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RESUMO

Resultados de 2007 mostram a incontestavel importancia da cadeia produtiva do leite
para o Brasil. A despeito disso, recentes publica¢cdes evidenciam um cenario de méa qualidade
no leite de uma significativa parte dos rebanhos. Dentro da conjuntura de economia global, a
mé qualidade configura um obstaculo para consolidacdo do Pais como exportador de lacteos.
Na reversdo deste quadro, duas iniciativas governamentais merecem destaque. A implantacdo
da Rede Brasileira de Laboratérios de Controle da Qualidade do Leite e a adocdo de
indicadores da qualidade do leite: contagem de células somaticas (CCS) e contagem total
bacteriana (CTB). A CCS estima 0s niveis de mastite em rebanhos, refletindo a resposta
inflamatdria frente a invasao da glandula mamaria. A CTB indica a qualidade microbiologica,
estimando os cuidados durante a ordenha e conservacao do leite nas fazendas. O leite pode ser
contaminado por trés principais fontes bacterianas: pele dos tetos e Ubere, superficie dos
equipamentos e pelo interior das glandulas. A mastite consiste no estado inflamatério da
glandula mamaria, geralmente por etiologia infecciosa. Apresenta-se na forma clinica, com
leite alterado e sintomatologia local a sistémica, ou na subclinica, com total auséncia de
sinais. A forma subclinica é de grande relevancia pela sua altissima prevaléncia, de 15 a 40
vezes mais que a clinica, com reducdo da secrecao lactea, aumento das bactérias e da CCS no
leite. A resposta inflamatdria associada as mastites classifica seus patdgenos como principais,
pelo grande aumento na CCS (S. aureus, S. agalactiae, coliformes, Streptococcus spp. que
ndo S. agalatiae), e secundarios, pela menor resposta inflamatéria e pequena variagdo na CCS
(Staphylococcus coagulase negativos e Corynebacterium bovis). Deste modo, a varia¢do da
CCS estima a resposta inflamatdria segundo os diferentes patdgenos da mastite. A quantidade
de bactérias liberadas no leite também sofre variagdo conforme os patdgenos envolvidos.
Estudos nos Estados Unidos e Europa associam mastites pelo género Streptococcus spp. a
repentinos picos de CTB, enquanto S. aureus a pequenas elevacdes na contagem bacteriana
em rebanhos. O objetivo geral do trabalho é quantificar o efeito dos patdgenos da mastite
subclinica (S. aureus, Staphylococcus coagulase negativos, S. agalactiae e Streptococcus spp.
que ndo S. agalatiae) na variacdo da CCS e da liberacdo de bactérias pelos quartos mamarios
(LBQM). O objetivo secundério consta do estudo das relagdes entre os resultados conforme o
patdgeno isolado. De junho a dezembro de 2009, trés amostras de 638 quartos assepticamente
preparados foram colhidas para provas de bacterioldgicas de identificagdo dos patdgenos da

mastite, CCS e CTB. O programa SPSS calculou as estatisticas descritivas, teste t e modelos



de regressdo linear. As médias geométricas das CCS (células/mL) e CTB (UFC/mL) de
acordo com os patégenos foram respectivamente: sem crescimento (52.000; 12.000),
estafilococos coagulase negativa (85.000; 17.000), Staphylococcus aureus (587.000; 77.000),
Streptococcus spp. que ndo o S. agalatiae (432.000; 108.000) e Streptococcus agalactiae
(1.572.000; 333.000). Os resultados sugerem que quanto maior a intensidade do processo
inflamatorio, maior liberacdo de bactérias pela glandula mamaria e que a CCS é uma

ferramenta Gtil no controle da mastite, mais também na manutencédo de baixas CTB.

Palavras-chave: Mastite. Células somaéticas. Liberacdo de bactérias



ABSTRACT

Results of 2007 show the importance of the milk productive chain in Brazil. In spite of this
fact, recent publications indicate the poor quality of milk from a significant number of herds.
Considering the global economy, the low quality of milk configures an obstacle for the
consolidation of the Country as a milk exporter. In order to reverse this situation, two
governmental initiatives deserve consideration. The deployment of the Brazilian Milk Quality
Control Lab Net and the adoption of raw milk quality indicators: somatic cell counting (SCC)
and total bacterial counting (TBC). The SCC signs the levels of mastitis in herds, reflecting
the inflammatory response to the invasion of mammary gland. The TBC indicates the
microbiological quality of milk, demonstrates the care of milking and the conservation of
milk in the farms. Milk can be contaminated by three main bacterial sources: skin of the teats,
surface of the equipment and the inner side of the glands. Mastitis is the inflammatory state of
mammary glands, generally caused by infection. It is observed in clinical form, with modified
milk properties and local symptoms, or in sub-clinical form, with total absence of signals.
However, this last one is most relevant for its highly prevalence (from 15 to 40 times more
than the clinical form), reduction of secretion, increase of bacteria and SCC in milk. The
inflammatory response to mastite classifies its pathogens as principal, for great SCC (S.
aureus, S. agalactiae, coliforms and Strepotococcus spp. that not S. agalatiae) increase, and
secondary, for less inflammatory response with small variation in the SCC (Coagulase
negative staphylococci and Corynebacterium bovis). In this way, the SSC of milk can
measure variation of the inflammatory response by the pathogens of the mastitis. The amount
of bacteria released in milk also varies with the pathogens. In the United States and Europe,
infections of the group Streptococcus spp. had caused sudden peaks while S.aureus caused
small rises in the TBC of herds. The general goal of this work is to evaluate the effect of sub-
clinic mastitis pathogens (S. aureus, Staphylococcus coagulase negativos, S. agalactiae,
Streptococcus spp. that not S. agalatiae) on the variation SCC and the magnitude of bacteria
shedding by the mammary quarter (BSMQ). A secondary objective is the study of relations
between the results as the pathogen isolated. From 2009, June to 2009, December, three
samples of 638 mammary quarters aseptically prepared had been collected for bacteriological
tests, SCC and TBC. The SPSS program calculated descriptive statistics, t test and linear
regression. The SCC (cell/mL) and TBC (CFU/mL) geometric means results, according to the
isolated pathogens, have been respectively: without growth (52.000; 12.000), coagulase



negative staphylococci (85.000; 17.000), Staphylococcus aureus (587.000; 77.000),
Streptococcus spp. not S. agalatiae (432.000; 108.000) and Streptococcus agalactiae
(1.572.000; 333.000). The results suggest that the more intense is inflammatory process the
grater release of bacteria by the mammary gland will be. It also suggests that SCC is a useful

tool for controlling mastitis and maintaining TBC decreases.

Key words: Mastitis. Somatic cells. Bacteria shedding
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1 INTRODUCAO

No ano de 2007 o Brasil ocupou a sexta posicdo entre os 15 maiores produtores de
leite no mundo (PRINCIPAIS, 2010), com uma producdo aproximada de 26 bilhdes de litros
de leite, que correspondeu ao valor bruto de 15 bilhdes de reais. Na geragédo destes resultados
0 agronegdcio do leite envolveu cerca de cinco milhdes de pessoas, dentre estas um milhdo e
trezentos mil produtores de leite no segmento primario da cadeia (ZOOCAL et al., 2008).

Apesar da incontestavel importancia da cadeia produtiva do leite para o Brasil, tanto
pelos resultados econdmicos como pela sua capacidade fixacdo de méo de obra no campo
(ZOOCAL et al., 2008), estudos recentes mostram um panorama de baixa qualidade para o
leite produzido em diversos rebanhos (BELOTI et al., 2010; CARVALHO et al., 2010;
MEDEIROS et al., 2010; KOLLING et al., 2010; SOUZA et al., 2010; TOMAZI et al., 2010).
Nos anais do Il Congresso Brasileiro de Qualidade do Leite (CBQL) (BARBOSA et al.,
2008a), realizado no ano de 2008, foram publicados seis trabalhos sobre a qualidade do leite
com fundamento nos resultados laboratoriais originados pela Rede Brasileira de Laboratérios
de Controle da Qualidade do Leite (RBQL). Destes seis trabalhos, apenas um, referente ao
Programa de Andlise de Rebanhos Leiteiros do Parana, apresentou um quadro satisfatorio.
Segundo os autores “programas de monitoramento voltados a melhoria da qualidade... ... tem
tido resultados positivos na melhoria do leite de seus produtores” (HORST; VALLOTO,
2008, p. 44). Nos demais cinco estudos, MESQUITA et al. (2008), BARBOSA et al. (2008b),
CASSOLLI et al. (2008), FONSECA et al. (2008) e SOUZA et al. (2008), ha um preocupante
consenso de méa qualidade no leite produzido em vérios rebanhos nas diferentes regies
brasileiras (Apéndice 1).

Considerando os desafios decorrentes da conjuntura econémica global, a cadeia
brasileira do leite esta exposta a acirrada competicdo existente no mercado global de lacteos
(DURR, 2004). Tradicionalmente, os paises lideres em exportacdes conquistaram esta posicao
gracas ao bom desempenho da sua cadeia produtiva, possuindo produtores com exceléncia no
desempenho da atividade, ou como no caso de paises europeus e nos Estados Unidos, com
auxilio de pesados subsidios (ZOOCAL et al., 2008). Dentro deste cenario, o diagnostico da
méa qualidade no leite passa a ter uma grande importancia estratégica, um verdadeiro
obstaculo a ser vencido para a solidificacdo da posi¢do do Brasil como um exportador de
lacteos competitivo (DURR, 2004).
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Vaérios esforcos estdo sendo realizados para melhoria da qualidade do leite. O governo
federal realizou duas importantes iniciativas que merecem destaque. A instituicdo da RBQL
(DIARIO OFICIAL DA UNIAO, 2002), composta por oito laboratérios estrategicamente
distribuidos pelas cinco macrorregides do Pais objetivando analisar o leite produzido nos seus
diversos rebanhos. A segunda medida foi a publicagdo da Instrucdo Normativa N°51 (IN51),
de 18 de setembro de 2002 (BRASIL, 2002), que implementou o uso de novos indicadores
para avaliacdo da qualidade do leite cru, a contagem de células somaticas (CCS) e a contagem
total bacteriana (CTB). Estes dois indicadores conseguem avaliar a saude da glandula
mamaria dos animais ordenhados e as préaticas adotadas durante a obtencdo e conservagdo do
leite nas fazendas produtoras (HARMON, 1994; SOUZA et al., 2010)

H& mais de 50 anos que a CCS vem sendo utilizada como uma ferramenta na
avaliacdo da qualidade do leite e na indicacdo dos indices de mastite em rebanhos (PAAPE;
CONTRERAS, 1997). A invasdo da glandula mamaéria por bactérias patogénicas resulta em
uma resposta inflamatoria, com o aumento da CCS, que também pode ser influenciada pelo
estado nutricional, estagio de lactacdo, idade, stress, além do tipo de patdégeno envolvido.
Contudo, a maior fonte de variacdo celular do leite sdo as infec¢es intramamarias (I11M), uma
vez que a atracdo dos leucdcitos do leito vascular para o leite, formando as celulas somaticas
do leite propriamente ditas, depende da liberacdo de citocinas pré-inflamatorias que ocorrem
durante as mastites (HARMON, 1994). As altas CCS do leite afetam negativamente a sua
composicao, a produtividade e a qualidade dos seus derivados (KITCHEN, 1981).

A CTB é um importante indicador da qualidade microbiolégica do leite cru e estima o
namero total de bactérias existentes em um mL de amostra de leite (JAYARO; WOLFGANG,
2003). Ela pode indicar de forma bruta a saide do rebanho e a eficacia no armazenamento do
leite nas fazendas (HAYES et al., 2001). As contaminagOes bacterianas do leite podem ser
originadas por trés as principais fontes: a pele dos tetos e Ubere, a superficie dos
equipamentos e utensilios e as glandulas mamarias infectadas (MURPHY; BOOR, 2010).

A mastite bovina designa o processo inflamatorio da glandula maméaria, que em geral,
possui uma etiologia infecciosa. Diversos grupos de microrganismos foram associados a esta
doenca, com mais de 135 agentes etiologicos identificados (WATTS, 1988).
Tradicionalmente apenas um pequeno grupo de cinco bactérias responde pela grande maioria
dos casos: Streptococcus uberis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus
dysgalactiae e Streptococcus. agalactiae (LEIGH, 1999).

Apesar do vasto arsenal de mecanismos que o sistema imunoldgico apresenta, €

evidente que as bactérias patogénicas conseguem causar infeccdes nos seus hospedeiros,
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como consequéncia da capacidade de evitar, burlar, subverter, entre outras maneiras, 0
sistema de defesa (BOERLIN, 2010). Os fatores de viruléncia bacterianos sdo 0s mecanismos
utilizados pelos patdgenos na colonizacdo e sobrevivéncia no Ubere. (LEHTOLAINEN et al.,
2003). Entre os diversos fatores de viruléncia conhecidos, pode-se citar o fator CAMP do S.
agalactiae com ac¢do citotoxica nas células mamarias, causando a liberacdo de mediadores da
quimiotaxia de células somaticas (TIMONEY, 2010). S. aureus possui a capacidade de
sobreviver dentro de macrofagos e formar biofilmes nos tecidos gracas as propriedades da
capsula bacteriana (HERMANS et al., 2010).

Dentro do exposto, a resposta inflamatéria da glandula é influenciada pelo patdgeno
envolvido (BOERLIN, 2010), sendo este efeito mensuravel pela CCS do leite (HARMON,
1994). O quantitativo de bactérias no leite também sofre influéncia dos patdgenos da mastite.
Trabalhos nos Estados Unidos e Europa provaram que patdgenos do género Streptococcus
spp. foram causadores de repentinos aumentos na CTB do leite de rebanhos e S. aureus
associado a pequena elevacdo na contagem bacteriana (GONZALEZ et al, 1986; HAYES et
al., 2001; RYSANEK; BABAK, 2005; ZADOKS et al., 2004).

Este trabalho foca nos efeitos especificos dos patogenos da mastite subclinica na
variacdo da CCS e na liberacdo de bactérias pelos quartos mamarios (LBQM), com o
proposito de estabelecer a magnitude da liberacdo celular e bacteriana, e suas possiveis

relacOes, de acordo com os patdgenos identificados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERIZACAO DA MASTITE BOVINA

A mastite bovina é definida como o processo inflamatério da glandula mamaria possuindo
geralmente uma etiologia infecciosa. E uma das doencas que mais geram prejuizos a cadeia
produtiva do leite em todo o0 mundo (HARMON, 1994). Diversos grupos de microrganismos
ja foram associados a esta doenca como bactérias, micoplasmas, leveduras e algas
(BRADLEY, 2002). Ja foram identificados mais de 135 patdgenos causadores de 1IM
(WATTS, 1988). Entretanto constata-se que apenas um seleto grupo formado por cinco
bactérias responde pela grande maioria dos casos: Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli (LEIGH,
1999). Trata-se de uma doenca de alta complexidade com determinantes de ocorréncia
multifatoriais e dependentes das possiveis interacGes entre hospedeiro, ambiente e patdgenos
(LeBLANC et al., 2006).

2.1.1 Formas de apresentacdo da mastite em bovinos

As 1IM em bovinos podem variar quanto a forma de apresentacdo da doenca. A forma
clinica geralmente é evidenciada pelo leite anormal no exame dos primeiros jatos (prova do
tamis ou da caneca de fundo escuro) antes da ordenha ou pelos dos sintomas de inflamacéo no
guarto mamario, como edema e dor, que podem vir acompanhados de sintomas sistémicos,
como temperatura retal elevada, letargia e falta de apetite (HARMON, 1994).

A forma subclinica caracteriza-se pela total auséncia de sintomas no quarto mamario
acometido e no leite secretado. E relacionada a diminuicio da capacidade secretora, liberago
de bactérias no leite, alteracGes na contagem celular e na composicao do leite (HARMON,
1994; SANTOS; FONSECA, 2007). Os casos subclinicos sdo de quinze a quarenta vezes
mais frequiente que os casos clinicos (PHILPOT; NICKERSON, 1991).
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2.2 CLASSIFICACAO DOS PATOGENOS QUANTO A RESPOSTA
INFLAMATORIA

Os patdgenos da mastite podem ser classificados em funcdo da intensidade da resposta
inflamatoria devido a uma 1M como principais e secundarios. Os patégenos principais sdo S.
aureus, S. agalactiae, os coliformes (principalmente Klebsiella spp. e E. coli), Streptococcus
spp. que ndo S. agalatiae (principalmente S. dysgalactiae e S. uberis) e os enterococos de
origem ambiental. Ndo comumente podem ocorrer casos isolados ou surtos de mastite por
Pseudomonas spp., Actinomyces pyogenes, Serratia spp. e por outros ndo usuais. Os
processos inflamatdrios nas infeccBes por estes patdgenos causam grandes alteracfes na
composicdo do leite e significativos aumentos nas CCS, por este motivo sdo responsaveis
pelas maiores perdas econdmicas entre todos os agentes etioldgicos da mastite. S&o
considerados como patdgenos secundarios da mastite os estafilococos coagulase negativos
(SCN) e Corynebacterium bovis (C. bovis). Sdo capazes de produzir uma moderada
inflamacdo da glandula mamaria com um pequeno aumento da CCS. Nestes casos, ndo ha
grande reducdo na producdo de leite e sdo pouco associados a mastite clinica (HARMON,
1994).

2.3 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS

Quando bactérias invadem a glandula mamaria e se multiplicam no leite, iniciam uma
resposta inflamatoria do sistema de defesa dos hospedeiros. A colonizagdo bacteriana leva a
producéo de toxinas, enzimas e componentes da parede celular bacteriana que causam efeitos
nas funcgdes do epitélio glandular e a producdo de numerosos mediadores da inflamagdo que
induzem a quimiotaxia de leucécitos do leito vascular para a glandula. Estas células, ao
migrarem do sangue para o leite passam a ser designadas com células somaticas. Estas
alteracdes podem estar diretamente envolvidas na patogénese da mastite. (HARMON, 1994).
A CCS do leite € um parametro usado em programas de controle e prevencdo da mastite em
todo o mundo. Nos ultimos 50 anos ocorreu uma evolugdo da qualidade do leite devido ao uso
do pardmetro de CCS na avaliagdo dos indices da mastite (PAAPE; CONTRERAS, 1997).
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Desde sua introdugdo na década de 1960, a contagem celular do leite de vacas tem sido
usada amplamente na América do Norte como ferramenta para monitorar 0s niveis de mastite
em rebanhos leiteiros (DOHOO; LESLIE, 1991). O uso da CCS para monitorar a satde do
Ubere tem provado ser uma ferramenta valiosa para identificar vacas infectadas por S. aureus
e S. agalactiae (KEHRLI; SHUSTER, 1994). Vérios fatores podem causar a variagcdo da
CCS, como a ordem de parto, periodo de lactagdo, més e estacdo do ano, entre outros, porém
0 estado de infeccdo da glandula é o principal fator responsavel pela variacdo da CCS
(HARMON, 1994). A CCS dos animais aumenta com o avan¢o da idade e periodo de
lactacdo, porém vacas sem IIM apresentam pouca variagdo (HARMON, 1994). O efeito do
periodo de lactacdo e ordem de parto sobre a CCS foi observado em estudos realizados por
Schepers et al. (1997) e Laevens et al. (1997). Porém, no estudo conduzido por Schepers et al.
(1997), constatou-se que a presenca de patdgenos principais (S. aureus, S. dysgalactiae e S.
uberis) e secundarios (Corrynebacterium bovis e Staphylococcus spp. coagulase negativo) foi
significativa e predominante na variacdo da CCS de quartos mamarios.

Outros fatores que explicaram a variacdo da CCS foram os efeitos de rebanho, animal
dentro do rebanho, més do ano, periodo de lactacdo, ordem de parto e interacdo entre periodo
de lactagdo e ordem de parto. Ja no estudo realizado por Leavens et al. (1997), ndo houve
efeito e diferenca significante na variagdo da CCS para a presenca de infeccdo sem considerar
0 tipo de agente etiolégico em relacdo a quartos mamarios que nao apresentaram isolamento
bacteriolégico. Ao avaliar o efeito do agente etioldgico sobre a CCS, foi demonstrado que a
presenca de C. bovis e Staphylococcus spp. coagulase negativo ndo foi significativa em
relacdo aos quartos mamarios bacteriologicamente negativos. Porém, a presenca de
Streptococcus spp. esculina positivo foi significante em relacdo a quartos mamarios sem
isolamento bacteriano. O efeito especifico de patdgenos na variacdo da CCS pode ser usado
em programas de controle da mastite (HAAS et al., 2002).

A mastite é reconhecida como uma doenca fortemente relacionada ao manejo do
rebanho (RENEAU, 1986) e que 90% dos casos de mastite sdo controlados com o manejo
(NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1996). Por este motivo, estimou-se que a caracteristica
de rebanho fosse a principal fonte de variacdo da CCS, mas ha uma grande variacdo de
resposta entre 0s animais em caracteristicas idénticas de manejo. Estudos mostraram que a
relativa importancia do rebanho para explicar a variagdo da CCS é menor que a variacdo
associada a vaca individualmente (KENNEDY et al., 1982; SCHEPERS et al.,1997; VECHT
et al., 1989). Schepers et al. (1997) constataram que o componente de variagdo da CCS

explicado por vacas individuais € superior ao explicado pelo rebanho.
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Para 0 adequado uso da CCS para o diagnéstico da mastite é importante se definir
algumas caracteristicas, como a sensibilidade e a especificidade do teste. Neste caso a
sensibilidade é a capacidade do teste em indicar um resultado positivo quando realmente
ocorre a doenca, ja a especificidade é a habilidade de indicar resultado negativo quando a
mesma n&o ocorre. Na avaliacdo de animais ou rebanhos sempre se deseja boa especificidade
e sensibilidade. No caso da CCS se utiliza um valor limite, ou ponto de corte, para
identificacdo de animais doentes ou ndo, onde este valor afetard diretamente a sensibilidade e
a especificidade do teste. Deste modo, 0 aumento do ponto de corte de 200.000 para 300.000
células/mL na identificagdo dos animais positivos causa reducdo do ndmero de resultados
falso positivos e 0 aumento de falsos negativos (SANTOS; FONSECA, 2007).

Animais com cultura negativa do leite para patdgenos da mastite apresentaram em
média 100.000 células/mL, enquanto animais com cultura positiva apresentaram 280.000
celulas/mL (WILSON et al., 1997). Dohoo; Leslie (1991) avaliaram a CCS de vacas em
intervalos de 28 dias e observaram que o limite de 200.000 células/mL foi o melhor para
predizer uma nova infeccdo, com estimativas para sensibilidade e especificidade de 72,6% e
85,5% respectivamente. Schepers et al. (1997) consideraram como limites de referéncia os
valores 100.000, 200.000 e 400.000 células/mL para predizer quartos mamarios infectados.
Os valores de sensibilidade estimados foram 83,2; 74,5 e 60,8% e os valores de especificidade
de 80,5; 89,6 e 950% para os limites de 100.000, 200.000 e 400.000 ceélulas/ml
respectivamente.

A sensibilidade e especificidade para CCS tendo como limites de referéncia os valores
de 100.000, 250.000 e 500.000 células/ml foram avaliadas por Sargeant et al. (1986) para
vacas no inicio de lactacdo. Estes autores consideraram a presenca de infec¢do intramamaria
por qualquer patdgeno isolado e as infecgcBes causadas por patégenos classificados como
principais (E. coli, Klebsiella spp., Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae, S. agalactiae e
S. aureus) e secundarios (Staphylococcus spp. coagulase negativo e Corynebacterium spp.).
Para a presenca de infeccdo por qualquer patdgeno a sensibilidade/especificidade encontrada
para os valores de 100.000, 250.000 e 500.000 células/mL foram 71,2/41,3; 51,6/74,5% e
37,0/89,1% respectivamente. Para 0s patdgenos classificados como principais, as
sensibilidade/especificidade foram 78,7/39,6%; 64,0/70,1% e 49,3/84,7% e para 0s
secundarios 66,1/41,3%; 43,1/74,5% e 28,4/89,1% respectivamente. Osteras et al. (1999)
encontraram uma variacdo de 80 a 85% para a sensibilidade e especificidade de quartos
mamarios infectados por patdgenos principais (S. aureus e S. agalactiae), tendo como limite
para CCS o valor de 200.000 céelulas/mL.
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2.3.1 CCS do leite do rebanho

A CCS é um bom indicador da qualidade do leite e do estado da satde dos Uberes de
um rebanho (HARMON, 1994; JAYARAO; WOLFGANG, 2003; SCHUKKEN et al., 2003).
A CCS do rebanho é usada para estimar o percentual de animais e quartos mamarios
infectados além de obedecer a uma relagdo diretamente proporcional com perdas de producéo
(EBERHART et al., 1982).

Emanuelson e Funke (1991) encontraram prevaléncia média de 26,7% animais
infectados em 15.514 rebanhos com a média geométrica do leite com 204.000 células/mL.

No Brasil, Souza et al. (2010) estudaram as variacbes da CCS de rebanhos e a
prevaléncia de animais com infeccbes subclinicas causadas por S. aureus e S. agalactiae.
Neste estudo foi observando que nos rebanhos com prevaléncia de 3 a 10% de S. aureus a
CCS dos rebanhos variou de 285.000 a 869.000 células/mL, respectivamente. No isolamento
simultaneo de S. aureus e S. agalactiae todas as CCS dos rebanhos ultrapassavam o valor de
1.000.000 células/mL (Quadro 1). Costa (2008) verificou concordancia com o estudo anterior,
observando que maiores CCS eram de rebanhos com maiores taxas de mastite subclinica,
sobretudo por S. agalactiae, obtendo correlacdo positiva e significativa entre a CCS de
rebanhos e isolamento do S. agalactiae (r = 0,549) e S. uberis (r = 0,352) no leite.

Em rebanhos do Canada, verificou-se que médias superiores a 700.000 e inferiores a
150.000 células/mL no leite do tanque estavam relacionadas com prevaléncias de 26,0% e
0,1% de quartos mamérios infectados por S. agalactiae. No caso da erradicacdo desta
bactéria, por blitz terapia em rebanhos, conseguiu-se uma reducdo de 918.000 para 439.000
celulas/mL na CCS do tanque (KEEFE, 1997).
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Rebanho Vacas em lactagdo  S. aureus (%)  S. agalactiae (%)  CCS (células/ml)
1 48 0 (0,0) 0 (0,0) 86.000
2 50 0 (0,0) 0 (0,0) 149.000
3 36 1(3,0) 0 (0,0) 285.000
4 33 3(9,0) 0 (0,0) 464.000
5 59 6 (10,0) 0 (0,0) 869.000
6 35 7 (20,0) 3(9,0) 1.071.000
7 50 23 (46,0) 19 (38,0) 1.310.000
8 62 36 (58,0) 30 (48,0) 1.592.000
9 86 59 (69,0) 36 (42,0) 3.112.000

Quadro 1: Variacdo da contagem de células somaticas no leite de rebanhos de acordo com o
percentual de vacas em lactagdo com infeccdo intramamaria causadas por Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae.

Fonte Souza et al. (2010)

2.3.2 A CCS do leite de vacas

A amostra para CCS de vacas é composta pela secrecdo de quatro quartos mamarios
independentes, com distintos estados de infeccdo e resposta inflamatdria, estimando-se algum
efeito de diluicdo na contagem celular, como resultado da mistura do leite dos quartos
(SCHUKKEN et al., 2003).

No Brasil, Souza et al. (2009), demonstraram o efeito especifico dos principais e
secundarios patdgenos da mastite na variacdo da CCS de vacas, obtendo uma CCS média nas
amostras negativas de 264.000 células/mL e com o isolamento de S. agalactiae, S. aureus e
Streptococcus spp. que ndo o S. agalatiae, respectivamente as contagens médias de 1.520.000,
966.000 e 894.000 células/mL (Quadro.2).

Nos Estados Unidos, Wilson et al. (1997), observaram diferentes médias de CCS no
leite de vacas contaminadas por S. aureus, SCN e C. bovis que foram 440.000, 640.000,
170.000 e 150.000 células/mL, respectivamente.
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FV Categoria N MA DP MG Mediana

Presenca de Nao 1137 264 611 22 24
infeccédo Sim 2612 779 1.070 228 342
STAPHA 790 966 1.072 371 509
STRAG 551 1.520 1.559 662 923

Agente
) ) STREP 351 894 922 449 641

etioldgico

STACN 466 422 633 125 205
DIPT 826 410 561 94 166

Quadro 2: . Variacdo da contagem de células somaticas (x1.000/mL) de acordo com a
presenca de infeccdo intramamaria e tipo de agente etioldgico.

FV: fonte de variacdo; MA: média aritimética; DP: desvio padrdo; MG: média geométrica;
STAPHA: S. aureus; STRAG: S. agalactiae; STREP: Streptococcus sp. que ndo S.
agalactiae; STACN: Staphylococcus sp. coagulase negativo; DIPT: Corynebacterium sp.
Fonte Souza et al. (2009).

2.3.3 A CCS do leite de quartos mamarios

A relagdo mais precisa entre a mastite e a CCS ocorre a nivel dos quartos mamarios.
(SCHUKKEN et al., 2003). Zadoks et al. (2004) investigaram a variacdo das medianas da
CCS de quartos subclinicos por S. uberis e obtiveram a variacdo de 215.000 a 4.719.000
celulas/mL e de 65.000 a 3.412.000 células/mL em dois rebanhos.

Estudo de meta-analise categorizou os efeitos das infec¢des subclinicas na CCS do
leite de quartos (DJABRI et al., 2002). Os resultados demonstraram diferentes padrbes de
elevacdo das contagens entre os patdgenos, os principais podem multiplicar as contagens de
quartos de 5,2 a 16,9 vezes, enquanto os patdgenos secundarios apenas de 1,5 a 2,0 vezes
(Quadro 3).
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_ Fator de multiplicagao CCS x 1.000
Estado de infecgéo
da CCS Média geométrica

Quartos negativos - 68

S. aureus 5,2 357
S. agalactiae 12,6 857
S. dysgalactiae 5,7 388
S. uberis 91 722
Coliformes 16,9 1151
SCN 2,0 138
C. bovis 1,5 105

Quadro 3,. Efeitos das infeccBes subclinicas na contagem de células somaticas de quartos
mamarios.
Adptado de Djabri et al. (2002)

2.4 CLASSIFICACAO DOS PATOGENOS DE ACORDO COM AS FORMAS DE
TRANSMISSAO

Quanto a classificacdo epidemioldgica dos patdgenos da mastite, observam-se dois
padrdes distintos, os contagiosos e os ambientais (HOGAN; SMITH, 2003; BRADLEY,
2002). Os patdgenos contagiosos, por esséncia, sdo 0s mais adaptados a sobreviver dentro da
glandula mamaria, sendo os quartos infectados o principal reservatorio deste grupo. Podem
estabelecer infeccBes subclinicas por longos periodos pela incapacidade do sistema imune
debelar totalmente a invasdo. A disseminagdo ocorre entre quartos e vacas susceptiveis quase
que exclusivamente no momento da ordenha. Os seus principais representantes compreendem
o S. aureus, S. dysgalactiae, S. agalatiae, C. bovis, SCN e Mycoplasma spp., (BRADLEY,
2002; HOGAN; SMITH, 2003; QUINN, 2002).

Os principais patégenos ambientais sdo os coliformes, especialmente E. coli e
Klebsiella spp., e S. uberis. S&o pouco adaptados a sobrevivéncia na glandula mamaria e mais
associados a forma clinica. Atuam como invasores oportunistas, usualmente invadem,
multiplicam-se e causam uma resposta inflamatdria que rapidamente debela a invasdo. Como
sugere 0 nome, 0s ambientes sdo o reservatorio destes organismos e a exposi¢cdo aos
patégenos ocorre a todo 0 momento, mesmo antes da primeira lactacdo. As condigdes de

higiene das instalacdes, a forma de estabulamento, 0 manejo e do tipo de material utilizado
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como cama influenciam as infec¢Ges ambientais. S. uberis foi mais associado a camas de
palha, enquanto E. coli e Klebsiella spp. ao uso de cepilho de madeira (HOGAN; SMITH,
2003). Ha relatos da maior incidéncia de mastite ambiental em rebanhos com baixas
contagens celulares, como resultado da boa gestdo no controle dos patdgenos contagiosos
(BRADLEY, 2002; QUINN, 2002).

2.5 PATOGENOS PRIMARIOS

2.5.1 Staphylococcus aureus

Na maioria dos paises, S. aureus é a causa predominante de mastite subclinica e
também € frequentemente isolado de mastite clinica (BRAMLEY; DODD, 1984). Em estudo
realizado no Brasil em 48 rebanhos por Brito et al. (1999), S. aureus foi isolado de 47
rebanhos, sendo que em 37 deles havia até 20% de quartos mamarios infectados.

Mastites causadas por S. aureus podem variar de forma hiper aguda a subclinica, tendo
a forma subclinica crénica com episodios clinicos como a mais observada (QUINN et al.,
2002). Casos subclinicos crénicos de mastite causada por S. aureus promovem atrofia do
alvéolo mamario, fibrose e micro abscessos, 0 que limita a acdo fagocitica de células e a acdo
de antibidticos, causando infec¢Bes profundas no tecido mamario, com episodios de liberacao
de bactérias dos quartos mamarios infectados acompanhados de altas CCS (PYORALA,
1995; QUINN et al., 2002). Geralmente, os casos de mastite causada por S. aureus sdo
subclinicos, cronicos e de longa duragdo, podendo persistir por semanas ou meses. O
tratamento dos casos clinicos com antibidtico frequentemente falha em eliminar o estado de
infeccdo, particularmente em vacas mais velhas e com historico de episodios clinicos da
doenca (BRAMLEY; DODD, 1984; BRAMLEY, 1993).

A mais importante fonte de infeccdo para S. aureus dentro do rebanho sdo as glandulas
mamarias infectadas, o duto do teto colonizado, os tetos lesionados infectados, o conjunto de
teteiras do equipamento de ordenha com borrachas ressecadas e rachadas, pano comum para
secar animais e méos do ordenhador, sendo 0 momento da ordenha o mais importante na
transmissdo de S. aureus entre vacas (BRAMLEY; DODD, 1984). Sommerhduser et al.

(2003) mostraram que alguns tipos de S. aureus possuiam pouca ou nenhuma tendéncia de
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disseminacdo entre quartos mamarios. Fontes ambientais de S. aureus foram identificadas por
Matos et al. (1991). Fatores ambientais, tais como procedimentos de desinfeccdo, reposicéo
de camas e estado de higiene dos estabulos foram associados com o risco de mastite por S.
aureus em rebanhos leiteiros (ELBERS et al., 1998). A identificacdo e eliminacdo das fontes
ambientais S. aureus podem ser cruciais para 0 sucesso de um programa de controle
(ZADOKS, 2002). As IIM em vacas primiparas, no inicio da lactagdo, sugerem também que
outras fontes que ndo as vacas em lactacdo podem servir como reservatérios de S. aureus no
rebanho (MATTHEWS et al., 1992).

No estudo realizado por Schalm (1942), citado por Roberson et al. (1994), foi sugerido
que mastites em novilhas causadas por patdgenos principais e contagiosos, poderiam estar
associadas ao fornecimento de leite de animais mastiticos a bezerros e estes se contaminariam
pelo habito de mamarem uns nos outros. Fatores relacionados ao rebanho, como o manejo
durante a ordenha, quartos mamarios recuperados de infeccdo por S. aureus, estagio de
lactacdo e calosidades nas extremidades dos tetos eram associados a presenca de novas
infeccdes por S. aureus (ZADOKS et al., 2001a). De acordo com Neijenhuis et al. (2001), o
grande namero de calosidades nos tetos aumentou o risco de IIM em vacas em lactacdo,
podendo estar relacionados a problemas de manejo de ordenha, ordenhadeira mecénica ou ao
ambiente. A préatica de desinfeccdo dos tetos apds a ordenha foi relacionada com reducéo de
novas I1Ms causadas por S. aureus (BODDIE; NICKERSON, 1997).

Normalmente as mastites por S. aureus causam maiores lesées que as infec¢bes por
Staphylococcus spp. coagulase negativos (SCN), associando-se também uma maior resposta
inflamatoria a este patdgeno. Isto sugere que os fatores especificos do S. aureus, como a
exoproteina coagulase, podem explicar a maior gravidade da doenca (LEITNER et al., 2003).
Vérios fatores de viruléncia do S. aureus foram avaliados na determinacdo da forma clinica da
doenca, entretanto nenhum fator especifico, ou combinagdo destes, foi suficientemente
associado com a severidade da mastite (TAPONEN; PYOLARA, 2009).

A principal estratégia de defesa do sistema imune contra S. aureus é a resposta
fagocitaria celular, mediada pelos polimorfonucleares (PMN), principalmente os neutréfilos.
S. aureus consegue blogquear a fagocitose através de estratégias como a invasdo do epitélio
secretor (TAPONEN; PYOLARA, 2009) e seu espaco subjacente, conseguindo evadir da acio
dos PMN presentes no leite dos alvéolos mamarios (HERMANS et al., 2010). Mesmo apos a
fagocitose, S. aureus consegue sobreviver e multiplicar-se no interior dos macréfagos, devido
as propriedades de resisténcia proporcionada pela capsula bacteriana, presente nas coldnias

com aspecto mucoide. A formacdo de biofilmes é outra estratégia associada a capsula
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bacteriana que impede a acdo de fagocitos. Foi observado nas mastites de ruminantes que as
cepas encapsuladas de S. aureus produziam menos sintomatologia, mais com maior
capacidade de colonizacdo (COELHO et al., 2009).

As adesinas, fibronectina, laminina, vitronectina e collagen, sdo proteinas da
superficie do S. aureus responsaveis pela capacidade de fixacdo em diferentes tipos tecidos do
hospedeiro (HERMANS et al., 2010). Este patdgeno pode secretar uma variedade de fatores
com propriedades funcionais distintas. Como a exoproteina A que consegue se ligar as
imunoglobulinas G, dificultando sua fixacdo e a ativacdo do sistema complemento para
opsonizacdo e fagocitose das bactérias (TAPONEN; PYOLARA, 2009). Os superantigenos
pertences a familia das toxinas pirogénicas que induzem a ativagdo macica de linfocitos T
defeituosos. As hemolisinas, alfa, beta, gama e 6mega, que causam a lise de hemacias e
células de defesa, induzindo a liberacdo de mediadores inflamatorios (citocinas) e a necrose
tecidual. A Coagulase que realiza a conversdo do plasminogénio em plasmina, propiciado a
adesdo de hemacias e formacdo de redes de fibrina que dificultam a migracdo dos fagocitos
até as células bacterianas. As leucocidinas com acdo citotoxica em leucocitos. A toxina da
sindrome do choque tdxico que induz a uma liberacdo de grande quantidade de citocinas que

levam a inimeras disfun¢des organicas (LEITNER et al., 2003).

2.5.2 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae foi o primeiro microrganismo reconhecido como causa de mastite, em
1896 (ELVINGER; NATZKE, 1992). A infeccdo por este agente pode resultar em infecgédo
clinica aguda até subclinica crénica (BRAMLEY; DODD, 1984). O curso da infecgdo é
semelhante ao da infeccdo cronica subclinica causada por S. aureus, com ciclos de liberagédo
de bactérias acompanhados de altas CCS (KEEFE, 1997; QUINN et al., 2002). S. agalactiae
produz altas CCS em animais individuais, o que influencia significativamente na CCS do
rebanho. Em um grupo de rebanhos com CCS maior que 700.000 células/ml, a média
geométrica da CCS de vacas infectadas por S. agalactiae foi 2.238.700 células/ml e em outro
estudo a média aritmética foi de 900.000 células/mL. Em rebanhos com CCS maiores que
800.000 células/mL, 80% das vacas com CCS maior que 500.000 células/ml estavam
infectadas com S. agalactiae (KEEFE, 1997).
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Este patogeno localiza-se somente na glandula maméria e com sobrevivéncia restrita
fora do Ubere sendo altamente sensivel a penicilina. Devido a estas caracteristicas tem sido
erradicado da maioria de rebanhos e até mesmo de alguns paises (KEEFE, 1997). Alguns
paises tém trabalhado em programas regionais ou nacionais com o objetivo de erradicar o S.
agalactiae e sua presenca no rebanho foi associada a penalidades relacionadas ao néo
atendimento dos limites minimos para CCS do rebanho no Canada, de outubro de 1992 a
marco de 1993 (KEEFE, 1997). S. agalactiae é disseminado principalmente no momento da
ordenha por meio do equipamento usado e é um agente altamente contagioso (BRAMLEY;
DODD, 1984; BARTLETT et al., 1992a). Caso o S. agalactiae seja isolado de um rebanho, é
recomendado a chamada blitz terapia, ou seja, todos os animais infectados sdo tratados
simultaneamente com o objetivo de eliminar o agente do rebanho. Quando um rebanho esta
infectado com S. agalactiae, geralmente ha uma alta prevaléncia de animais infectados dentro
do rebanho (KEEFE et al., 1997).

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). De 48 rebanhos, 27 (56%)
possuiam no minimo uma vaca infectada por S. agalactiae no Estado de Ohio, Estados
Unidos, onde a média de quartos e vacas infectadas foi de 4,1 e 10,0%, respectivamente
(BARTLETT et al., 1992a). Estudo realizado no Brasil, por Brito et al. (1999), em 48
rebanhos revelou que 29 estavam infectados com S. agalactiae e que em 24 destes a média de
quartos infectados foi de 3,6%. 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 ndo realizagdo do tratamento a secagem, limpeza inadequada do meio ambiente e
uso de pano comum para limpeza dos tetos e Ubere antes da ordenha (BRAMLEY; DODD,
1984; BARTLETT et al., 1992a; KEEFE, 1997). Desinfeccdes dos tetos apds a ordenha com
solugdo de iodo a 0,5 e 1,0% foram relacionadas com reducdo de novas infeccOes
intramamarias causadas por S. agalactiae de 73,2 e 46,4%, respectivamente (BODDIE;
NICKERSON, 1997).

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 adesdo e estimulam a liberagéo de citocinas
pré-inflamatorias. A maioria destes fatores esta presente na superficie bacteriana e na capsula

(CORREA et al., 2010). O processo de colonizagdo da glandula maméria se inicia pela
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invasdo do meato do teto pelo S. agalactiae, que através da proteina de ligagdo fibronectina se
fixa aos tecidos internos da glandula. Em seguida, hd uma intensa multiplicacdo bacteriana
pela alta disponibilidade de nutrientes do leite que é regulada por fatores antibacterianos,
como o sistema tiocianato lactoperoxidase e a lisosima, e pela a acdo mecanica de retirada do
leite durante as ordenhas. A multiplicacdo bacteriana no epitélio secretor e dos seios resulta
em resposta inflamatéria e na morte celular. Raramente S. agalactiae invade o epitélio
glandular, permanecendo na a luz dos ductos e dos alvéolos (TIMONEY, 2010).

E marcante o processo inflamatdrio durante a mastite por S. agalactiae. Seu fator de
viruléncia CAMP possui acdo citotoxica no epitélio secretor e nos ductos mamarios, causando
morte celular e liberacdo de mediadores inflamatorios que propiciam a quimiotaxia de
leucdcitos ao local da agressdo. Durante o processo de combate ao S. agalactiae, hd morte de
células fagocitarias, como os PMN, que liberam suas potentes enzimas lisossémicas que
culminam em mais efeitos citotdxicos nas células do hospedeiro. Deste modo, se forma um
ciclo de realimentacdo do processo quimiotatico inflamatorio, culminando em grande influxo
de células de defesa, principalmente neutréfilos Outros potenciais fatores associados ao S.
agalactiae sdo a neuraminidase, hemolisina, toxina vasodilatadora extracelular e acido
lipoteitoico (TIMONEY, 2010).

2.5.3 Streptococcus spp. que nado S. agalactiae

Streptococcus spp. encontrados no ambiente foram isolados de infeccbes
intramamarias de vacas durante o periodo de lactacdo e o periodo seco. Estacdo do ano, ordem
de parto e periodo de lactagdo influenciaram na razéo de 1IM causadas por estreptococos do
ambiente (TODHUNTER et al., 1995). Estabulo, higiene e ambiente da vaca seca sao
frequientemente associados com novas 1IM durante o periodo seco (BARTLETT et al., 1992b;
GODDEN, 2004). Vacas durante o periodo seco geralmente permanecem em locais molhados
e sujos, resultando em alto nivel de exposicdo das extremidades dos tetos aos patégenos do
ambiente. De forma semelhante, novilhas que permanecem em ambiente molhado e sujo s&o
mais suscetiveis a desenvolver 1IM antes do parto (GODDEN, 2004). Bradley; Green (2000)
apontaram que o manejo ambiental durante o periodo seco das vacas pode ter grande impacto
na incidéncia de mastite causada por patdgenos ambientais na lactagdo subseqiiente e que

infeccdes cronicas foram importantes na epidemiologia da doenca. Procedimentos adequados
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de higiene durante a ordenha foram pontos importantes na prevengdo de infecgdes IIM
causadas por estreptococos do ambiente (BARTLETT et al., 1992b). Brito et al. (2000)
demonstraram que a aplicacdo adequada de métodos de antissepcia dos tetos antes da ordenha
reduzia a contaminacdo bacteriana da pele dos tetos em aproximadamente 90%. O uso de
caneca ou desinfetante contaminado com bactérias do ambiente pode ser fonte de infeccdo
para os animais (PHILPOT; NICKERSON, 1991).

A maioria dos Streptococcus spp. patogénicos possuem a capacidade de fixar
componentes do plasma do hospedeiro, como albumina, imunoglobulinas e fibrina na
superficie bacteriana para escapar da deteccao pelo sistema complemento e da opsonizacgao e
fagocitose celular (TIMONEY, 2010).

2.5.3.1 Streptococcus dysgalactiae

S. dysgalactiae parece ocupar uma posicdo intermediaria entre os grupos dos
patdgenos contagiosos e ambientais da mastite, com amostras adaptadas aos animais e ao
ambiente (AARESTRUP; JENSEN, 1996; CALVINHO et al., 1998). A disseminacdo do S.
dysgalactiae entre vacas pode ocorrer diretamente pelo equipamento de ordenha ou pelo
ambiente. Como a bactéria pode persistir na glandula mamaria, a transmissdo pode ocorrer
durante a ordenha e, conseqilientemente, o controle pode ser realizado pela adocdo de
procedimentos higiénicos corretos no momento da ordenha (BRAMLEY; DODD, 1984).
Injdrias nas extremidades dos tetos e procedimentos inadequados de ordenha promoveram a
disseminacdo da bactéria dentro do rebanho (CALVINHO et al., 1998). Entretanto, o S.
dysgalactiae pode ser encontrado fora da glandula mamaria como o ambiente, tonsilas, boca e
vagina das vacas. Infec¢des ocorrem com fregiiéncia em vacas secas e novilhas, o que mostra
independéncia do processo de ordenha e o carater ambiental da bactéria. Sua habilidade em
sobreviver e multiplicar em locais fora da glandula mamaria pode ser o principal fator
responsdvel para diferenciar a patogénese da infeccdo comparada ao S. agalactiae
(BRAMLEY; DODD, 1984). Cama contaminada é considerada uma importante fonte do
microrganismo, facilitando a transmissdo de um animal para outro (LEIGH, 1999). A forma
de apresentacdo nédo € especifica variando de casos clinicos a sub-clinicos (REBHUN et al.,
1995).
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Ainda s8o muito pouco compreedidas as possiveis interacfes entre patdgeno e
hospedeiro que resultam na mastite por S. dysgalactiae. Foram identificados varios fatores
extracelulares de viruléncia no S. dysgalactiae, mais a importancia destes na patogénese da
mastite ainda nao foi bem compreendida (CALVINHO et al., 1998). Ha varias proteinas de
superficie que atuam na fixacéo de elementos do plasma e tecidos do hospedeiro colaborando
com a reducdo da acéo fagocitica celular do sistema imune. A liberagdo de hialuronidase e
fibrinolisina contribui para a penetracdo e disseminacdo deste patdgeno nos tecidos
glandulares (TIMONEY, 2010).

2.5.3.2 Streptococcus uberis

S. uberis foi isolado em materiais orgéanicos e inorganicos usados como camas em
estabulos. E a causa mais comum de novas infecgdes em vacas secas, ocorrendo usualmente
no inicio da lactacdo e final do periodo seco (BRAMLEY; DODD, 1984). Estudos
moleculares demonstraram que amostras de S. uberis apresentaram caracteristicas
epidemioldgicas de microrganismos contagiosos (ZADOKS et al. 2001a; ZADOKS et al.
2001b; ZADOKS et al. 2003), entretanto ha fortes evidéncias que indicam relacdo deste
patdbgeno com o ambiente das vacas. A ligacdo entre S. uberis, ambiente e infeccdo foi
altamente relacionada devido ao isolamento do agente em cerca de 50 a 60% de swabs da
extremidade dos tetos. Vacas mantidas a pasto apresentaram risco menor de infeccdo em
relacdo a vacas mantidas em confinamento (LEIGH, 1999). Infec¢des intramamarias causadas
por S. uberis podem resultar em mastite clinica ou subclinica, variando o periodo de duracdo
das infec¢Oes, podendo ocorrer infecgdes subclinicas por longos periodos (ZADOKS et al.,
2003).

A gravidade da mastite por S. uberis pode variar com a cepa invasora. Analise do seu
genoma revelou grande variedade de vias metabolicas e flexibilidade nutricional com
relativamente muito poucos fatores de viruléncia, se comparado aos demais nos Streptococcus
spp. Este patdgeno consegue resistir a fagocitose, mesmo que a maioria das suas cepas ndo
expresse capsula bacteriana, permitindo verificar que a capsula bacteriana ndo é um fator
essencial contra a fagocitose (TIMONEY, 2010)
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2.6. PATOGENOS SECUNDARIOS

2.6.1 Staphylococcus spp. coagulase negativo e Corynebacterium spp.

Estudos da prevaléncia dos microrganismos causadores de mastite em rebanhos
demonstram que C. bovis e Staphylococcus spp. coagulase negativo (SCN) sdo patdgenos
comumente isolados (BRITO et al., 1999; MATTHEWS et al., 1992). Brito et al. (1999)
identificaram bactérias do género Corynebacterium em todos os 48 rebanhos estudados em
Minas Gerais, Brasil, sendo o patégeno mais frequentemente isolado nos rebanhos. Neste
mesmo estudo, SCN foi isolado em 45 rebanhos e destes, 43 apresentaram taxas de infeccao
de até 20% dos quartos.

Esses dois grupos de microrganismos sdo associados a discretos aumentos na CCS
(HARMON, 1994). A presenca de SCN e C. bovis no leite é um reflexo da microbiota normal
da pele e da auséncia de higiene, particularmente na desinfec¢do dos tetos. Estas bactérias
podem se multiplicar na superficie e canal do teto, resultando na infec¢do intramamaria
(BRAMLEY; DODD, 1984).

A elevacdo da CCS do rebanho causada por SCN ndo € evidente como visto para S.
agalactiae (ELVINGER; NATZKE, 1992). Quartos mamarios infectados experimentalmente
com SCN apresentaram média geométrica de 260.000 células/ml (NICKERSON; BODDIE,
1994). A néo desinfeccdo dos tetos e o0 uso de pano comum foram associados a casos de
mastite subclinica por SCN (BARTLETT et al., 1992c). Matthews et al., (1992) e Nickerson
et al., (1995) observaram maior prevaléncia de casos de mastite causada por SCN em vacas
primiparas em relacdo a vacas multiparas. Diferentes estilos de manejo foram associados a
prevaléncia de casos de mastite causados por Staphylococcus spp. coagulase negativo (FOX et
al., 1995).

Muitos fatores de viruléncia foram identificados nos SCN, mais ainda ndo foi
estabelecida uma associagdo razodvel entre estes fatores com a gravidade dos sintomas da
mastite. Parece que SCN possui pouca capacidade de provocar mastite grave, sendo
claramente menos patogénico do que S. aureus (TAPONEN; PYORALA, 2009). SCN séo
normalmente encontrados na pele de humanos e animais, alguns autores consideram este
grupo como sendo 0 maior componente da microbiota normal da pele e mucosas de humanos
e animais (HERMANS et al., 2010).
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Ensaios comparativos in vitro mostraram que SCN apresentam a mesma capacidade de
adesdo em células mamérias que S. aureus, entretanto com menor capacidade invasiva.
Estudo das alteracbes histopatoldgicas em glandulas mamaérias de novilhas,
experimentalmente infectadas com S. aureus e SNC, identificou nos quartos infectados menor
espaco na luz dos alveolares mamarios, aumento do estroma das areas interalveolares e
presenca de infiltracdo leucocitéria. Os quartos com SCN apresentaram menores alteracdes
histopatoldgicas que os quartos com S. aureus (TAPONEN; PYOLARA, 2009).

C. bovis promove geralmente um quadro de mastite subclinica com aumento
moderado da CCS, variando de 200.000 a 400.000 célulass/mL (ELVINGER; NATZKE,
1992; RADOSTITS et al., 1994). C. bovis é primeiramente disseminado entre 0s quartos
mamarios no momento da ordenha, apesar de haver outras fontes de infeccdo (BRAMLEY:;
DODD, 1984). A desinfeccdo dos tetos e a terapia da vaca seca devem fazer parte de um
programa de controle e prevencéo de novas infec¢des causadas por C. bovis (RADOSTITS et
al., 1994).

2.7 FONTES DE CONTAMINACAO BACTERIANA DO LEITE

O numero de microrganismos presentes no leite é estimado pela CTB, ou contagem
global de bactérias, que resulta da contagem do nimero de colénias que cresceram em placas
com &gar padrdo PCA (Palte Count Agar) apés a incubacdo por 48 horas a 32°C de um
mililitro de amostra do leite. Seu resultado é expresso em UFC/mL (ENUMERATION...,
1991).

A contagem eletrdnica de bactérias no leite € um recurso amplamente difundido em
diversos paises, inclusive no Brasil. Apresenta grandes vantagens em relacdo ao método de
contagem em placas, como a maior facilidade de transporte das amostras, maior preciséo,
baixo custo e alto rendimento analitico. Os contadores eletrdnicos automatizados, como
Bentley IBC (BENTLEY INSTRUMENTS INC., 2007), realizam uma contagem individual
de bactérias por meio de equipamentos de citometria de fluxo e transformam estes resultados,
através de uma equacdo matematica (curva de calibragdo), em UFC/mL (SANTOS;
FONSECA, 2007).

A qualidade microbioldgica do leite cru reflete as condi¢cBes gerais de higiene na

producdo e na conservacao do leite nas fazendas (HOLM et al., 2004). H& consenso, a nivel
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internacional, que a CTB no leite seja inferior a 100.000 UFC/mL (SANTOS; FONSECA,
2007). Contagens entre 5.000 e 10.000 UFC/mL podem ser alcancadas pela maioria dos
produtores, como resultado da ordenha de vacas sadias e limpas sob boas condigdes
higiénicas (JAYARAO; WOLFGANG, 2003).

De um modo geral, sdo trés as principais fontes de contaminagdo bacteriana do leite
nas fazendas: a glandula mamaria infectada, a pele dos tetos e Ubere e a superficie dos
equipamentos e utensilios que entram em contato com o leite (MURPHY; BOOR, 2010).
Desta maneira, a ado¢do de boas praticas agropecuarias como a identificacdo e o tratamento
imediato de animais com mastite clinica, adequada higiene e manutencdo de equipamentos,
além da répida refrigeracéo do leite abaixo de 4,0°C demonstram alta eficacia na redugéo da
CTB nas fazendas produtoras de leite (HAYES et al., 2001).

2.7.1 A influéncia dos patégenos da mastite na contaminacdo bacteriana do leite

Estudo realizado nos Estados Unidos mostrou que os estreptococos, as bactérias Gram
negativas e a associacdo entre estas foram responsaveis pelo aumento da CTB no leite de
rebanhos. As mastites causadas por bactérias do género Streptococcus spp. foram as mais
significantes para aumento da CTB de rebanhos acima de 100.000 UFC/mL, sendo S. uberis o
patdgeno mais frequentemente encontrado (HAYES et al., 2001). Em rebanhos infectados
com S. agalactiae, geralmente ha uma alta prevaléncia de animais infectados e
consequentemente aumento na CTB no leite do rebanho (KEEFE, 1997). Resultados de
estudos mostram que o0s patdgenos da mastite podem contribuir de forma diferenciada no
aumento da CTB do leite do rebanho, dependendo basicamente do percentual de vacas em
lactacdo com infeccdo intramamaria, tipo de bactéria envolvida na infeccdo e estagio da
infeccdo (BRAMLEY; DOOD, 1984; BRAMLEY; McKINNON, 1990; MURPHY; BOOR,
2010 ; ZADOKS et al., 2004).

Os microrganismos da mastite que mais influenciam a CTB de rebanhos sdo 0s
Streptococcus spp., principalmente o S. agalactiae e S. uberis. O S. aureus apresenta baixo
potencial de causar altas contagens bacterianas, normalmente atingindo valores préximo de
60.000 UFC/mL (GONZALEZ et al., 1986).
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Na Holanda, Zadoks et al. (2002), estudaram a mastite causada por S. uberis e
constaram que o numero de bactérias liberadas pelos quartos infectados foi geralmente alto,
com préximo de 84,0% dos quartos liberando acima de 1.000 UFC/mL.

O monitoramento do padréo de liberacdo de bactérias durante infeccdo natural por S.
aureus revelou uma consistente presenca do patégeno por longos periodos e em niveis
variados, designados como intermitentes (WALKER, 2010). Em 19 quartos
experimentalmente infectados, Sears et al. (1990) acompanharam a liberacdo de S. aureus
observando dois padrbes distintos, um de baixa liberacdo com média inferior a 1.000
UFC/mL em 16 quartos, e em trés quartos de novilhas um padrdo de alta liberagdo com média
acima de 2.000 UFC/mL.

2.7.2 Patogenos da mastite como fator da variacdo da resposta celular e da
liberacdo de bactérias no leite

Em rebanhos com condicGes ideais de higiene na obtencdo e conservacdo do leite,
observa-se que a maior fonte de variacdo da contagem celular e bacteriana total no leite esta
relacionada as possiveis reacdes fisiopatologicas da glandula mamaria frente aos diferentes
patdgenos da mastite, gerando diferentes magnitudes de respostas inflamatérias (células
somaticas) e de liberacdo de bactérias (BRANLEY et al., 1984; HAYES et al., 2001; KEEFE,
1997; SEARS et al., 1990; ZADOKS et al., 2004).

Em Bérgamo (Italia), pesquisa da qualidade microbiolégica do leite em rebanhos de
cabras demonstrou que as baixas CTB dos rebanhos se relacionavam com a predominancia de
uma microbiota Gram positiva, sendo isto diferente nos rebanhos com altas contagens
bacterianas onde havia uma prevaléncia de microrganismos Gram negativos. Também
observaram que os altos niveis de coliformes se correlacionaram com as altas CTB do
rebanho, com a higiene e com o rapido resfriamento do leite, onde as contagens
significativamente maiores eram em fazendas sem resfriadores (FOSCHINO et al., 2002).

Trabalho de Zadoks et al. (2004) encontrou maior significancia entre a CTB do tanque
e as contagens de Streptococcus spp. nos rebanhos com CCS acima de 750.000 células/mL e
menor correlagdo nos rebanhos que nédo ultrapassaram este limite.

A avaliacdo da variacdo conjunta da CTB e da CCS do leite de rebanhos resultou em

uma alta correlacdo entre o nivel de contaminacdo bacteriana e a contagem dos patogenos
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principais da mastite e a CCS do tanque, permitindo realizar estimativas do isolamento dos
patdgenos principais em relacdo aos diferentes niveis de CCS, como exemplo: 63% de
chances de isolamento com CCS em 400.000 celulas/mL e 20% de probabilidade com a CCS
em 100.000 células/mL. A pesquisa das possiveis fontes de contaminacdo bacteriana do leite
de rebanhos (leite do tanque) revelou que a constatacdo de altas CTB associadas as baixas
CCS era sugestiva de contaminagdes por bactérias ambientais. Entretanto, com o isolamento
de contagiosos, S. agalactiae e S. aureus, as contaminacdes bacterianas foram
significativamente associadas a altas CCS (RYSANEK; BABAK, 2005). Murphy; Boor
(2010) indicaram que simultaneos aumentos das contagens celulares e bacterianas no leite do
tanque sdo sugestivos de uma possivel origem infecciosa para aumento da CTB, notadamente
mais nas 1IM causadas por Streptococcus spp. do que nas infeccdes por S. aureus que pareceu
ser liberado em menor nimero no leite.

Na América do Norte, Zadoks et al. (2004), realizaram o acompanhamento qualitativo
e quantitativo de grupos bacterianos no leite de 48 fazendas por 5 meses e comprovaram a
contribuicdo dos grupos bacterianos Streptococcos spp., Staphylococcus spp. e Gram
negativos em respectivamente 69,0 %, 3,0% e 3,0% da variabilidade da CTB do tanque,
comprovando a grande importancia dos Streptococcus spp. nestes rebanhos. Um programa de
monitoramento da qualidade do leite do tanque realizado no Estado da Pennsilvania, nos
Estados Unidos, relatou que as alteragdes na CCS refletem as contagens dos SCN e a
frequéncia de isolamento dos patdgenos, S. aureus e S. agalactiae, nas respectivas amostras
(JAYARAQO et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral a quantificacdo da CCS e a da liberagédo de
bactérias pelos quartos mamarios (LBQM) de vacas de acordo com os patdégenos da mastite

subclinica.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Obijetivo especifico deste estudo é estabelecer as relacGes entre a CCS e a LBQM de

acordo com os patdgenos da mastite subclinica isolados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA ORIGEM E PERIODO DE COLETA DAS
AMOSTRAS

Foram colhidas trés amostras de leite em 638 quartos mamarios de 124 fémeas
bovinas sem sintomas clinicos de mastite no periodo de junho a dezembro de 2009. As
amostras foram originadas de cinco fazendas localizadas na Zona da Mata do Estado de
Minas Gerais, Brasil. Quatro propriedades localizadas no Municipio de Juiz de Fora — MG,
formadas por rebanhos mesti¢os (Holandés x Zebu), e uma em Coronel Pacheco — MG, com

animais puros da raca Holandesa.

4.1.1 Procedimento de amostragem

4.1.2 Preparo dos tetos anterior a amostragem

O preparo dos tetos teve como objetivos o diagnostico dos quartos mamarios com
mastite clinica e a prévia antissepcia para amostragem do leite. O preparo foi iniciado pela
avaliacdo visual dos quartos e a realizagcdo da prova do tamis (caneca de fundo negro) nos
primeiros jatos de leite de cada teto visando o diagndstico da mastite clinica e a excluséao
destes animais da coleta. Em seguida, as vacas sem sinais clinicos de mastite tiveram seus
tetos lavados com agua corrente e imersos (dipping) em solucdo desinfetante clorada
(150ppm) ou iodada (0,5% P/V), sendo secos ap6s 20 segundos com papel toalha descartavel.
Por ultimo, era realizada uma nova antissepcia das extremidades dos tetos com gaze
umedecida em alcool 70% (P/V), realizada no sentido dos tetos mais distantes para 0s mais

proximos.
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4.1.2.1 Critérios adotados no diagnostico dos animais com mastite clinica

Foram utilizados dois critérios para a identificacdo dos animais com mastite clinica;

= Identificacdo pelos proprios ordenhadores antes do inicio do procedimento de
coleta. Os ordenhadores foram questionados sobre a ocorréncia de animais
com sintomas de mastite clinica e todas as vacas indicadas foram excluidas da
coleta.

= Exame de todos os quartos mamarios de todas as vacas durante o preparo dos
tetos: animais que apresentaram sintomatologia compativel a mastite clinica,
como quartos mamarios doloridos e edemaciados, ou presenca de leite anormal
na prova do tamis foram excluidos do procedimento de amostragem dos

quartos mamarios.

4.1.3 Amostragem do leite dos quartos

Na amostragem do leite dos quartos mamarios individuais foram utilizados trés frascos
diferentes e identificados para a prova bacteriolégica, CTB e CCS. O procedimento de
amostragem, propriamente dito, foi realizado no sentido contrario ao da antissepcia dos tetos,
ou seja, dos tetos mais proximos para os mais distantes. A primeira amostra colhida foi para o
exame bacterioldgico, descartando-se os dois primeiros jatos e colhendo de 5 a 10 mL de leite
de cada teto em frascos esterilizados. A segunda e terceira amostras do leite de cada quarto
mamario (30 a 40 mL) foram separadas para a CTB e CCS, respectivamente. Os
procedimentos de amostragem asséptica para exame bacterioldgico séo descritos por Harmon
(1990). Os procedimentos de amostragem para 0 CTB e CCS foram realizados de acordo com
a Norma Internacional 1ISO 707 (INTERNATIONAL..., 2008). Na identificacdo das amostras
de leite foram utilizadas fichas de coleta e etiquetas seriadas, além do padréo de coloracéo das
tampas dos frascos utilizados para na amostragem (vermelha: CTB, azul: CCS, transparente:
exame bacteriologico)
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4.1.4 Identificagédo, acondicionamento e transporte das amostras

As amostragens foram realizadas imediatamente antes da primeira ordenha nas cinco
propriedades produtoras. Cada rebanho foi amostrado em um dia especifico e o tempo de
transporte maximo para entrega dos frascos aos laboratorios da Embrapa Gado de Leite foi de
até duas horas. A conservacdo das amostras, durante a amostragem e transporte, foi realizada

por meio de caixas isotérmicas com gelo reciclavel.

4.2 EXAMES BACTERIOLOGICOS

As amostras para exames bacterioldgicos foram processadas no mesmo dia de
recebimento pelo Laboratorio de Microbiologia do Leite, Embrapa Gado de Leite, sendo
conservadas em camaras frigorificas refrigeradas a 7°C até o inicio das analises. As provas
bacterioldgicas foram realizadas de acordo com as normas do National Mastitis Conuncil
(HARMON, 1990). Semeou-se 0,01 mL de cada amostra de leite, com alca calibrada
descartavel, em cada quadrante de uma placa de agar sangue preparado com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e foi feita a primeira
leitura, seguindo-se nova incubacdo por mais 24 horas para a segunda leitura. As colénias
isoladas no agar sangue foram observadas quanto a morfologia, tamanho, pigmentacdo e
presenca de hemolise. As colbnias isoladas foram observadas ao microscpio por meio de
esfregacos corados pelo método de Gram.

Os microrganismos foram identificados a partir de subcultivos em placas de agar soja
tripticaseina, de acordo com recomendacdes de Harmon, (1990). Bactérias do género
Streptococcus foram identificadas pela auséncia de producdo de catalase e pelos testes de
CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson), hidrélise do hipurato de sédio, crescimento em
meio com 6,5% de NaCl e hidrolise da esculina. A classificacdo foi feita de acordo com
Hoblet et al. (1986) da seguinte maneira: (1) S. agalactiae: reacdo positiva nos testes de
CAMP e hidrolise do hipurato de sodio, crescimento varidvel em meio com 6,5% de NaCl e
reacdo negativa no teste de hidrélise da esculina, (2) Streptococcus spp. esculina positivos
(ESCPOS): reacdo variavel no teste de CAMP, na hidrolise do hipurato e em meio com 6,5%

de NaCl e hidrdlise da esculina. Neste grupo incluem-se S. uberis, S. bovis, espécies de
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Enterococcus e outras espécies de Streptococcus que hidrolisam a esculina e (3)
Streptococcus spp. esculina negativos (ESCNEG): reagdo negativa no teste de CAMP, de
hidrolise da esculina e do hipurato de sddio e auséncia de crescimento em presenca de 6,5%
de NaCl. Neste grupo estdo incluidos S. dysgalactiae e outros Streptococcus spp. esculina
negativos. Para andlise estatistica, os patdgenos da mastite identificados como ESCPOS e
ESCNEG foram agrupados como Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae.

As bactérias do género Staphylococcus foram classificadas em coagulase negativos
(SCN) e Staphylococcus aureus de acordo com a producéo de catalase, coagulacdo do plasma

de coelho e producéo de acetoina.

4.2.1 As amostras excluidas

Ao final do cultivo priméario foram excluidas dos céalculos estatisticos as amostras
contaminadas e as que apresentaram crescimento de bactérias com caracteristicas
morfotintoriais de bastonetes Gram negativos. O critério para reconhecimento das amostras
contaminadas foi o crescimento de trés, ou mais col6nias diferentes sem o predominio de
nenhuma delas. Adotou-se a exclusdo das placas com coldnias de bastonetes Gram negativos
por tratar-se de agentes etioldgicos da mastite clinica, como as bactérias do grupo coliforme,

ou contaminacdo durante o processo de amostragem e falha na antissepcia dos tetos.

4.3 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS

As amostras para CCS foram processadas logo apos recebimento no laboratorio ou
conservadas em camaras frigorificas refrigeradas até 7°C pelo perfodo maximo de 24 horas. A
CCS foi realizada eletronicamente por citometria de fluxo utilizando o equipamento Bentley
Somacount 300 (BENTLEY INSTRUMENTS INC., 2007) seguindo os procedimentos
preconizados pela Norma Internacional 1SO 13366-2 (IDF, 2006). Durante a analise o
equipamento adiciona um corante (brometo de etidio) as amostras de leite para marcacéo do
DNA das células. No compartimento designado por célula de fluxo, uma aliquota da amostra

recebe um feixe de laser e 0 DNA corado das células passa a emitir uma fluorescéncia que
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captada pelo equipamento é transformada em pulso elétrico e este convertido em CCS. O
resultado é expresso em CCS/mL. O aparelho foi calibrado para o intervalo de 1.000 -
5.000.000 células/mL e regularmente o aferido por meio de amostras padronizadas fornecidas
pelo Laboratorio de Referéncia (Valacta - Quebec - Canada) e por comparagdo com outros
ensaios organizados e avaliados pelo Laboratério de Referéncia Nacional (LANAGRO / MG -
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento).

4.4 CONTAGEM TOTAL DE BACTERIAS

As amostras para CTB eram processadas logo apds o recebimento pelo laboratério ou
conservadas em camaras frigorificas refrigeradas em até 7° C pelo periodo méximo de 24
horas. As CTB foram realizadas eletronicamente no equipamento Bentley IBC (BENTLEY
INSTRUMENTS INC., 2007), seguindo os procedimentos recomendados pelo fabricante. O
Bentley IBC, como no equipamento de CCS, realiza uma contagem direta do numero de
células bacterianas do leite através da tecnologia de citometria de fluxo. O resultado da
contagem individual de bactérias é transformado em UFC/mL através de uma curva de
calibracdo padréo, que expressa os resultados no intervalo de 1.000 a 3.000 UFC/mL. O
aparelho foi regularmente verificado por meio de amostras piloto padronizadas fornecidas

pelo laboratorio de referéncia (Cecalait - Actilait, Poligny, Franca).

4.4.1 Estimativa da liberacdo de bactérias dos quartos mamarios através da CTB

do leite

O presente trabalho utilizou os resultados da CTB do leite de quartos assepticamente
preparados para representar o numero de bactérias liberadas pelas glandulas mamarias sob
diferentes estados de infeccdo. Deste modo, a liberacdo de bactérias pelos quartos mamarios
(LBQM), correspondeu ao efeito especifico, ou a contribuicdo de cada patdgeno da mastite
subclinica no quantitativo de bactérias liberadas.

A adocdo deste critério foi possivel devido a trés estratégias empregadas no presente

trabalho:



44

= Amostragem do leite de quartos mamarios de vacas sem sintomas de mastite,
associada a exclusdo de todas as placas com crescimento de bactérias
bastonetes Gram negativos, permitiu direcionar o presente estudo para o grupo
dos patogenos da mastite subclinica.

= Amostragem pareada do leite de quartos permitiu a associacdo entre 0s
resultados das provas bacterioldgicas, CCS e CTB.

= A coleta do leite em de quartos mamarios previamente desinfetados permitiu a
eliminacdo de duas (pele do teto e equipamentos) das trés possiveis fontes de
contaminacéo do leite nas fazendas, restando como Unica fonte de variacdo da
CTB do leite o interior da glandula mamaria (MURPHY; BOOR, 2010).

4.5 AS ANALISES ESTATISTICAS

Os dados brutos com os valores de CCS e CTB do leite de quartos mamarios, para
cada patogeno isolado nos testes bacterioldgicos, foram analisados com o sistema de
computacdo estatistica SPSS®, versdo 9.0, de acordo com Morgan et al. (2001). Os dados
demostraram uma grande amplitude de variagdo com grandes desvios padrdo. Utilizando o
software foi feita a transformacdo logaritmica (logaritmo na base 10) dos dados de CCS
(log10CCS) e CTB (log10CTB) para que fossem capazes de trabalhar com a distribuicdo
normal. Foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados apresentaram
distribuicdo normal apds transformagdo logaritmica (RYSANEK; BABAK, 2005). Antes da
transformacédo, o valor 1 foi adicionado a cada valor de "x" e "y" como um método de
substituicdo dos valores iguais a zero. Utilizou-se o teste de Levene para analise da variancia
dos 10g;0CCS e 10g10CTB de acordo com os resultados bacterioldgicos e o teste t de Student,
para amostras independentes, para a comparagédo entre médias a um nivel de significancia de
95% (P<0,05). A andlise de regressdo linear foi realizada utilizando o 10g;0CTB de cada
patdégeno da mastite isolado mais 10g;oCTB de amostras de leite sem crescimento na analise
bacterioldégica como varidvel dependente (y) e usando o log;CCS dos mesmos quartos
mamarios de cada patdgeno isolado como variavel independente (x). Assim, quatro modelos
de regressdo linear foram realizados para comparar os coeficientes angulares (coeficiente )
de acordo com os patdgenos da mastite. Os residuos (desvios das respostas observadas a partir

do previsto) foram plotados contra o nimero de colénias de cada patégeno de mastite isolados
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por mililitro de amostra de leite de quarto mamaério para determinar se 0 modelo obteve um
bom ajuste (coeficiente de determinacdo R?). O grau de correlagdo entre as variaveis foi
obtido pela correlacdo de Pearson. A regressdo linear e o coeficiente de correlacdo foram

avaliados pela significancia estatistica.
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5 RESULTADOS

Nas Tabelas 1 e 2 sdo mostradas as estatisticas descritivas para CCS e CTB de acordo
com os resultados dos exames bacteriol6gicos. Do total de 638 amostras, em 421 (66,0%) ndo
se observou crescimento no exame bacterioldgico, obtendo média geométrica e mediana da
CCS de 52.000 e 70.000 ceélulas/mL, respectivamente (Tabela 1). Os patégenos isolados no
leite de quartos tiveram a seguinte distribuicdo nos resultados bacterioldgicos: S. aureus
(69/10,8%), SCN (64/10,0%), S. agalactiae (45/7,1%) e outros Streptococcus spp. (39/6,1%).
A maior média geométrica e mediana da CCS observadas foram para S. agalactiae (1.572.000
e 1.839.000 células/mL). Na sequéncia, S. aureus (587.000 e 742.000 células/mL) e
Streptococcus spp (432.000 e 414.000 células/mL) apresentaram o segundo e terceiro valores

mais elevados. Os SCN apresentaram os menores valores (85.000 e 133.000 células/mL).

Tabela 1. Estatisticas descritivas para contagens de CCS de quartos mamarios de acordo com

os resultados dos exames bacterioldgicos.

Estatistica Contagem de células somaticas (1.000 células/mL)
descritiva SC SCN STA STR SAG
N 421 64 69 39 45

MG 52 85 587 432 1,572
MA 281 258 1,041 1,504 2,508
DP 793 492 1,138 2,468 1,792

IC (95%) 205-357 135-381 768-1.315 704-2304 1.963-3.053
P10 3 3 172 67 390
P25 10 62 273 118 1,151
ME 70 133 742 414 1,839
P75 227 215 1,342 996 4,411
P90 610 595 2,175 7,426 5,248

N — numero de amostras; MG — média geometrica; MA média aritmética; DP — desvio
padrdo; IC (955) — intervalo de confianca; P10 - percentil 10%; P25 - percentil 25%; ME
— mediana, P75 - percentil 75%; P90 - percentil 90%; SC — sem crescimento; SCN —
Stafilococos coagulase negativos ;STA — S. aureus; STR — Streptococcus spp. que nao S.
agalacitiae; SAG — S. agalactiae.
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As médias aritméticas do logi;gCCS (Tabela 3), de acordo com os resultados
bacteriologicos, aumentaram na seguinte ordem: sem crescimento, SCN, Streptococcus spp
que ndo S. agalactiae, S. aureus, S. agalactiae. Analise comparando as médias aritméticas do
10g10CCS revelou uma diferenga (P<0,050) entre os resultados dos exames bacterioldgicos,
exceto para S. aureus e S. agalactiae que ndo foram diferentes entre si. Os quartos
bacteriologicamente negativos tiveram a menor média aritmética de log;oCCS (1,71) sendo
diferente das médias dos quartos infectados com SCN (1,93), S. aureus (2,77) e Streptococcus
spp que ndo S. agalactiae (2,64) e S. agalactiae (3.20).

A média geométrica e mediana da CTB dos quartos bacteriologicamente negativos
foram 12.000 e 10.000 UFC/mL, respectivamente (Tabela 2). Os maiores valores de média
geométrica e mediana foram para S. agalactiae (333.000 e 590.000 UFC/mL). Na sequéncia,
Streptococcus spp que ndo S. agalactiae (108.000 e 100.000 UFC/mL) e S. aureus (77.000 e
66.000 UFC/mL), apresentaram 0s segundo e terceiro maiores valores para CTB. SCN
apresentaram os menores (17.000 e 15.000 UFC/mL).

Tabela 2. Estatisticas descritivas para a CTB do leite dos quartos mamarios de acordo com 0s

resultados dos exames bacteriol6gicos.

Estatistica Contagem total bacteriana (1.000 UFC/MI)
descritiva SC SCN STA STR SAG
N 421 64 69 39 45

MG 12 17 77 108 333
MA 10 31 260 239 759
DP 256 59 460 452 749

IC (95%) 38 — 87 16 — 46 150 - 371 92 - 385 531 -987
P10 2 4 14 21 18
P25 6 8 23 48 174
ME 10 15 66 100 590
P75 22 35 269 189 1.028
P90 79 56 772 758 2.078

N — numero de amostras; MG — média geométrica; MA média aritmética; DP — desvio
padréo; IC (95%) — intervalo de confiancga; P10 - percentil 10%; P25 - percentil 25%; ME
— mediana, P75 - percentil 75%; P90 - percentil 90%; SC — sem crescimento; SCN —
Staphylococcus coagulase negativos ;STA — S. aureus; STR — Streptococcus spp. que néo
S. agalacitiae; SAG — S. agalactiae.
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A analise entre as diferencas das médias aritméticas entre os log;oCTB (Tabela 3)
revelou diferencas entre os resultados dos exames bacteriolégicos (P <0,05). A média
aritmética dos log;oCTB cresceu em ordem diferente que os 10g10CCS, a ordem observada foi:
sem crescimento, SCN, S. aureus, Streptococcus spp que ndo S. agalactiae e S. agalactiae.
N&o foi observada diferenca (P> 0,05) entre as médias aritméticas 1og,oCTB das amostras sem
crescimento (1,09) e SCN (1,22). S. aureus e Streptococcus spp que ndo S. agalactiae
também ndo demonstraram diferenca (P> 0,05) entre as suas médias aritméticas do log,oCTB.
No entanto, S. aureus e Streptococcus spp. que nao S. agalactiae foram diferentes (P <0,05)

das amostras sem crescimento, SCN e S. agalactiae.

Tabela 3. Estatistica das diferencas entre as meédias da contagem de células somaticas
(log10CCS) e contagem total bacteriana de quartos mamarios (logioCTB) do leite de quartos

mamarios de acordo com os resultados dos exames bacterioldgicos.

NUmero Log;oCCS Log10CTB
REB de

amostras | Média DP IC Média DP IC

SC 421 1,712 0,88 1,63-1,80 1,092 0,63 1,03-1,15

SCN 64 1,93° 0,80 1,73-2,13 1,228 0,46 1,10-1,33
STA 69 2,77° 0,57 2,63-2,90 1,88° 0,72 1,71 -2,06
STR 39 2,64° 0,72 2,40 - 2,87 2,03° 0,50 1,87 -2,20
SAG 45 3,20¢ 0,60 3,03-3,39 2,52° 0,77 2,29-2,76

REB - resultado do exame bacteriolégico; SC — sem crescimento; SCN — Staphylococcus
coagulase negative; STA — S. aureus; STR — Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae;
SAG - S. agalactiae; DP — desvio padrdo; IC — intervalo de confianca (95%). Letras
iguais na mesma coluna indica que nédo existe diferenca significativa pelo teste t bicaudal
(P >0,05).

Os coeficientes de correlagdo de Pearson encontrados, entre o 10g;0CCS e log;0CTB
para cada patdgeno do estudo, foram moderadamente elevados (P <0,01): 0,677 S. agalactiae,
0,659 S. aureus, 0,654 Streptococcus spp que ndo S. agalactiae e 0,626 SCN. Os modelos de
regressdo linear foram significativamente elevados (P <0,001) e mostraram para cada
patdégeno da mastite diferentes coeficientes angulares (coeficiente ). Em ordem, a maior
inclinacdo foi para S. agalactiae (0,542), S. aureus (0,503), Streptococcus spp que nao S.
agalactiae (0,486) e SCN (0,440).
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Tabela 4. Anélise da correlacdo e regressao linear simples para CCS (log;0CCS) e CTB

(log1oCTB) do leite de quartos mamérios de acordo com os resultados dos exames

bacterioldgicos.

Analise Paramétrica

REB Correlacéo de . 10 de R y Coeficiente de
quacdo de Regressao o
Pearson determinacéo (R?)
SC + SCN 0.626** y =0.338 + 0.440x *** 0,385
SC + STA 0.659** y =0.263 + 0.503x *** 0,434
SC +STR 0.654** y =0.295 + 0.486x *** 0,419
SC + SAG 0.677** y =0.217 + 0.542x *** 0,459

REB - resultados dos exams bacterioldgicos; SC — sem
Staphylococcus coagulase negative; STA — S. aureus; STR — Streptococcus spp. que ndo
0 S. agalactiae; SAG — S. agalactiae; ** (P<0.01); *** (P<0.001).

crescimanto; SCN —
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6 DISCUSSAO

As amostras de leite de quartos mamarios sem crescimento de patdégenos no exame
bacteriolégico obtiveram médias geométrica e aritmética da CCS de 52.000 e 281.000
celulas/mL, respectivamente. Considerando-se o intervalo de confianga de 95%, os valores
individuais da CCS dos quartos sem crescimento variaram de 205.000 a 357.000 células/mL.
O estudo de meta-analise (DJABRI et al. 2002) obteve as médias geométrica e aritmética da
CCS de quartos mamérios sadios de 68.000 e 187.000 células/mL, respectivamente. Em
ambos os estudos as médias geométricas dos quartos sem crescimento foram semelhantes.

A média geométrica da CCS encontrada no presente estudo para S. agalactiae
(1.572.000 células/mL) também foi proxima ao valor (1.129.000 células/mL) encontrado no
estudo de Djabri et al. (2002) para este patdgeno. Em ambos os estudos, os valores da CCS
para S. agalactiae foram os maiores entre 0s patdgenos relacionados a mastite subclinica. A
maior CCS encontrada no trabalho de Djabri et al. (2002) foi causada por E. coli, contudo este
patdgeno geralmente promove casos clinicos de mastite, devido aos seus fatores de viruléncia
e processos fisiopatoldgicos associados a infeccdo (HARMON, 1994; HOGAN & SMITH,
2003).

A média geométrica da CCS para S. aureus (587.000 células/mL) foi duas vezes maior
gue a encontrada no estudo de Djabri et al. (2002) (333.000 células/mL). Situacdo inversa foi
observada para os SCN, onde a meta-analise apresentou média geométrica de 155.000
células/mL e no presente trabalho de 85.000 células/mL. Contudo, ha alta concordancia entre
valores encontrados no presente estudo e na meta-analise de Djabri et al. (2002), considerado
o intervalo de confianga de 95% para variagdo da CCS segundo os patdgenos identificados. A
média geométrica da CCS para o Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae ndo permite
comparacdo com o trabalho de Djabri et al. (2002), por que o presente estudo néo realizou a
identificacdo de S. uberis e S. dysgalactiae e Djabri et al. (2002) realizaram o estuda da CCS
de quartos na presenga de 11M por S. uberis e S. dysgalactiae.

Embora o presente estudo ndo tenha identificado S. uberis e S. dysgalactiae, o valor da
média geometrica da CCS para Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae foi 432.000
células/mL. Dados relatados por DJABRI et al. (2002) mostraram que as CCS (médias
geométricas) para S. uberis e S. dysgalactiae foram 1.024.000 e 547.000 células/mL,
respectivamente. A média geométrica CCS para Streptococos spp. que ndo S. agalactiae foi

mais proxima de S. dysgalactiae do que S. uberis, mais ha sobreposi¢cdo de valores no
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intervalo de confianca nos dois estudos. Deste modo, € sugestivo que a maior parte dos
Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae constitui-se de S. dysgalactiae ou S. uberis, com
base nos resultados.

Considerando valores acima do limite de 70.000 células/mL para classificar os quartos
mamarios como infectados, os resultados deste estudo séo consistentes com estudo o anterior
(DJABRI et al., 2002). As estatisticas descritivas demonstraram uma grande variagdo nos
resultados de CCS e CTB de acordo com os resultados dos exames bacterioldgicos. Esta
variacdo € sugestiva de que o exame bacteriologico tenha apresentado resultados falsos
negativos, principalmente devido a realizacdo de uma Unica amostragem do leite para
determinacdo da mastite infecciosa subclinica. Com isso, patdgenos como S. agalactia e S.
aureus podem ndo terem sido detectados na prova bacterioldgica, devido ao padrdo
intermitente de liberacdo de bactérias no leite nestas infecgcdes cronicas. (HARMON, 1994;
SEARS et al., 1990; WALKER, 2010). Considerando o exposto, os resultados da CTB de
quartos sem crescimento podem ter tido um acréscimo na CTB por microrganismos de
glandulas infectadas ndo diagnosticadas nas provas bacterioldgicas. Também deve ser
considerada a possibilidade de contribuicdo da microbiota normal da pele tetos para a CTB do
leite de quartos, a despeito de todos os cuidados com a prévia antissepcia dos quartos antes da
coleta das amostras.

Os resultados da liberacdo de bactérias pelos quartos mamarios (LBQM) de acordo
com os isolamentos bacterioldgicos demonstraram semelhanca com os resultados de CCS. A
principal diferenca entre os resultados da LBQM em relacdo a CCS foi para o S. aureus e
Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae. Neste caso, LBQM infectados por Streptococcus
spp. que ndo S. agalactiae foi maior quando comparado com quartos infectados por S. aureus.
Os outros patogenos isolados (S. agalactiae e SCN) apresentaram & maior e a menor liberacéo
de bactérias e de CCS, respectivamente. A média geométrica encontrada para amostras com
isolamento de patdgenos da mastite variou de 17.000 a 333.000 UFC/mL. A variagdo dos
resultados da LBQM estdo de acordo com Keefe (1997) e Bramley; Mckinnon. (1990) que
mencionam que a liberacdo de bactérias por vacas infectadas pode variar de 100 a 10.000.000
UFC/mL de leite. Gonzalez et al. (1986) estudaram a capacidade de predi¢do do percentual de
vacas infectadas por patdgenos da mastite a partir da determinacdo do nimero UFC/mL de
patogenos isolados no leite do rebanho (leite do tanque resfriador) e encontraram uma
correlagdo moderadamente alta (P<0,0005) para S. agalactiae (0,714 Speaman; 0,680,
Pearson), permitindo verificar que rebanhos com contagens de S. agalactiae maiores a 4.000

UFC/mL no leite do tanque possuiam, ao menos, 7% das vacas liberando esta bactéria no
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rebanho. Esta correlagdo foi pequena para S. aureus, Streptococcus spp. que ndo S.
agalactiae, SCN e bactérias coliformes. No entanto, S. uberis foi identificado como patégeno
da mastite que pode causar picos de CTB no leite do tanque, variando 14.000-600.000
UFC/mL (HAYES et al., 2001; ZADOKS et al., 2004). Deste modo, o0 impacto dos patdgenos
na CTB do tanque depende da percentagem de quartos mamarios infectados e o patdgeno da
mastite envolvido. O estagio da infeccdo também pode contribuir com um aumento da
liberacdo de bactérias na glandula mamaria (SEARS et al., 1990; KEEFE, 1997) e
consequentemente com o aumento do volume da CTB do rebanho (RYSANEK; BABAK,
2005).

Os resultados da correlacdo demonstraram que quando o valor da CCS é elevado
espera-se, também, um alto numero de patégenos da mastite por mL de leite da amostra.
Assim, a CCS se associa positivamente a LBQM, contudo a correlacdo encontrada nao foi
suficiente para avaliar as diferencas entre os patégenos da mastite com o aumento da CCS.
Entretanto, os coeficientes angulares das regressdes lineares previram que o aumento da CCS
pode ser associado a diferentes valores de LBQM de acordo com o patdgeno da mastite
envolvido. Estes resultados demonstraram que S. agalactiae e Streptococcus spp. que nao S.
agalactiae podem causar maiores CTB no leite de rebanhos (HAYES et al., 2001; ZADOKS
et al., 2004).

Infelizmente ainda ha um longo caminho a ser percorrido para a compreensao de
varias questdes relacionadas aos fatores de viruléncia bacterianos (GYLES; PRESCOT,
2010). A maior parte do conhecimento sobre 0s mecanismos de subversdao do sistema de
defesa foram baseados em evidéncias de estudos in vitro, com cultivos celulares, ou pela
inoculacdo em modelos bioldgicos adaptados, como ratos e coelhos, para posterior
interpretacdo no contexto da mastite em bovinos. Estes experimentos ndo conseguem simular
o real contexto das infec¢des, que corresponde ao ambiente dos tecidos mamarios infectados
frente as possiveis respostas do sistema imunoldgico. E de conhecimento que as bactérias
podem atingir seus objetivos por multiplas vias e os estudos in vitro ndo conseguem simular
todos estes efeitos (HODGINS; SHEWEN, 2010).

A variacdo dos resultados de CCS e LBQM, conforme os patdgenos da mastite
subclinica, pode ser justificada pelos diferentes fatores de viruléncia associados aos agentes
da mastite estudados. As altas CCS observadas nas IIM por S. agalactiae podem ser
explicadas pela acdo citotoxica do seu fator de viruléncia CAMP, que resulta em danos
teciduais no epitélio secretor e pavimentar intramamarios, com a consequente a liberagdo de

citocinas inflamatorias que fazem a quimiotaxia de uma expressiva taxa de células de defesa
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para o sitio da infeccdo mamaria, causando uma marcante elevacdo da CCS do leite de
animais e do rebanho. As altas taxas de LBQM podem ser correlacionadas a caracteristica de
pouca invasividade do S. agalactiae. Durante as mastites, este patdgeno permanece na luz dos
alvéolos secretores e dos ductos mamarios se multiplicando intensamente, causando lesdes
teciduais e uma resposta inflamatdria. Durante o processo de ordenha das vacas, o fluxo
mecanico originado pela retirada do leite consegue arrastar uma grande quantidade de S.
agalactiae para o exterior da glandula, causando as altas taxas de LBQM que irdo impactar a
CTB do rebanho (TIMONEY, 2010).

S. aureus € um patdégeno com grande capacidade de invasdo dos tecidos da glandula
mamaria. Ele consegue sobreviver e se multiplicar no interior das células epiteliais e das
células fagocitarias do sistema de imune, podendo ser encontrado também no tecido
subjacente (estroma) dos tecidos secretores. Por apresentar esta caracteristica, é considerado
um patégeno bem adaptado a vida dentro dos hospedeiros, sendo menos reconhecido pelas
taticas de defesa do sistema imunolégico, originando menos estimulos para 0 aumento da
CCS, principalmente se comparado ao S. agalactiae. Isto pode justificar, ao menos em parte,
os resultados encontrados na comparacdo entre as medias destes dois patdgenos. A
caracteristica invasiva também é associada a capacidade de formar biofilmes e ambas estdo
relacionadas a presenca de capsula bacteriana. Os resultados da LBQM relacionadas ao S.
aureus podem ser justificadas uma vez que a capacidade de invasdo de células e a formacéo
de biofilmes impedem um grande arraste de bactérias deste patdgenos durante o processo de
ordenha do leite (HERMANS et al. 2010). Gonzales et al. (1986) relatou que as 1M que mais
impactaram na CTB do leite de rebanhos foram as causadas pelos Streptococcus spp.,
notadamente S. agalactiae, enquanto S. aureus causou baixas CTB de até 60.000 UFC/mL.

A capacidade do S. aureus de causar ciclos intermitentes de liberacdo de bactérias com
picos de CCS durante as infecgBes cronicas (SEARS et al. 1990; PYORALA, 1995; QUINN
et al. 2002) e a composicao bacteriana do grupo representado pelo Streptococcus spp. que ndo
S. agalactiae (S. uberis, S. dysgalactiae entre outros Streptococcus spp ndo citados) podem ter
gerados vérios efeitos de variagdo na CCS e CTB do leite de quartos, impedindo a

diferenciacdo estatistica entre as suas médias do 10g;oCCS e 1og;oCTB.
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7 CONCLUSOES

Os resultados das andlises bacteriologicas, CCS e CTB do leite de quartos mamarios
de vacas quantificaram a CCS e a LBQM de acordo com a identificacdo dos patdgenos da
mastite subclinica.

O estudo estatistico estabeleceu as relacbes entre a CCS e a LBQM dos patogenos
isolados. S. agalactiae e SCN foram o0s patdgenos que apresentaram as maiores e menores
elevacBes da CCS e da LBQM, respectivamente, se diferenciando dos demais patdgenos
(P<0,05). Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae e S. aureus apresentaram resultados
préximos, ndo permitindo determinar uma diferenca estatistica (P>0,05). Os valores de
LBQM encontrados no isolamento de SCN e dos quartos bacteriologicamente negativos
também ndo permitiram diferenciacdo estatistica (P>0,05). Foi evidenciada correlagédo
positiva entre as maiores CCS e a LBQM.

As CCS do leite de vacas é uma ferramenta Gtil no controle da mastite, mais também

de valor na manutencéo de baixas CTB no leite do rebanho.
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APENDICE

Trechos dos seis trabalhos publicados nos anais do 1l CBQL (BARBOSA et al.

2008a), realizado de 23 a 26 de setembro de 2008. Foram colhidas as impressdes dos autores

quanto a qualidade do leite produzido segundo o atendimento da IN 51. As transcri¢cdes sdo

encimadas pela informacéo do laboratorio da RBQL e sua area de abrangéncia.

1. Laboratério de Qualidade do Leite, Escola de Veterinaria da Universidade Federal de

Goias, GO. Area de abrangéncia: Regido Centro Oeste (Goias Mato Grosso, Mato

Grosso do Sul) e Norte (Tocantins, Maranhdo, Para e Rondo6nia) e parte do Estado

Minas Gerais.

Hé& de se pensar urgentemente em um programa nacional de capacitacdo de mao de
obra que envolva todos os elos da cadeia produtiva objetivando reduzir
drasticamente a CTB e elevar os sélidos do leite. Soma-se a isto a necessidade das
empresas e Orgdos oficiais utilizarem racionalmente os resultados analiticos
laboratoriais da RBQL como ferramenta indispensavel na melhoria efetiva da
qualidade do leite (MESQUITA et al., 2008, p. 21).

2. Programa de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste, Departamento de

Zootecnia, UniversidadOe Federal de Pernambuco, PE. Area de abrangéncia: Regido

Nordeste e Estados do Para e Tocantins.

Os resultados obtidos no primeiro ano de adoc¢do da IN-51 mostra a necessidade
de mudancas de atitudes urgentes, que envolvem toda a matriz leiteira, desde o
produtor, passando pela industria, até o consumidor final. Considerando a IN-51,
nesse momento as maiores preocupacles recaem sobre o ESD e CBT, que
apresentaram valores muito altos em ndo conformidade. H& de se adotar medidas
urgentes uma vez que a partir de julho/09 novos valores de CCS e CBT entrardo
em vigor para essas regides (BARBOSA et al., 2008b, p. 32)

3. Programa de Analise de Rebanhos Leiteiros do Parard da Associa¢do Paranaense de

Criadores de Bovinos da Raca Holandesa e Universidade Federal do Parana, PR. Area

de abrangéncia: Estado do Parana.

Os dados apresentados nos mostram que com a implantagdo da IN-51/2002 houve
ndo sé um incremento no numero de rebanhos monitorado, mas conhecimento da
realidade da qualidade do leite produzido. Empresas/indUstrias e cooperativas com
programas de monitoramento voltados a melhoria da qualidade, através de
assisténcia técnica ou em conjunto com programas de qualidade tem tido resultados
positivos na melhoria do leite de seus produtores (HORST; VALLOTO, 2008, p.
44).
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4. Laboratorio de Qualidade e Clinica do Leite, Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, Universidade de So Paulo, Piracicaba, SP. Area de abrangéncia: Regido

Sudeste.

No caso da CCS e da CBT, a partir de Julho de 2008, passou a vigorar 0 novo
limite maximo de 750.000. No caso da CCS observa-se que a % NC passou de
cerca de 9% para 16% no més de Julho/08, em funcédo da alteracdo deste limite. J&
no caso da CBT, ndo se observou aumento significativo na % NC (CASSOLI et
al., 2008, p. 51).

5. Laboratorio de Andlise da Qualidade do Leite, Departamento de Tecnologia e
Inspecdo de Produtos de Origem Animal, Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais , Belo Horizonte, MG. Area de abrangéncia: Estado de Minas

Gerais.

Os dados de ocorréncia de amostras “ndo conformes”, de acordo com os critérios
da Instrucdo Normativa 51/2002 sugerem a necessidade de um monitoramento
continuo da qualidade do leite e de revisdo dos procedimentos de manejo adotados
nas propriedades. A contagem bacteriana do leite ainda é um dos principais fatores
que influenciam o nimero de amostras que ndo apresentam padrdo de qualidade
compativel com a legislacdo em vigor (FONSECA et al., 2008, p.66, 67).

6. Laboratério de Qualidade do Leite Professor José de Alencar, EMBRAPA Gado de
Leite, Juiz de Fora, MG. Area de abrangéncia: Estados de Minas Gerais, Espirito

Santo e Rio de Janeiro.

Considerando que no Brasil em julho de 2011 o limite méximo da CCS do
rebanho serd de 400.000 células/ml e atualmente cerca de 50% dos rebanhos
apresentam CCS acima deste valor, um dos grandes desafios para a pecuéria
leiteira nacional é proporcionar esta reducdo em 4 anos. Os resultados apontam
para a necessidade urgente de reducdo nas CTB no leite dos rebanhos analisados.
O desafio de reduzir a CTB, bem como a CCS, dos rebanhos pode ser vencido se
houver uma difusdo e imediata adocdo em massa sobre os principais pontos
envolvidos no controle e prevencdo da mastite e de procedimentos de higiene no
processo de obtencdo do leite, bem como a refrigeracdo imediata do mesmo
(SOUZA et al., 2008, p.78, 79, 80)



