S. agalactiae no
agar TKT, as placas, apos 24 e 48 horas de incubacéo, foram examinadas sob luz
ultravioleta (365 nm). Nessas condi¢cbes, a esculina fluoresce e as colonias que
hidrolisam a esculina aparecem escuras (HIGGS & BRAMLEY, 1981 apud BRITO,
1998).

Colbnias amarelas e com halo amarelo nas placas de agar sal manitol foram
posteriormente identificadas como S. aureus pela producdo de coagulase, reacao
fermentativa no meio de Hugh & Leifson e producédo de acetoina. Os testes usados
para a identificacdo de S. agalactiae e S. aureus foram selecionados de acordo com
Harmon et al. (1990) e executados de acordo com Cowan e Steel (1974, apud
BRITO et al , 1998).

4.8 Calculo da prevaléncia aparente e prevaléncia real entre rebanhos para S.

aureus e S. agalactiae e intervalos de confianca

A prevaléncia real para S. aureus e S. agalactiae foi calculada baseada na
prevaléncia aparente, sensibilidade e especificidade para isolamento destes agentes
a partir de uma amostra do leite do tanque de expansao de estudo prévio realizado
no Brasil (BRITO et al., 1999). O calculo da prevaléncia aparente (PA) e prevaléncia

real (PR) foram baseados nas seguintes formulas:

PA = N° amostras com isolamento de S. aureus ou S. agalactiae / nimero total de

amostras (2)

PR = (PA + SPC — 1) / (SEN + SPC — 1) 3)
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Onde

SEN - sensibilidade do teste
SPC - especificidade do teste

Célculo do intervalo de confianca de 95% para as prevaléncias aparente e real

ICos06 = p = 1,96.((p.(1-p))/n)?

Onde:
ICos9 - intervalo de confianca da proporgcédo com nivel de confianca de 95%
p — prevaléncia aparente ou real

n — nimero de amostras testadas

4.9 Andalise estatistica

Para caracterizacao dos rebanhos foram calculadas as estatisticas descritivas
(média, desvio-padrao, primeiro quartil, mediana, terceiro quartil, minimo e maximo)
para o namero de vacas no controle leiteiro, percentual de vacas na primeira
lactacéo, intervalo entre partos, para producdo em 305 dias de lactacdo e da CCS
do rebanho. Foi realizada uma distribuicdo de frequéncia para a CCS do rebanho em
quatro categorias: até 250.000 células/mL, de 251.000 a 400.000 células/mL, de
401.000 a 750.000 células/mL e acima de 750.000 células/mL.

As médias e medianas da CCS dos rebanhos foram comparadas por meio da
analise de variancia (ANOVA) e Teste da mediana. Para comparar as médias da
CCS dos rebanhos de acordo com os resultados de isolamento dos patdégenos por
meio da ANOVA foi necessario realizar a normalizacdo da distribuicdo por meio da
transformacao logaritmica na base 10.

O teste do qui-quadrado (x?) foi utilizado empregando-se o Programa Epi-Info

(CDC-WHO, version 6.04b,1997), para avaliar a associacdo entre CCS dos
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rebanhos superior a 400.000 células/mL e o resultado do isolamento de S. aureus ou
S. agalactiae para comparar as prevaléncias entre as regides da area estudada.

4.10 Andlise geoestatistica

As informacfes utilizadas para analise geoestatistica consideram a hip6tese
de auto correlacdo ou dependéncia espacial entre os dados georreferenciados. Para
verificar a dependéncia espacial das variaveis, interpolar dados e elaborar os
mapas, foi empregada a analise geoestatistica segundo Vieira (2000). Foram
construidos semivariogramas, partindo das pressuposi¢ées de estacionariedade da

hipotese intrinseca e do calculo da semivariancia g(h) estimada pela equacéo 4:

vy =— =%

N
N =
2N (R i=1

[Z¥(xi) — 20X, + W] (4)

em que N(h) é o niumero de pares dos valores medidos Z(xi) , Z(xi+h), separados por
um vetor h. E esperado, segundo Vieira (2000), que medicdes localizadas préximas
sejam mais parecidas entre si do que aquelas separadas por grandes distancias, isto
€, que aumente y (h) com a distancia h até um valor maximo, no qual se estabiliza
em um patamar correspondente a distancia limite de dependéncia espacial, sendo o
alcance. Medicdes localizadas a distancias maiores que o alcance terdo distribuicdo
aleatéria, razdo pela qual serdo independentes entre si. Os semivariogramas com
dependéncia espacial foram ajustados com o modelo matematico de melhor
correspondéncia. Os programas computacionais e procedimentos para construgcao e
ajuste do modelo do semivariograma foram desenvolvidos por Vieira et al. (2002).
Calculou-se o grau de dependéncia espacial (GD), que € a propor¢cdo em
porcentagem do partial sill (C;1) em relacdo ao patamar (Co+C;) (Equagéao 5), sendo,
segundo Zimback (2001) e Trangmar et al. (1985), dependéncia fraca <25%,

dependéncia moderada de 26% a 75% e dependéncia forte > 75%.
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Uma vez que o semivariograma representa a variabilidade espacial dos
dados, a analise geoestatistica permitiu a analise dos dados, comparando-se 0s
parametros de ajuste dos semivariogramas para cada uma das variaveis estudadas.
Havendo dependéncia espacial demonstrada pelo semivariograma, podem-se
estimar valores para qualquer outro local que ndo foi amostrado, usando-se a
krigagem, que, segundo Vieira et al. (2002), estima os valores com condicbes de
nao tendenciosidade e com desvios minimos em relagéo aos valores conhecidos, ou

seja, com variancia minima (Equacéo 6):

N

Y =X E) fu=v(X + X)) i =1, NZ =1 (6)

J=1

Em que y (Xi, X;) é a semivariancia estimada, usando o modelo ajustado ao
semivariograma, correspondente a distancia entre os pontos localizados na posicao
Xi e X; ey (Xi Xo) € a semivariancia correspondente a distancia entre os pontos
localizados na posicdo X; e Xo. Valores de peso 1 e um valor do multiplicador de
Lagrange, m, associado com a minimizagdo da varidncia, sdo gerados e com 0S
valores de 1; podem-se estimar valores (Z) no espaco amostrado para qualquer
posicdo Xo. Com os valores estimados (Equacédo 7), foram construidos mapas de
isolinhas, em funcdo da coordenada geografica através do sistema de informacgéo
geografica ArcGIS (ESRI, 2005). O uso da krigagem como interpolador permite
mostrar a variabilidade espacial de determinada area, pois a partir dela é possivel a

construcédo de mapas de isolinhas.

2=y 52 ™
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estratificacéo da area de estudo

Apés georreferenciamento das propriedades foi gerado mapa ilustrando a
distribuicdo das propriedades dentro da area do estudo (Figura 2). A divisdo entre
Regido 1 e Regido 2 também esta representada nesta figura. O numero de rebanhos

observados de acordo com a Regido 1 e 2 foi 42 e 70, respectivamente.

H Regidol, ~'¢ raati

™
3 AT PARANAISS
i

Figura 2 — Localizacdo dos rebanhos de acordo com as regides previamente
definidas ao norte (Regiao 1) e ao sul (Regido 2) da area estudada utilizando como

limite entre as regides a linha verde
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5.2 Caracteristicas dos rebanhos de acordo com a contagem de células

somaticas

Estatisticas descritivas do niumero de vacas no controle leiteiro, percentual de
vacas no rebanho na primeira lactacéo, intervalo entre partos, média da producéo
(kg) em 305 dias de lactagcdo dos rebanhos da ACGHMG estdo apresentadas na
Tabela 6.

Tabela 6— Analise descritiva do primeiro quartil, terceiro quartil, média e desvio-
padrdo, numero de vacas no controle leiteiro, percentagem de vacas na primeira

lactacdo, intervalo entre partos, média de producdo de leite em 305 dias e média

aritmética.
Caracteristica de rebanho _
1°1Q 3°1Q Média DP
(n=67)
Numero de vacas no
o 26 91 70,1 78,6
controle leiteiro
% vacas na primeira
. 33,5 54,6 44,2 16,5
lactacéo
Intervalo entre partos (dias) 446 533 490,7 98,5
Média de producéo 305
7.087 9.088 7.929,1 1.810,8
DEL (Kg)
MACCS (x 1.000) 353 671 540 297

Legenda: 1Q — intervalo quartil, DP — desvio padrdo, DEL — dias em lactacdo, MACCS — média
aritmética da contagem de células sométicas; n — nimero de rebanhos.

Caracteristicas relacionadas ao padréo racial, tipo de ordenha, sistema de
producdo, nimero de vacas no controle leite por rebanho, percentual de vacas na
primeira lactacdo, intervalo entre partos, média da producdo em 305 dias de
lactacdo e média aritmética da contagem de células somaticas por rebanho foram

obtidas de 67 rebanhos, escolhidos aleatoriamente, por meio do Relatério 4 do
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‘Programa de Analise de Rebanhos Leiteiros”, gerado pela ACGHMG e
disponibilizado para os associados.

Os rebanhos analisados apresentam altos niveis de tecnificagdo, tendo em
100% das propriedades sistema de ordenha mecanizada, em regimes de criagéo
semiconfinados ou confinados, com animais de alto valor genético e com producéo
meédia de leite em 305 dias de lactacdo de 8.000 kg. Os associados tem a transacao
comercial de seus animais como fonte de renda. Alguns rebanhos da ACGHMG
possuem insercao de alguns animais de outras racas como Girolando e Jersey. Os
rebanhos foram classificados de acordo com a média aritmética da contagem de

células sométicas nos ultimos doze meses em cinco categorias conforme Tabela 7.

Tabela 7: Distribuicdo da frequéncia em cinco categorias para a média aritmética da

contagem de células sométicas de tanque rebanhos da ACGHMG.

Categoria MACCSTQ n
) % % acumulada
(x1.000 células/mL) (=67)

<250 10 14,9 14,9
251-400 22 32,8 47,7
401-600 21 31,3 79,1
601-750 6 9,0 88,1
751-1479 8 11,9 100,0

Legenda: MACCSTQ — média aritmética da contagem de células somaticas de tanque, n — nimero de
rebanhos amostrados.

De acordo com Brito et al. (2002), aproximadamente 15% dos rebanhos da
ACGHMG apresentaram adequado controle da mastite por apresentarem media
anual inferior a 250.000 células/mL. Em contrapartida, aproximadamente 21% dos
rebanhos apresentaram médias superiores ou igual a 600.000 células/mL, indicando
sérios problemas relacionados a mastite. Em relacdo ao limite estabelecido na
Instrucdo Normativa 62 (BRASIL, 2011), aproximadamente 48% dos rebanhos
apresentaram valor igual ou menor a 400.000 células/mL. A distribuicdo dos
rebanhos classificados de acordo com as categorias de CCS indica que existe uma

grande variacdo entre os rebanhos no que diz respeito a saude da glandula
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mamaria, proporcionando reducdo da producdo de leite que varia de irrelevante a
18% de acordo com trabalho de Brito et al. (2002).

Oitenta e cinco por cento dos rebanhos apresentam valores superiores a
250.000 células/mL, que representa uma das principais metas relativas a salude da
glandula mamaria dos rebanhos (SCHUKKEN e KREMER, 1996) (Tabela 7). Dos
rebanhos selecionados, 79% estariam adequados aos limites da Instrucao
Normativa 62 para CCS (BRASIL, 2011) para o periodo de julho de 2012 a junho de
2014. Quando foram aplicados estes resultados para os limites estabelecidos pela
Instrucdo Normativa 62, a partir de julho de 2016, apenas 47,7% estariam atendendo
aos valores previstos na legislacdo. Nos Estados Unidos, levantamento entre o
periodo de 1995 a 2008 (USDA-APHIS, 2012), mostra a demora na reducgdo dos
niveis de CCS. No periodo de 13 anos foi observada reducdo de 5% de rebanhos
com média anual de CCS acima de 400.000 células/mL para abaixo de 400.000
células/mL. Comparando os resultados de CCS dos rebanhos nos Estados Unidos
ao longo do tempo e da ACGHMG, apesar de serem populagcbes diferentes em
termos de numero de rebanhos, média de niumero de vacas por rebanho e nivel de
adocéo de tecnologias das fazendas, mostra o tamanho do desafio que produtores
terdo pela frente para atender os limites de CCS estabelecidos na legislacao.

Acbes voltadas para o controle e/ou erradicacdo de patdgenos responsaveis
pelo aumento expressivo da CCS devem ser encarados como uma das diretrizes
basicas para o controle da CCS nos rebanhos bovinos leiteiros. O conhecimento da
prevaléncia dos patdgenos envolvidos em cada rebanho permite tracar metas e
acOes diferentes para cada categoria de rebanhos classficados de acordo com a

meédia anual da CCS, conforme apresentado na Tabela 7.

5.3 Relacao entre CCS dos rebanhos e isolamento de S. aureus e S. agalactiae

do leite do tanque

N&o foi verificada diferenca entre as médias e medianas da CCS de acordo

com os resultados de isolamento de S. aureus e S. agalactiae em amostras de leite
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do tanque (Tabela 8). O n pequeno utilizado para esta comparacédo pode ter sido o
responsavel por isso. A média da CCS de acordo com os resultados de isolamento
dos patégenos foi de 430.000 células/mL, 447.000 células/mL e 600.000 células/mL,
para rebanhos sem isolamento, com isolamento de apenas S. aureus e com
isolamento de ambos patdgenos, respectivamente. N&o foi isolado um grupo com
apenas a presenca de S. agalactiae. Entretanto, ao se observar o desvio padrao
destas medias, observa-se uma variacdo de 61 a 68% em relacdo a média. Apesar
dos valores de CCS terem sofrido transformacéo de log na base 10 para realizacéo
da comparacdo entre médias, a natureza da varidvel estudada € instavel,
apresentando grandes variacbes em relacdo a média e dificultando a comparacao
entre rebanhos por meio de médias. A comparacdo das medianas de acordo com o
resultado do isolamento, apesar de ser considerada uma analise ndo-paramétrica,

nao foi eficiente para detectar diferencas.

Tabela 8- Estatistica descritiva da contagem de células somaticas (x1.000
células/mL) do leite de tanque de acordo com o isolamento da Staphylococcus
aureus e/ou Streptococcus agalactiae em amostras de leite do rebanho no periodo
de 2011/2012.

Isolamento
Estatisticas
Sem isolamento S. aureus S. aureus + S. agalactiae
NUumero de rebanhos 10 15 10
Média 4302 4472 600?
Desvio padrao 292 235 366
11Q 300 213 399
Mediana 3502 4252 4762
31Q 446 597 787
Minimo 206 154 205
Maximo 1.237 875 1.479

1 IQ — primeiro intervalo interquartilico; 3 IQ — terceiro intervalo interquartilico; Letras iguais para
médias e medianas entre colunas significa ndo diferenca estatistica (P>0,05)

Entretanto, através do qui-quadrado, quando comparamos os dados de

prevaléncia encontramos uma associacao explicada a seguir na Tabela 9. Nao foi
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observada associacdo entre a contagem de células somaticas do rebanho,
considerado o limite de 400.000 células/mL, com o isolamento de S. aureus, mas, foi
observada associagcédo estatisticamente significante (P<0,05) entre a CCS do
rebanho, considerando o mesmo limite de 400.000 células/mL, com o isolamento de
S. aureus e S. agalactiae. Os rebanhos com isolamento de S. aureus e S. agalactiae
apresentaram em média 9,3 vezes mais chances da CCS do rebanho estar superior
a 400.000 células/mL (Tabela 9).

Tabela 9- Frequéncia de rebanhos bovinos de acordo com a contagem de células
somaticas e isolamento de Staphylococcus aureus e/ou Streptococcus agalactiae

em amostras de leite de tanque no periodo de 2011/2012.

CCS (x1.000)
Isolamento F P RR IC 95%

<400 >400

) n 7 3
Sem isolamento

% 50,0 27,3

0,41 - -
S. aureus
% 50,0 72,7

Sem isolamento

% 77,8 27,3
0,04 9,3 1,2-73,0

_ n 2 8
S. aureus + S. agalactiae

% 22,2 72,7

F — frequéncia; n — nimero de rebanhos; % - percentual de rebanhos; P — nivel de significancia exato
para distribuicdo unicaudal; RR — risco relativo; IC - intervalo de confianca

Ressalta-se que o valor de 400.000 células/mL é o limite a ser atendido a
partir de 2016 de acordo com a IN62 (BRASIL, 2011). Os dados mostram que esta
variacdo de resultados foi principalmente devido a presenca de S. agalactiae nos

rebanhos. Entretanto, € importante ressaltar que a presenca de animais infectados
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por S. aureus e/ou S. agalactiae dentro do rebanho influencia significativamente na
CCS (KEEFE, 2012; BRADLEY, 2002).

5.4 Analise espacial da contagem de células somaticas de rebanho

Apesar da area de analise espacial ter apresentado aproximadamente
300.000 km? e das grandes distancias entre os rebanhos, foi observado
dependéncia espacial para a CCS dos rebanhos. O semivariograma foi ajustado
com o modelo exponencial e apresentou grau de dependéncia espacial e coeficiente
de determinagéo moderados (GD=37,6; r’=0,31) (ZIMBACK, 2001 e TRANGMAR et
al., 1985), tendo como valores 50.000, 44.045 e 26.499 para os parametros a, C, e

Ci, respectivamente (Figura 3).
100000 - -
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Semivarianda

40000 -

20000
# CCS deRebanho
—— Exponencial (44.045; 26499; 50.000)

0.0 " " " i " " ) " ) '
0 100000 200000 300000 400000 500000

Distancia(metros)

Figura 3 — Semivariograma com 0s parametros de ajuste exponencial para a
contagem de ceélulas somaticas de rebanhos. Modelo (Co; Cy; a).

Foi observado um patamar bem definido para o parametro relacionado ao

alcance dentro da qual os rebanhos apresentaram-se correlacionados (a=50.000
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metros). Desta forma, os rebanhos apresentam-se correlacionados no espaco em
funcdo da CCS até uma distancia de 50 km de um rebanho para outro em linha reta.
O parametro “C” mostra o valor do semivariograma correspondente ao seu alcance
(a). A partir deste valor ou alcance (50.000 m), foi considerado que nao existe mais
dependéncia espacial entre os rebanhos, pois a variancia da diferenca entre pares
de rebanhos tornou-se constante. O parametro C,, que representa o valor da
semivariancia para a distancia zero, representou o componente de variabilidade
espacial que ndo pode ser relacionado com uma causa especifica, ou seja,
variabilidade espacial ao acaso.

A dependéncia espacial da CCS em rebanhos foi observada em estudos
realizados nos Estados de Rondénia e do Espirito Santo, com 270 e 860 rebanhos,
respectivamente, utilizando-se a mesma metodologia (SOUZA et al., 2012; 2013).
Entretanto, o nimero de rebanhos por unidade de area foi diferente entre os
estudos, apesar do grau de dependéncia espacial (GDE) e o coeficiente de
determinacdo (r’) terem sidos préximos em termos de valores e semelhantes, em
termos de interpretacdo pratica.

Ressalta-se que os sistemas de producao dos rebanhos de Rondonia foram
caracterizados como extensivo, os de Espirito Santo como semi-intensivo e os da
ACGHMG como intensivo. Desta forma, como os rebanhos apresentaram
caracteristicas comuns em termos de sistema de producdo de acordo com 0s
Estados, ndo foi possivel associar dependéncia espacial da CCS em funcdo dos
sistemas de producédo. Entretanto, sugere-se que independentemente do sistema de
producédo, a variagdo da CCS entre os rebanhos promoveu a dependéncia espacial
encontrada.

Em funcéo dos resultados da analise espacial, as regides foram classificadas
como de baixa (= 250.000 células/mL), média (251.000 a 600.000 células/mL) e alta
(> 600.000 células/mL) (Figura 4).
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Andlise espacial de CCS para rebanhos da ACGHMG

Mapa de previsdo de

DADOS_CAMPO_ACGHMG krigagem
ccs [CCS_KRIGAGEM] [KRIGED]
Contomos coloridos
°o 71-250
B 7 250
e 251-400 250.- 400
©  401-600 400 - 800
e 601-1479 I oo 1479
150,000
N | ¥

Figura 4 — Localizagcdo dos rebanhos da Associagdo dos Criadores de Gado
Holandés de Minas Gerais de acordo com a distribuicdo espacial da
contagem de células somaticas de rebanhos estimados por krigagem

O numero de rebanhos observados nas regibes de baixa, média e alta
contagem de células somaticas foi 3, 74 e 35, respectivamente. No mapa,
representado pelas cores laranja, azul e verde, as regides centrais, ao leste e ao
oeste da é&rea estudada foram de baixa e média CCS. Regifes de alta CCS,

representadas pela cor vermelha, se localizavam ao sul e ao norte da area
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estudada. Ressalta-se que dentro das areas de baixa CCS podem ser encontrados
rebanhos com alta CCS e nas areas de alta CCS rebanhos com baixa CCS. Os
mapas indicam que a maioria dos rebanhos localizados em uma determinada area
classificada em funcdo da CCS apresenta valores correlatos para a CCS do leite do
rebanho.

Outro resultado observado foi a identificacdo de areas isoladas na mesma
regido de estudo e com o mesmo perfil de CCS. Por exemplo, foram identificadas
duas areas isoladas, ndo vizinhas, classificadas como de alta CCS, representadas
pelas cores vermelhas (Figura 4). Para fins de estudo de prevaléncia, as regifes de

baixa e média CCS foram agrupadas em uma categoria.

5.5 Relacao entre prevaléncia de Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae e contagem de células somaticas de acordo com as areas de

localizag&o dos rebanhos

5.5.1 Prevaléncia de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae

A distribuicdo de frequéncia dos rebanhos, de acordo com as regides do
estudo, resultou em 42 rebanhos na Regido 1 (ao norte) e 70 na Regiao 2 (ao sul).
Respeitando a distribuicdo de acordo com as regides, 40 rebanhos tiveram amostras
do leite do rebanho (tanque de expansédo) coletadas para isolamento e identificacdo
de S. aureus e S. agalactiae, sendo 16 rebanhos para a Regido 1 e 24 rebanhos
para a Regido 2, conforme apresentado na Tabela 10.

A prevaléncia aparente e a prevaléncia real para o S. aureus para a
populacdo estudada foi 70% e 93%, respectivamente. Os valores, prevaléncia
aparente e prevaléncia real, foram 75% e 100% para a Regido 1 e 67,0% e 89,0%

para Regido 2 (Tabela 10).
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Tabela 10 — Prevaléncia aparente e prevaléncia real de Staphylococcus aureus_em
rebanhos da ACGHMG no ano de 2011-2012.

) N° de Staphylococcus aureus
Regido
rebanhos | PA IC 95% PR IC 95%
1 16 0,75% 0,54 - 0,96 1,00 0,72 - 1,00
2 24 0,672 0,48 - 0,86 0,89 0,64 - 1,00
Geral 40 0,70 0,56 - 0,84 0,93 0,74 - 1,00

%letras iguais entre linhas significa ndo haver diferenca significativa - p>0,05; PA — prevaléncia
aparente; PR — prevaléncia real; IC — intervalo de confianca

Para o S. agalactiae, a prevaléncia aparente e a prevaléncia real foi 28,0% e
41,0%, respectivamente. Estes valores mostram o quanto a populacdo do estudo
esta distantes de atingir um patamar razoavel de controle de salude da glandula
mamadaria, se compararmos com 0s numeros de prevaléncia para S. aureus (43%) e
S. agalactiae (2,6%) nos Estados Unidos, pais que possui um programa de controle
de patdgenos contagiosos da mastite de longa dada (USDA-APHIS, 2008). A
prevaléncia aparente e prevaléncia real para o S. agalactiae foram 38% e 57% para
a Regido 1 e 21% e 31% para Regido 2 (Tabela 11). Para ambos patdgenos, 0s
valores da prevaléncia aparente foram maiores na Regido 1 em relacdo a Regiéo 2,

porém nao foram diferentes estatisticamente (P>0,05).

Tabela 11 — Prevaléncia aparente e prevaléncia real de Streptococcus agalactiae em
rebanhos da ACGHMG no ano de 2011-2012.

) N° de Streptococcus agalactiae
Regiéo
rebanhos | PA IC 95% PR IC 95%
1 16 0,38% 0,14 - 0,62 0,57 0,21-0,93
2 24 0,21% 0,05-0,37 0,31 0,07 - 0,56
Geral 40 0,28 0,14 - 0,41 0,41 0,20 - 0,62

%letras iguais entre linhas significa ndo haver diferenca significativa - p>0,05; PA — prevaléncia
aparente; PR — prevaléncia real; IC — intervalo de confianca

Em busca por um padrdo de infeccdo da glandula mamaria de rebanhos
leiteiros em Minas Gerais, Brito et al. (1999) isolaram, de 6.315 amostras de quartos
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mamarios, 19,2% e 6,9% de S. aureus e S. agalactiae, respectivamente. Pesquisa
da qualidade microbiolégica do leite de tanques de regido semelhante ao presente
estudo observou a frequéncia de S. aureus e S. agalactiae em 92% e 50% dos
rebanhos (ARCURI et al., 2006).

O método de diagndstico usado para o isolamento dos patdégenos, associados
ao numero de amostras usadas no presente estudo (apenas uma amostra por
rebanho) para estimar a prevaléncia de S. aureus e S. agalactiae nos rebanhos,
pode classificar rebanhos como falsos positivos. De acordo com o New York State
Cattle Health Assurance Program, EUA, a sensibilidade do teste de diagnostico para
cultura de uma Unica amostra de leite de tanque foi 75% e 90% para S. aureus e S.
agalactiae, respectivamente (NYSCHAP, 2002). No Brasil, foi obtida uma
sensibilidade de 75% e 66,7% para isolamento de S. aureus e S. agalactiae a partir
de uma amostra do leite do tanque (BRITO et al.,, 1998). Entretanto, no mesmo
estudo, a especificidade de 100% foi observada para ambos patdgenos. Desta
forma, para se estimar a prevaléncia real, foram usados os valores da prevaléncia
aparente, da sensibilidade e da especificidade do método diagnéstico para cada
patégeno, como considerado em estudo de Brito et al. (1998).

N&o foi observada diferenca significativa entre as prevaléncias para S. aureus
e S. agalactiae quando observamos os valores entre as Regides 1 e 2 previamente
determinadas (Tabela 10 e 11). Os resultados evidenciam que houve alta
prevaléncia de S. aureus e S. agalactiae na populacdo de rebanhos estudada e uma
distribuicdo homogénea destes patdgenos entre os rebanhos de acordo com a
Regido 1 e 2.

Semelhante aos resultados de prevaléncia dos patégenos da mastite, nao foi
observada associacdo (P>0,05) entre a CCS dos rebanhos de acordo com as
Regides 1 e 2 (Tabela 12). Os limites de CCS considerados nas analises foram
250.000, 400.000, 500.000, 600.000 e 750.000 células/mL, ou seja, limites que
podem classificar os rebanhos desde sem problemas até muito ruim em termos de
estimativa de disturbios relacionado a saude da glandula mamaria (PHILPOT e
NICKERSON, 1991; BRITO et al., 2002) e em func&o dos limites estabelecidos na
Instrucdo Normativa 62 (BRASIL, 2011).
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Considerando a classificacdo dos patdgenos da mastite em funcdo da
intensidade do processo inflamatério, S. aureus e S. agalactiae séo classificados
como principais, pois proporcionam um aumento significativo da CCS de vacas
individuais e, consequentemente, do rebanho (HARMON, 1994; SCHUKKEN et al.,
2003; SOUZA et al., 2009). Desta forma, os resultados de prevaléncia do S. aureus
e S. agalactiae e distribuicdo de frequéncia dos rebanhos em funcdo da CCS de
acordo com as regides sugerem um padrdo de distribuicio homogénea dos
patégenos e consequentemente da CCS entre as Regides 1 e 2.

Tabela 12 — Distribuicdo de frequéncia entre os resultados da contagem de células
somaticas de acordo com classificacdo da area de estudo em duas regides de
localizacdo de 71 rebanhos da ACGHMG no periodo de 2011-2012.

Regido
CCS (x1000) 1 2 P
n % n %

<=250 3 13,6 7 14,3
1,000*

>250 19 86,4 42 85,7

<=400 8 36,4 26 53,1
0,196

>400 14 63,6 23 46,9

<=500 16 72,8 32 65,3
0,537

>500 6 27,2 17 34,7

<=600 20 90,9 36 73,5
0,123*

>600 2 9,1 13 26,5

<=750 21 95,5 41 83,7
0,257*

>750 1 4,5 8 16,3

Regido 1 — Triangulo Mineiro, Alto do Paranaiba e Metropolitana de BH; Regido 2 — Sul de MG,
Zona da Mata, Campos das Vertentes e RJ; n — nimero de rebanhos ; P — Nivel de significancia
para o teste do Qui-quadrado; *Teste exato de Fischer
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5.5.2 Prevaléncia de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae com

base na analise espacial da contagem de células somaticas de rebanhos

O numero de rebanhos, de acordo com areas classificadas em funcéo dos
resultados da andlise espacial da CCS dos rebanhos, ficou da seguinte forma: 77
rebanhos na Regido de baixa e média CCS (< 600.000 células/mL) e 35 na Regido
de alta CCS (> 600.000 celulas/mL).

Os rebanhos selecionados para coleta de amostras de leite para realizacéo
de exames microbiolégicos foram distribuidos em relacédo aos resultados da analise
espacial da CCS, considerando as regides de baixa e média CCS com 27 rebanhos
e as regides de alta CCS com 13 rebanhos (Tabela 13). Os valores da prevaléncia
aparente e prevaléncia real para S. aureus foram 77,0% e 100,0%, respectivamente
para a Regido de Alta CCS e 67,0% e 89,0% para a Regido de baixa e média CCS
(Tabela 13). Nao houve diferenca significativa (p<0,05) para os valores das
prevaléncias de S. aureus entre os rebanhos classificados de acordo com a divisao
da area em funcdo da CCS. Os resultados mostram alta prevaléncia de S. aureus
entre rebanhos, de acordo com as regides, apds analise espacial da CCS e com
distribuicdo homogénea. Os resultados de prevaléncia antes e apds a andlise
espacial da CCS dos rebanhos foram semelhantes, apresentando alta e homogénea

distribuicdo da prevaléncia de S. aureus entre os rebanhos.

Tabela 13 — Prevaléncia aparente e prevaléncia real de Staphylococcus aureus em
rebanhos da ACGHMG de acordo com a classificacdo da area em funcdo da CCS
dos rebanhos no ano de 2011-2012

_ Staphylococcus aureus
Regido (x 1.000 células/mL) N
PA IC 95% PR IC 95%
Alta CCS (> 600) 13 | 0,772 0,54-1,00 | 1,00 >1,00*
Média e baixa CCS (< 600) 27 | 0,67* 0,49-0,85 |0,89 0,66-1,00
Geral 40 | 0,70 0,56-0,84 |093 0,74-1,00

% letras iguais entre linhas significa ndo haver diferenca significativa - p>0,05; PA — prevaléncia
aparente; PR — prevaléncia real; IC — intervalo de confian¢a; N — nimero de rebanhos
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Trinta e dois por cento dos rebanhos amostrados para isolamento
microbiolégico e CCS apresentaram valores acima de 600.000 células/mL (Tabela
13). O percentual de rebanhos com alta CCS mostra a importancia do controle dos
patbgenos contagiosos da mastite, jA& que rebanhos infectados com estes
microrganismos apresentam maior CCS (HARMON, 1994; BRADLEY, 2002,
SHUKKEN, 2003; SOUZA et al, 2009).

A prevaléncia aparente e prevaléncia real para o S. agalactiae dos rebanhos
divididos de acordo com a classificacdo da area em funcdo da CCS dos rebanhos

estdo apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14 — Prevaléncia aparente e prevaléncia real de Streptococcus agalactiae em
rebanhos da ACGHMG de acordo com a classificacdo da area em funcdo da CCS
dos rebanhos no ano de 2011-2012

_ ] Streptococcus agalactiae
Regido (x 1.000 células/mL) n
PA IC 95% PR IC 95%
Alta CCS (> 600) 13 | 0,62° 0,36-0,88 | 0,93 0,53-1,00
Média e baixa CCS (< 600) 27 | 0,11° 0,00-0,23 |[0,16 0,00-0,34
Geral 40 | 0,28 0,14-0,41 |041 0,20-0,62

2P letras diferentes entre linhas significa haver diferenca significativa - P<0,01 (p=0,002); PA —
prevaléncia aparente; PR — prevaléncia real; IC — intervalo de confian¢a; n — nimero de rebanhos

Os valores da prevaléncia aparente e prevaléncia real para S. agalactiae
foram 0,62 e 0,93 respectivamente para a Regido de alta CCS e 0,11 e 0,16 para a
Regido de baixa e média CCS. (Tabela 14). Os valores de prevaléncia aparente e
prevaléncia real para o S. agalactiae possuem diferenca significativa (p<0,01) entre
os grupos de rebanhos divididos de acordo com a classificacdo da area em funcao
da CCS dos rebanhos. O Risco Relativo (RR) mostrou que rebanhos localizados na
area de Alta CCS tém 5,5 vezes mais chances de apresentarem S. agalactiae ao
isolamento.

A prevaléncia para S. agalactiae foi superior em rebanhos localizados em

area de alta CCS (>600.000 células/mL), quando comparados com a prevaléncia de
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rebanhos localizados em éareas de baixa e média CCS (<600.000 células/mL)
(Tabela 14).

Rebanhos localizados na &rea de Alta CCS (>600.000 células/mL) tém 2,9
vezes mais chances de estarem acima de 500.000 células/mL, 9,2 vezes mais
chances de estarem acima de 600.000 células/mL e até 33,3 vezes mais chances de
estarem acima de 750.000 células/mL em relacdo aos rebanhos das demais areas
(Tabela 15).

Tabela 15 — Distribuicdo de frequéncia e nivel de significancia do teste do qui-
qguadrado entre o percentual de rebanhos localizados nas areas em funcdo da
contagem de células somaticas dos rebanhos da ACGHMG no periodo de 2011-
2012

Area
CCS Média e baixa RR (IC 95%)
(x1000) ccs Alta CCS P
n % n %
<=250 8 15,7 2 10,0 . -
>250 43 84,3 18 90,0 0.714
<=400 26 51,0 8 40,0 -
: : 0,405
>400 25 49,0 12 60,0
<=500 38 74,5 10 50,0 0047 29(1,1-18,6)
>500 13 25,5 10 50,0 ’
<=600 46 90,2 10 50,0 <0,001 9,2 (2,6 —32,8)
>600 5 9,8 10 50,0
<=750 50 98,0 12 60,0 <0,001 33,3 (3,8 — 292,6)
>750 1 2,0 8 40,0

RR- risco relativo; IC 95% - intervalo de confianca de 95% para o risco relativo

O isolamento de S. agalactiae e S. aureus em grupos de alta CCS (>700.00
células/mL) foi da ordem de 41,5% e 18,3%, respectivamente, em trabalho
conduzido por Erskine et al. (1988), superior ao achado em grupos de baixa CCS
(>150.000 células/mL) onde n&o houve isolamento de S. agalactiae e apenas 2,2%
das amostras foram positivas para S. aureus. A correlacdo encontrada entre a
prevaléncia de S. agalactiae e rebanhos com alta CCS é justificada por
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caracteristicas deste patdgeno que causa processo inflamatério intenso com grande
liberacdo de células pela glandula mamaria (KEEFE, 1997).

A adocao de medidas de controle, considerando aspectos epidemioldgicos de
cada patdgeno contagioso e prevaléncia de vacas infectadas dentro de cada
rebanho deve ser considerada com o objetivo de reduzir a taxa de novas infeccdes e
duracédo de infec¢cdes (BARKEMA et al., 1998; BARKEMA et al., 1999; BRITO et al.,
1999; RIEKERINK et al., 2006 e USDA, 2007a). A principal abordagem no controle e
prevencdo de S. agalactiae deve ser dirigida para a erradicacdo deste patdgeno
através do tratamento de vacas infectadas (KEEFE, 1997). Em contraste, a
abordagem de medida de controle S. aureus deve basear-se no descarte de animais
com infeccao crénica devido a sua dificil eliminagdo (SOUZA, 2009). Os resultados
do estudo mostram também a importancia do diagnéstico de S. aureus e S.
agalactiae, por meio de exames microbiolégicos (individuais ou de tanque) na
montagem da estratégia de reducdo da prevaléncia destes patdgenos e
consequentemente da CCS.

Estudos de prevaléncia de patdgenos contagiosos da mastite, associados
com a andlise espacial da CCS de rebanhos, iréo auxiliar na tomada de deciséo, em
nivel de regido, em programas de controle e prevencdo da mastite.

Os resultados de prevaléncia indicam a necessidade de rever as medidas de
prevencdo e controle de Staphylococcus aureus e prevencao, controle e erradicacao

de Streptococcus agalactiae entre os rebanhos estudados.
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6. CONCLUSOES

Devem ser aprimoradas as estratégias de combate aos patdgenos
contagiosos da mastite junto aos rebanhos bovinos.

O isolamento de S. agalactiae nos rebanhos bovinos leiteiros é associado a
alta CCS e a maior chance de nao atender os limites estabelecidos na legislagao.

A metodologia utilizada para analise espacial permite encontrar dependéncia
espacial para CCS de rebanhos e identificar relacdo com a prevaléncia de S.

agalactiae.
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