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RESUMO

A mastite esta entre as doencgas do gado leiteiro que mais causam prejuizos
em todo mundo. Entre os agentes causadores estdo os patdogenos de origem
contagiosa Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae que mais contribuem
para 0 aumento da Contagem de Células Somaticas (CCS) em rebanhos
infectados.Desde a implantacdo da Instrucdo Normativa 51 ( IN 51/2002) do
Ministério da Agriculutura Pecuéaria e Abastecimento(MAPA) em 2005, pouco se
avangou em melhorias no parametro CCS dos rebanhos brasileiros, fazendo-se
necessario o levantamento da situacdo das regifes a fim de tracar estratégias
especificas para o controle da mastite e atendimento aos requisitos da legislacdo. O
objetivo do presente estudo foi estabelecer uma classificacdo baseada em risco
(dados probabilisticos) (risco) para presenca de S. aureus e S. agalactiae em
rebanhos bovinos leiteiros localizados Zona da Mata do Estado de Minas Gerais e
vinculados a uma cooperativa. O trabalho foi realizado utilizando a populacdo de
bovinos leiteiros vinculados a Cooperativa dos Produtores de Leite de Leopoldina de
Responsabilidade Ltda (LAC). A avaliagdo da dependéncia espacial entre as
coordenadas geograficas dos rebanhos e a média geométrica anual da contagem de
células sométicas foi realizada por meio de semivariogramas e 0sS mapas de
isolinhas por meio do método de Krigagem. Amostras para analise de CCS foram
coletadas mensalmente.Para o estudo de prevaléncia foram selecionados
aleatoriamente 43 rebanhos dos quais foram coletadas 3 amostras consecutivas de
cada rebanho para analises microbiologicas durante o periodo de junho de 2016 a
novembro de 2017. A andlise espacial apresentou grau de dependéncia espacial e
coeficiente de determinacéo fracos (GD<0,25; r’<0,13). A distribuicdo de frequéncia
da CCS mostrou que apenas 23,3% dos rebanhos atendem ao limite de 400.000
células/mL . A prevaléncia de S. aureus foi de 93% a de S. agalactiae de 81,4% néo
diferindo estatisticamente entre si. Dos 43 rebanhos analisados, em tres (7%) néo
houve isolamento de S.aureus e de S. agalactiae, cinco (11,6%) apresentaram
isolamento somente de S. aureus e 35 (81%) apresentaram isolamento de ambos
patdogenos. Nao houve rebanhos com isolamento somente de S. agalactiae. Dos
rebanhos sem isolamento destes agentes, a média de CCS foi de 224.000

células/mL, com isolamento somente de S. aureus a média de CCS foi de 447.000



células/mL, e para rebanhos com isolamento dos dois patégenos, S. aureus e S.
agalactiae, 794.000 células/mL. Os rebanhos sem isolamento ou somente com
isolamento de S. aureus estdo associados a CCS inferior a 400.000 células/mL e
rebanhos com isolamento de ambos os patdgenos estdo associados a CCS superior
a 400.000 células/mL. A utilizacdo da curva ROC para dados de CCS de rebanhos
associados ao estudo de prevaléncia de S. aureus e de S. agalactiae permitiu
classificar rebanhos em tres niveis de risco: baixo, médio e alto. A prevaléncia de S.
aureus e de S. agalactiae entre rebanhos foi considerada alta para ambos
patégenos, indicando que as medidas de controle para estes patdgenos ndo estdo
sendo realizadas de maneira eficiente. Nao foi observada diferenca entre as
prevaléncias de S. aureus e de S. agalactiae entre os rebanhos. Foi observada uma
associacdo entre a CCS dos rebanhos e a presenca de ambos os patdégenos,

permitindo desta forma uma classifica¢cado dos rebanhos.

Palavras chave: Mastite bovina. Epidemiologia. Contagem de Células Somaticas.



ABSTRACT

Mastitis is among the most damaging diseases in dairy cattle worldwide. Among the
causative agents are the pathogens of contagious origin Staphylococcus aureus and
Streptococcus agalactiae that contribute most to the increase of Somatic Cell Count
(SCCQC) in infected herds. Since the implantation of IN 51 in 2005, little progress was
made in improving the SCC in the Brazilian dairy herds, therefore it is necessary to
survey the mastitis situation of the regions in order to devise specific control
strategies for mastitis control and compliance with the legislation requirements . The
objective of the present study was to establish a risk - based classification (risk) for
the presence of S. aureus and S. agalactiae in dairy herds located in the Zona da
Mata of the State of Minas Gerais associated to a cooperative. The work was carried
out using the population of dairy herds of Cooperativa dos Produtores de Leite de
Leopoldina de Responsabilidade Ltda. (LAC).The evaluation of the spatial
dependence between the geographical coordinates of the herds and the annual
geometric mean of the somatic cell count was performed using semi-variograms and
isoline maps using the Kriging method. Milk samples for SCC analyses were
collected monthly. For the prevalence study, 43 herds were randomly selected and
three milk samples from each herd were collected for microbiological analyzes during
the period of June 2016 to November 2017. The spatial analysis presented degree of
spatial dependence and weak determination coefficient (GD <0.25; r2 <0.13) The
frequency distribution of CCS showed that only 23.3% of the herds met the limit of
400,000 cells / mL. The prevalence of S. aureus (93%) and of S. agalactiae (81.4%)
did not differ statistically from one another. Of the 43 herds analyzed, three (7%) was
no isolation of S. aureus and S. agalactiae, five (11.6%) had isolation only of S.
aureus and 35 (81%) presented isolation of both pathogens. There were no herds
with isolation of S. agalactiae. The mean SCC was 224,000 cels / mL, for the herds
with absence of S. aureus and S. agalactiae, and 794.000 cels/ mL when the this
two pathogens were present. The mean SCC for the herds with isolation only of S.
aureus was 447,000 cells / mL,. The abcense or isolation only S. aureus herds are
associated with CCS less than 400,000 cells / mL and herds with isolation of both
pathogens associated with CCS greater than 400,000 cells / mL. The use of the ROC

curve for herd CCS data associated to the study of S. aureus and S. agalactiae



prevalence allowed the classification of the herds at three levels of risk: low, medium
and high. The prevalence of S. aureus and S. agalactiae among herds was
considered high for both pathogens, indicating that the control measures for these
pathogens are not being carried out efficiently. There was no difference between the
prevalences of S. aureus and S. agalactiae among the herds. An association was
observed between the SCC of the herds and the presence of both pathogens, thus

allowing a classification of the herds.

Keywords: Mastitis bovine .Epidemiology. Somatic Cell Count.
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1 INTRODUCAO

A mastite € uma doenca endémica nos rebanhos leiteiros em todo o mundo e
causa, entre outros problemas, as maiores perdas econdmicas relacionadas as
doencas da producao (BENNET et al., 1999; HALASA et al., 2007). Anualmente, trés
em cada dez vacas leiteiras apresentam a forma clinica da doenca. Dos bovinos
acometidos, 7% séo descartados e 1% vai a Obito devido a doenca clinica (SMITH,
2006).

A contagem de células somaticas (CCS) é amplamente reconhecida como
indicador de saude da glandula mamaéria, pois reflete o estado de mastite subclinica
de vacas individuais e de rebanhos. Esse parametro vem sendo usado na avaliacéo
e monitoramento da saude da glandula mamaria em rebanhos leiteiros em diversos
paises (SCHUKKEN et al., 2003). Desde 2002, com a publicacdo da Instrucédo
Normativa 51 (IN51/2002) do Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA), a CCS comecou a fazer parte dos indicadores de qualidade do leite

estabelecidos na legislacdo brasileira (BRASIL, 2002b).

A partir do inicio da vigéncia da IN51/2002 em 2005, grandes captadoras de leite
no Brasil comecaram a pagar por qualidade e, consequentemente, foi observada
melhoria em relacdo a reducdo da contagem total de bactérias (CTB) (MARTINS et
al., 2004; BOTARO et al., 2011; CARDOSO, 2012). Entretanto, 0 mesmo néao foi
observado para a CCS ao longo do mesmo periodo. Mesmo em empresas que
pagam por qualidade, o percentual de rebanhos que ndo atendem o limite de
400.000 células/mL manteve-se constante. Nos Estados Unidos, foi observado que
no periodo de 1995 a 2008 houve a reducao de aproximadamente 27% para 22% de
rebanhos com média geométrica da CCS superior a 400.000 células/mL (UDDER,
2009). No Reino Unido, foram necessarios 22 anos para reduzir em 60% O0s
rebanhos com CCS superior a 400.000 células/mL (BRADLEY, 2002). As
informacgdes apresentadas mostram o grande desafio da pecuéaria leiteira brasileira,
considerando que aproximadamente 40 a 50% dos rebanhos possuem média
geométrica anual superior a 400.000 células/mL, considerando o tempo necessario

para reduzir em 5% e 60% de rebanhos com CCS superior a 400.000 células/mL
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nos Estados Unidos e Reino Unido, respectivamente (UDDER, 2009; BRADLEY,
2002).

As decisOes relativas ao controle da mastite baseiam-se no custo de casos
clinicos e subclinicos em relagdo aos custos dos procedimentos de manejo
(HALASA et al., 2007). Estas decisdes podem ser tomadas em trés niveis: 1) em
nivel de regido/pais; 2) em nivel de fazenda e 3) em nivel de quarto mamario/vaca.
Decisdes em nivel de regido/pais sdo aquelas relacionadas principalmente a
campanhas que incluem cole¢do de dados de CCS de individuos e rebanhos (base
de dados) de uma determinada regido e/ou populacdo especificas de rebanhos
bovinos leiteiros para avaliagdo da variacdo da CCS no tempo e no espaco (BEEK et
al., 1992; KEEFE et al., 1997; HALL et al., 2004; GAY et al., 2006; GAY et al., 2007).
Outro exemplo séo os estudos de prevaléncia de patdégenos contagiosos da mastite
entre rebanhos, que podem fornecer informagdes sobre a situacao epidemioldgica
da doenca em regides e/ou paises (USDA-APHIS, 2007; OLIVEIRA et al., 2013).
Decisdes em nivel de fazenda sdo aquelas relativas as medidas de controle e
prevencao da doenca adotadas para todos os animais de um mesmo rebanho, como
a realizacdo de desinfeccdo dos tetos antes e ap0s a ordenha e realizacao de linha
de ordenha (OSTERAS et al.,, 2005). Os beneficios destas medidas de controle
recaem sobre a reducdo na incidéncia de casos clinicos e subclinicos e na melhoria
da qualidade do leite do rebanho (DECKERS et al., 1996). Exemplos de medidas de
controle e prevencdo da mastite em nivel de individuo ou quarto mamario sdo
tratamentos especificos para determinados animais com mastite clinica e descarte

de vacas com infec¢ao cronica causado por S. aureus (HALASA et al., 2007).

Entre os agentes causadores de mastite dois sdo frequentemente isolados na
maioria dos rebanhos: Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. O
isolamento e importancia desses patégenos em rebanhos bovinos leiteiros, bem
como a variacdo da CCS em funcdo destes patégenos, tém sido relatados por
diversos autores (HARMON, 1994; DJABRI et al.,, 2002; SOUZA et al.,, 2009).
Mastites causadas por estes patdgenos resultam em grandes variagdes no aumento
da CCS de vacas e consequentemente de rebanhos. Além disso, rebanhos com alta
prevaléncia destes patdgenos apresentam constantemente alta CCS (HARMON,
1994; KEEFE, 2012), principalmente por serem patdégenos que se caracterizam pela

ocorréncia de infecgbes cronicas. O controle e prevencdo destes patdgenos da
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mastite sdo fundamentais para a reducdo do impacto econdmico bem como o
atendimento ao limite maximo estabelecido para 2018 na legislacdo de 400.000

células/mL.

Rebanhos bovinos localizados em determinada regido e/ou vinculados a
associacdo de produtores, cooperativas ou industrias podem realizar o controle e
prevencdo de patdgenos contagiosos da mastite em nivel de regido por meio da
avaliacdo no tempo e no espaco da CCS e da prevaléncia de patdgenos contagiosos
entre rebanhos. A estruturagdo de uma base de dados com informacdes
relacionadas a CCS, prevaléncia de patdgenos contagiosos e a relacdo entre a CCS
e estes patdégenos pode auxiliar na classificacdo probabilistica individual destes
rebanhos em relacdo a presenca destes patdgenos. Esta informacdo seria
importante para auxiliar na definicdo da frequéncia e tipos de exames e das medidas
de controle e prevencdo especificas de acordo com os patégenos em nivel de
rebanho e regido. O objetivo do presente estudo foi estabelecer uma classificacédo
baseada em risco (dados probabilisticos) (risco) para presenca de S. aureus e S.
agalactiae em rebanhos bovinos leiteiros localizados Zona da Mata do Estado de

Minas Gerais e vinculados a uma cooperativa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Modelar e estruturar uma base de dados que permita realizar o
monitoramento sistematico da saude da glandula mamaria de rebanhos bovinos,
para auxiliar o setor produtivo na tomada de decisdo no controle e prevengao da
mastite em nivel de regido e de rebanho.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estruturar uma base de dados com informacdes relativas a
localizac&o geografica e contagem de células somaticas de rebanhos para
0 monitoramento temporal e espacial da saude da glandula mamaria de

bovinos leiteiros;

2. Ildentificar areas com caracteristicas comuns em termos de
contagem de células sométicas (clusters) em uma populacao especifica de

rebanhos bovinos;

3. Estimar a prevaléncia de patégenos contagiosos da mastite (S.
aureus e S. agalactiae) em uma populacdo especifica de rebanhos

bovinos;

4. Estabelecer um sistema de classificacdo baseado em risco para
presenca de S. aureus e S. agalactiae com base na variacdo da CCS e
prevaléncia destes patégenos em uma populacao especifica de rebanhos

bovinos leiteiros.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 GLANDULA MAMARIA E MASTITE

Embora o Ubere da vaca pareca ser uma Unica unidade, ele é constituido de
quatro glandulas mamarias distintas que funcionam independentemente.
Normalmente, os quartos anteriores pesam cerca de dois tergcos dos quartos
posteriores, 0 que se traduz em maior producdo de leite nos posteriores. As
glandulas do mesmo lado apresentam intercomunicacao de vasos sanguineos e sao
separadas apenas por um tecido conjuntivo. No entanto as glandulas do lado
esquerdo sdo completamente separadas daquelas do lado direito pelo ligamento
suspensorio medial, apresentando suprimento sanguineo, nervoso e ligamentos

suspensarios distintos (Figura 1).

Figura 1. Anatomia do UuUbere bovino. 1. membrana delgada; 2: ligamento
suspensorio medial. Fonte: FONSECA e SANTOS, 2001.

A glandula mamaria é composta por dois tipos de tecido: o tecido conjuntivo,
que pode ser fibroso ou adiposo, e o tecido secretor, que é formado pelas células

epiteliais secretoras de leite. O tecido secretério basico, também chamado de
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7

parénquima da glandula mamaria, € representado pelo alvéolo. Cada alvéolo
apresenta todas as estruturas necessarias para a sintese e escoamento do leite
para o sistema de ductos, e posteriormente para cisterna da glandula e do teto
(Figura 2) (FONSECA e SANTOS, 2001).

Alveoli

Lobo
5
T P S PR
ae— Capsula de tecido
conjuntivo
Lébulo contendo

alvéolos

Ducto secundario

Ducto primario

Cisterna da glandula
(400 ml)

N / e Cisterna da teta (30-40 mi)
Sangue t‘;_»

venoso =T

Esfincter da teta

Canal da teta

Figura 2. Sistema de ductos e estrutura do alvéolo. Fonte: HOMAN e WATTIAUX,
1995.

A entrada de microrganismos pelo esfincter do teto na glandula mamaéaria
pode resultar em mastite (SMITH, 2006), que é definida como a inflamacdo da
glandula mamaria, podendo ser causada por bactérias, leveduras e algas
(BRADLEY, 2002), sendo as bactérias as principais causadoras. A mastite pode ser
classificada quanto a sua forma de manifestacdo, sendo clinica ou subclinica, e

guanto a sua origem, ambiental ou contagiosa.

A forma clinica apresenta sinais evidentes, tais como edema, hipertermia,
endurecimento e dor da glandula mamaria e/ou aparecimento de grumos, pus ou
alteracbes das caracteristicas do leite. A forma subclinica se caracteriza por
aumento do numero de células, principalmente os neutréfilos, e alteracdo na
composicédo do leite, porém néo evidentes. Entre as principais alteracdes destaca-se
0 aumento da CCS, o aumento dos teores de cloreto de sodio (NaCl) e aumento das
proteinas seéricas, diminuicdo do percentual da caseina, da gordura, dos solidos

totais e da lactose do leite. Cabe ressaltar que a mastite subclinica apresenta
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prevaléncia muito maior que a clinica. Dessa forma, considera-se que, em média, a
mastite subclinica é responsével por 90 a 95% dos casos da doenca (FONSECA e
SANTOS, 2001). Deve-se ressaltar que a mastite de qualquer forma ou intensidade
reduz a producédo leiteira, ocorrendo em muitos casos a perda de uma ou mais

glandulas mamérias que se tornam afuncionais. (TOZZETI et al, 2008).

Quanto a origem do patégeno e a forma de transmisséo, a mastite ambiental
€ causada por patdgenos presentes no meio ambiente, sendo 0s principais
Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp. e Streptococcus spp. (FONSECA e
SANTOS, 2001). A transmissdo pode ocorrer no momento da ordenha, nos
intervalos entre ordenhas e no intervalo entre os partos. Geralmente sua forma de
apresentacao é clinica, promovendo elevacdo momentanea da CCS, ja que o agente

€ mais facilmente eliminado de forma espontanea (RADOSTITS, 1994).

A mastite contagiosa tem 0s quartos mamarios como reservatorio primario
dos patdégenos, mas eles também podem ser encontrados na pele, no trato
respiratorio e geniturinario dos animais (SMITH, 2006). O momento da ordenha é
determinante para a transmissao destes patégenos entre os animais em lactacdo. E
caracterizada por provocar infec¢bes subclinicas, provocando elevacdo da CCS
(RADOSTITS, 1994). Os principais agentes contagiosos sdo S. aureus,
Staphylococcus coagulase negativo, S. agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e
Corynebactrium bovis (FONSECA e SANTOS, 2001).

O diagnéstico da mastite clinica pode ser realizado a partir do exame fisico do
Ubere e a observacdo do leite através do teste da caneca de fundo escuro pela
alteracdo na aparéncia do leite. JA a mastite subclinica pode ser diagnosticada
através de exames microbioldgicos, da condutividade elétrica, da CCS ou do
California Mastitis Test (CMT) (TOZZETTI et al., 2008).

O exame microbiolégico ou cultura bacteriana do leite total do rebanho,
usando meios de cultura seletivos, € um método sensivel e especifico para verificar
a presenca da infeccdo por S. aureus e S. agalactiae no rebanho. Este método tem
sido usado no Brasil em outros paises para realizacdo de estudos de prevaléncia,
monitoramento de patdgenos contagiosos e triagem de rebanhos (BRITO et al,
1998, ANDERSEN, et al., 2003; USDA-APHIS, 2007; OLIVEIRA et al., 2013).
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3.2 PRINCIPAIS AGENTES CAUSADORES DE MASTITE CONTAGIOSA

3.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus destaca-se por ser um dos agentes mais importantes
causadores de mastite em bovinos. Possui capacidade de produzir fatores de
viruléncia que o auxiliam na sobrevivéncia em diferentes hospedeiros e regifes do
corpo (CONRADI, 2014). Entre as caracteristicas morfo-fisiolégicas de S. aureus,
destacam-se as seguintes: sdo cocos Gram positivos, coagulase positivos, a ou [3-
hemoliticos, utilizam maltose e manitol e formam colbénias pigmentadas. Podem
apresentar polimorfismo, 0 que acarreta muitos problemas para o controle das
infeccbes, uma vez que afetam diretamente o sistema imunolégico da vaca e sua
suscetibilidade as mesmas (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).

Em levantamentos epidemiolégicos nacionais e internacionais, S. aureus esté
presente em 50% das infeccbes da glandula mamaria de bovinos leiteiros
(FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004). De acordo com o Conselho Nacional de Mastite
(NMC) dos Estados Unidos da América (EUA), rebanhos leiteiros que ndo adotam
medidas de controle para mastite apresentam cerca de 50% das vacas infectadas,
em média, em dois quartos (NMC, 1996). As estimativas brasileiras apontam valores
de 20%, 38% e até 71% para a prevaléncia da doenca em rebanhos dos estados de
Minas Gerais e S&do Paulo (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).

z

Na maioria dos paises, S. aureus é a causa predominante de mastite
subclinica e também é frequentemente isolado de mastite clinica (BRAMLEY e
DODD, 1984). Mastites causadas por S. aureus podem variar de forma subclinica a
hiperaguda, tendo a forma subclinica crénica com episodios clinicos como a mais
observada (QUINN et al., 2002). Os casos de mastite subclinicos e crbénicos sao de
longa duracgdo, podendo persistir por semanas ou meses. Resultam em atrofia do
alvéolo mamario, fibrose e formacdo de micro abscessos, 0 que limita a acao
fagocitica de células e a acdo de antibidticos, causando infecgbes profundas no

tecido mamario, com episodios de liberacdo de bactérias dos quartos mamarios
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infectados acompanhados de altas CCS (PYORALA, 1995; QUINN et al., 2002)
(Figuras 3 e 4).

Infecg3o Reagdo Inflamatéria

Tecido Fibroso Atrofia do Parénquima

Figura 3. Visualizacdo macroscopica das lesbes da glandula mamaria em casos

cronicos de mastite por Staphylococcus aureus. Fonte: www.rehagro.com.br Acesso

em janeiro 2018.
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Figura 4. Esquema ilustrativo da infecgéo intramamadria por Staphylococcus aureus.

Fonte: www.rehagro.com.br. Acesso em janeiro de 2018.
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As mais importantes fontes de infecgéo para S. aureus dentro do rebanho séo
as glandulas mamarias infectadas, o ducto do teto colonizado, os tetos lesionados
infectados, o conjunto de teteiras do equipamento de ordenha, o pano comum para
secar tetos e méos do ordenhador, sendo o0 momento da ordenha o mais importante
na transmissao de S. aureus entre vacas (BRAMLEY e DODD, 1984).

O tratamento com antibiodtico dos casos clinicos frequentemente falha em
eliminar o estado de infec¢do pelo patdgeno em questao, particularmente em vacas
mais velhas e com histdrico de episddios clinicos recidivos da doenca (BRAMLEY e
DODD, 1984; BRAMLEY, 1992). A infeccdo crbnica causada por S. aureus é
considerada como critério para o descarte de vacas do rebanho e este procedimento
€ a principal medida de controle e prevencdao em rebanhos com alta prevaléncia
(KEEFE, 2012).

3.2.2 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae € um agente altamente infeccioso e pelo fato de sobreviver
somente na glandula mamaria € chamado de “parasita” obrigatério da glandula
mamaria. Coloniza a superficie da glandula provocando lesdes teciduais durante seu

crescimento e multiplicacdo, mas néo invade o tecido secretor como S. aureus.

S. agalactiae foi o primeiro microrganismo reconhecido como causa de
mastite, em 1896 (ELVINGER e NATZKE, 1992). A infec¢do por este agente pode
resultar em infec¢do clinica aguda até subclinica crénica (BRAMLEY e DODD,
1984). O curso da infec¢@o é semelhante ao da infecgéo cronica subclinica causada
por S. aureus, com ciclos de liberacdo de bactérias acompanhados de alta CCS
(KEEFE, 2012; QUINN et al., 2002). S. agalactiae produz alta CCS em animais
individuais, o que influencia significativamente na CCS do rebanho (KEEFE, 2012).
Este patogeno localiza-se somente na glandula mamaria, com sobrevivéncia restrita
fora do Ubere e é altamente sensivel a penicilina. Devido a estas caracteristicas tem
sido erradicado até mesmo de alguns paises (KEEFE, 2012). Sua transmissao
ocorre entre 0s animais durante o momento da ordenha principalmente por fomites e

bezerros, por meio do leite contaminado (KEEFE, 2012).
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Pautados nestas caracteristicas, alguns paises tém trabalhado em programas
regionais ou nacionais com o objetivo de erradicar S. agalactiae. A presenca deste
patdgeno no rebanho foi associada a penalidades relacionadas ao ndo atendimento
dos limites minimos para CCS do rebanho no Canada e residuo de antibiético no
leite, de outubro de 1992 a marco de 1993 (KEEFE, 2012). Para que S. agalactiae
seja eliminado de um rebanho, é recomendada a chamada blitz terapia, ou seja,
todos os animais infectados sédo tratados simultaneamente com antibidtico
intramamario, com o objetivo de reduzir a prevaléncia entre os animais até eliminar o
agente do rebanho (CRUZ et al., 2004; KEEFE, 2012; MENDONCA et al., 2018).

Quando um rebanho esta infectado com S. agalactiae, geralmente h4 uma
alta prevaléncia de animais infectados dentro do rebanho devido a alta liberacdo de
bactérias pela glandula mamaria, podendo causar aumento na Contagem Bacteriana
Total (CTB) (KEEFE, 2012). Entre 1976 e 1982, um 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, 2012). 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., 1992). E
importante ressaltar que o foco de controle de S. agalactiae esta na erradicacao por
meio do tratamento dos animais infectados e, quando necesséario, o descarte
(KEEFE, 2012; OLIVEIRA et al., 2013).

3.3 LEGISLACAO E EVOLUCAO DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS EM REBANHOS
BOVINOS NO BRASIL

Em 2002 foi publicada a Instrugdo Normativa 51 (IN 51/2002) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) no intuito de aperfeicoar e
modernizar a legislacdo federal com relacdo a definicdo de requisitos minimos de
qualidade para indicadores composicionais e higiénico-sanitarios do leite cru
produzido no Brasil. A nova legislacdo entrou em vigor no ano de 2005, para as
regides Sul, Sudeste e Centro Oeste, e em 2007 para as regides Norte e Nordeste,

sendo os limites de CCS reduzidos ao longo de seis anos, tempo estimado como
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suficiente para que a maioria dos produtores pudessem se enquadrar na nova
legislacao (Tabela 1)(Brasil, 2002 b).

Tabela 1. Limites maximos estabelecidos na Instrucdo Normativa 51/2002 do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento para contagem de células
somaticas (CCS) de rebanhos de acordo com as Regides do Brasil e periodo

estabelecido para reducéo.

A partir de

Sul, Sudeste e

Julho de 2005 Janeiro de 2008 Julho de 2011
Centro Oeste
Norte e Nordeste Julho de 2007 Janeiro de 2010 Julho de 2012

Limites maximos
CCS (x 1.000
1.000 750 400

células/mL)

CCS: contagem de células somaticas. Fonte: Adaptado de Brasil, 2002.

Para avaliar e monitorar a qualidade do leite produzido nos rebanhos bovinos
brasileiros foi instituida a Rede Brasileira de Laboratérios de Controle de Qualidade
do Leite (RBQL), por meio da Instrucdo Normativa 37, de 2002 do MAPA (BRASIL,
2002a). O monitoramento dos indicadores de qualidade do leite, especificamente a
CCS dos rebanhos bovinos analisados pela RBQL de 2005 a 2011, mostra que nao
houve grandes variagcbes em relacdo aos limites estabelecidos na IN51/2002,
sugerindo que pouco se avancou na melhoria deste indicador de qualidade do leite.
As andlises dos resultados de CCS durante este periodo mostram uma situacéo
preocupante, pois aproximadamente 40 a 50% das amostras ndo atendem os limites
estabelecidos na legislacéo, de 400.000 células/mL (DURR et al., 2004; MESQUITA
et al., 2006; BARBOSA et al., 2008; SOUZA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2017)

Durante o periodo de 2008 a 2011 também foi observado que o percentual de
rebanhos que néo atendiam aos limites estabelecidos na IN51/2002 continuava o
mesmo para CCS e CTB. Desta forma, a publicacdo da Instrugcdo Normativa 62 do
Mapa, de 29/12/2011 (IN62/2011) (BRASIL, 2011) foi uma resposta as dificuldades

ocorridas para a implantagcdo da IN51/2002 (Tabela 2). Essas medidas, apesar de
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positivas por estender os prazos para atendimento aos limites de CCS e CTB, nao
foram a solucdo para os problemas e sim apenas a aceitacdo da realidade de que
muitos produtores de leite no Brasil, no momento, ndo tém condi¢cdes de atender a
legislacdo apresentada (SILVA, 2012; RODRIGUES et al., 2017)

Tabela 2. Limites maximos estabelecidos na Instrugdo Normativa 62/2011 do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento para contagem de células
somaticas (CCS) de rebanhos de acordo com as Regides do Brasil e periodo

estabelecido para reducéo.

A partir de
Julho de Janeiro de Julho de Julho de
Sul, Sudeste e Centro Oeste
2008 2011 2014 2016
Julho de Janeiro de Julho de Julho de
Norte e Nordeste
2010 2013 2015 2017
Limites maximos
CCS (x 1.000 células/mL) 750 600 500 400

Fonte: Adaptado de Brasil, 2011.

Um estudo realizado pela Clinica do Leite na ESALQ/USP mostrou a
evolucdo da CCS de 2006 a 2015 de industrias processadoras de leite dos estados
de Minas Gerais, S&o Paulo, Goias, Parana, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul,
Ceara e Bahia (Tabela 3). Este estudo mostrou ndo haver qualquer evolucdo na
reducdo da CCS dos rebanhos brasileiros estudados neste periodo (CLINICA DO
LEITE, 2016).

E novamente, em 3 de maio de 2016, o MAPA publicou a Instrugdo Normativa
7 (IN7/2016), que altera a IN n. 62/2011, estendendo os prazos estipulados por mais
dois anos. Com isso, as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste deverdo se adequar as
normas até julho de 2018, e as regides Norte e Nordeste em julho de 2019 (Tabela
4).
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Tabela 3. Evolucdo das médias aritmética e geométrica de CCS (em mil células/mL)

de industrias que enviaram amostras para a Clinica do Leite no periodo de 2006 a

2015.

CCS (x 1.000 células/mL)

Ano

2006

2007

2008

2009

2010

2011

2012

2013

2014

2015

Média Aritmética

485

487

498

530

544

547

356

513

529

593

Média Geométrica

341

345

348

373

389

389

356

352

358

400

CCS: contagem de células somaticas. Fonte: CASSOLI et al, 2016.

Tabela 4. Limites maximos estabelecidos na Instrucdo Normativa 7/2016 do

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para contagem de células

somaticas (CCS) de rebanhos de acordo com as Regides do Brasil e periodo

estabelecido para reducéo.

A partir de
Julho de Janeiro de Julho de Julho de
Sul, Sudeste e Centro Oeste
2008 2011 2014 2018
Julho de Janeiro de Julho de Julho de
Norte e Nordeste
2010 2013 2015 2019
Limites maximos
CCS (x 1.000 células/mL) 750 600 500 400

Fonte: Adaptado de Brasil, 2016.
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3.4 AVALIAGAO ESPACIAL DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DE REBANHOS
BOVINOS

O desenvolvimento e expansao de sistemas de monitoramento tem sido
significativo devido ao grande progresso, sofisticacéo e disponibilidade de métodos
estatisticos, softwares, computadores e habilidade em trabalhar com grandes bases
de dados, que permitem quantificar e identificar relagbes temporais e espaciais que
auxiliam na tomada de decisdo no controle de doencgas (LEBLANC et al., 2006). Em
funcdo dos recursos tecnoldgicos disponiveis atualmente e a aplicacdo de métodos
estatisticos e geoestatisticos, é possivel realizar um monitoramento temporal e
espacial da CCS em funcdo dos limites estabelecidos na legislacdo bem como
identificar areas de risco com caracteristicas comuns em termos de CCS e sua
variacdo ao longo do tempo (GAY et al., 2006; GAY et al., 2007). Estes mapas de
CCS de rebanhos podem ser usados pelo setor publico e privado na tomada de
decisdo em nivel de regido de um estado ou pais, com foco na reducdo de CCS em
areas consideradas criticas ou prioritarias. Estudos realizados nos Estados de
Rondbnia e Espirito Santo (SOUZA et al.,, 2012b) mostraram regides com
caracteristicas comuns em termos de CCS, identificando areas com contagens

superiores a 400.000 células/mL (Figura 5).

Governador Jorge Teaeka

ontagem de celulas
somaticas

x.1000 celulas (mL)
B 164 - 250

251 - 400

C———Metros I 401 - 524
[ Municipios, RO

Figura 5. Mapa da bacia leiteira de Ji Parana, Rondonia, e a localizacdo de regides
com rebanhos bovinos leiteiros com baixa, média e alta contagem de células

somaticas na regido avaliada. Fonte: OLIVEIRA, 2013.
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3.5 [ESTUDOS DE PREVALENCIA E SISTEMAS DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA PARA
PATOGENOS CONTAGIOSOS DA MASTITE

Estudo realizado nos Estados Unidos em 2007 (USDA, 2008) estimou a
prevaléncia dos patdgenos contagiosos entre 0os rebanhos leiteiros. S. aureus foi o
patdgeno contagioso com maior prevaléncia nos rebanhos, estando presente em

43% dos rebanhos e S. agalactiae em 2,6% dos rebanhos.

No Brasil estudos de prevaléncia mostram o quanto nossos rebanhos ainda
estdo distantes de atingir um controle razoavel de saude da glandula mamaria
relacionado aos patdgenos contagiosos, principalmente S. agalactiae. Estudo
realizado nos Estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro mostraram prevaléncias
para S. aureus de 93% e para S. agalactiae de 41% em rebanhos compostos por
animais da raca Holandesa (OLIVEIRA, 2013).

Do ponto de vista de pais, estado e regido, o desenvolvimento de ferramentas
para tomada de decisfes para sistemas de vigilancia epidemioldgica, pode ser uma
estratégia para acfes governamentais visando a melhoria da qualidade do leite. Um
exemplo bastante ilustrativo ocorreu na Dinamarca, onde desde 1963 existe um
sistema de vigilancia epidemiologica para S. agalactiae em rebanhos bovinos. A
partir do momento que um rebanho era identificado como positivo, a erradicacao do
patdgeno foi obrigatoria até 1988. Entretanto, em 1995, a contribuicdo do governo
dinamarqués no diagnoéstico dos rebanhos e animais parou e houve mudangas no
programa, principalmente na regulamentacdo de movimentacdo de animais para
comércio, participacdo de feiras e exposicbes e comunicacdo de rebanhos
infectados (KATHOLM e RATTENBORG, 2010). Assim, resultados de sucessivos
estudos de prevaléncia entre rebanhos para S. agalactiae no periodo de 1989 a
2000 variou entre 1 e 2%. Desde 2000, tem sido observado um aumento gradual na

prevaléncia de rebanhos infectados, chegando a 5,7% em 2008 (Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo de sucessivos estudos de prevaléncia de S.agalactiae entre
rebanhos bovinos na Dinamarca, no periodo de 1989 a 2009. Fonte: KATHOLM e
RATTENBORG, 2010.

O aparecimento de novos rebanhos infectados por S. agalactiae na
Dinamarca é preocupante e deve haver uma campanha para encorajar 0s
proprietarios destes rebanhos na erradicagdo do patdgeno. Neste particular,
percebe-se a importancia do sistema de vigilancia epidemiolégica para S. agalactiae,
no qual os sucessivos estudos de prevaléncia mostram uma tendéncia de aumento e
identificacdo de rebanhos infectados o mais rapidamente possivel e auxiliando
governo, cooperativas, industrias, associacdo de produtores e produtores na tomada
de decisdo em nivel de rebanho na prevencdo, controle e erradicacdo deste

patogeno (KATHOLM e RATTENBORG, 2010).

Outro ponto importante levantado por meio do sistema de vigilancia
epidemioldgica foi a tendéncia observada de aumento do nimero de rebanhos
infectados na Dinamarca a partir do momento que ndo houve obrigatoriedade na
erradicacdo do patdégeno e mudancas nas normas relativas ao programa de
erradicacao, ressaltando a suspensdo do pagamento dos exames para diagnostico
pelo governo. O sistema de vigilancia epidemioldgica para S. agalactiae mostrou ser

uma ferramenta importante para orientar produtores em relacdo ao estado de
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infeccdo dos rebanhos. Entretanto, a metodologia necesséria para estabelecer um
sistema de vigilancia pode ser aplicada para um sistema de monitoramento do S.
aureus, tendo em vista a maior dificuldade de eliminacdo deste patdogeno do rebanho

por meio de tratamento intramamario.

O objetivo dos sistemas de monitoramento e vigilancia epidemiolédgica
veterinaria é gerar informacao pertinente e promover 0 seu uso, com proposito de
tomar medidas de melhoria da saude dos animais e rebanhos. Entre os objetivos
especificos estdo a deteccdo de variagcdes de tendéncias, como foi observado na
Dinamarca, tracar o perfil da enfermidade em uma populagéo especifica, priorizar os
problemas em funcdo da distribuicdo temporal e espacial da doenca e agir em
funcdo do diagndstico da situacdo. Dentre as estratégias e acbes do sistema de
vigilancia epidemiolédgica veterinéria estdo a coleta, a analise e a disseminagcédo de
informagOes relevantes para a prevencdo, controle e erradicacdo de doencas
(STARK et al., 2006)

O monitoramento de populacdes especificas geralmente é realizado por meio
de estruturacdo de banco de dados para armazenamento de informagfes em
equipamentos de tecnologia da informacdo (TI). Estes dados sdo analisados e
interpretados por meio de programas estatisticos e de georreferenciamento, para
disseminacédo de informacgdes, recomendacdes e acdes. Os sistemas de vigilancia
epidemiologica devem ser avaliados em relacdo ao investimento e retorno que
promovam, ou seja, em relacdo ao custo e ao beneficio proporcionado por este
sistema. Sistemas de vigilancia epidemiolégica baseados em risco ou informacdes
prévias da enfermidade podem ser mais eficientes, ou seja, identificar os casos de
animais ou rebanhos infectados com o menor custo possivel (STARK et al., 2006).
Portanto, informacdes prévias sobre a prevaléncia da doenca, distribuicdo espacial e
fatores de risco podem auxiliar no delineamento e estruturacdo de sistemas de
vigilancia epidemiolégica baseado em risco, que podem ser mais eficientes por
possuir alta sensibilidade na identificagdo de rebanhos infectados com o menor

custo possivel.

Com base nas principais formas de controle recomendadas para 0s
patdogenos contagiosos da mastite, conhecer o padrdao de infeccdo do rebanho é
fundamental para a definicdo da estratégia correta para a adogéo de descartes e/ou

tratamentos de animais, tendo em vista que o padréo de infeccdo do rebanho pode
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ser S. aureus e/ou S. agalactiae. Entretanto, € necessario também conhecer a
prevaléncia entre rebanhos e entre animais de um rebanho para poder direcionar a

tomada de decisdo em nivel de regido e rebanho, respectivamente.

A tomada de decisdo em nivel de regido ficard a critério da cooperativa,
indUstria e associacdo, em relacdo a forma de comunicacdo dos resultados,
definicdo e ado¢cdo de uma campanha ou programa com objetivos e metas definidos,
investimentos necessarios, possiveis intervencdes e avaliacdo de custo/beneficio. A
tomada de decisdo em nivel de rebanho fica a critério do produtor vinculado a
cooperativa, industria ou associacdo em relagdo a participar da campanha ou
programa, adotar o descarte e/ou tratamento de animais com mastite clinica e
subclinica, realizar monitoramento e vigilancia de patdégenos contagiosos da mastite
por meio de analises laboratoriais peridodicas e o0 custo/beneficio destes
procedimentos de controle. Como estes patdégenos exercem uma grande influéncia
sobre a CCS, a reducdo da CCS de rebanhos passa necessariamente por estudos
de prevaléncia com objetivo de quantificar a presenca destes patdgenos entre
rebanhos e entre animais dentro de um rebanho. Em relacdo a amostragem
realizada para o estudo de prevaléncia, a amostragem aleatoria estratificada por
regido, classificada em funcdo da CCS, pode mostrar diferenca na prevaléncia
destes patégenos de acordo com a regidao (OLIVEIRA, 2013), gerando informacéao
que pode auxiliar as cooperativas, as industrias e as associacfes na tomada de
decisdo em nivel de regido.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado utilizando a populacdo de bovinos leiteiros vinculados
a Cooperativa dos Produtores de Leite de Leopoldina de Responsabilidade Ltda.
(LAC), com 123 tanques de expansao, no periodo de 2014 a 2017. Durante este
periodo, a cooperativa enviou amostras de leite de todos os tanques de expanséo
para o Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite, para

realizacdo da contagem de células somaticas em atendimento a IN 51/2002.

4.1 ANALISE ESPACIAL DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DE REBANHOS BOVINOS
LEITEIROS

As coordenadas geograficas dos tanques de expansao foram obtidas através
de levantamento realizado previamente pela cooperativa em cumprimento a

legislacdo do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2011).

A avaliacdo da dependéncia espacial entre as coordenadas geograficas dos
rebanhos com tanque individual e a média geométrica anual da contagem de células
somaticas foi realizada por meio de semivariogramas e 0s mapas de isolinhas por
meio do método de Krigagem, conforme descrito por Vieira (2000) e aplicado por
Souza et al. (2012a; 2012b) e Oliveira (2013).

4.1.1 Analise geoestatistica
As informac6es utilizadas para a analise geoestatistica consideram a hipotese

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

hipotese intrinseca e do célculo da semivariancia g(h) estimada pela equacéo 1:
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em que N(h) é o numero de pares dos valores medidos Z(xi) , Z(xi+h), separados por
um vetor h. E esperado, segundo Vieira (2000), que medi¢des localizadas proximas
sejam mais parecidas entre si do que aquelas separadas por grandes distancias, isto
€, que aumente y (h) com a distancia h até um valor maximo, no qual se estabiliza
em um patamar correspondente a distancia limite de dependéncia espacial, sendo o
alcance. Medic0Oes localizadas a distancias maiores que o alcance terdo distribuicao
aleatdria, razdo pela qual serdo independentes entre si. Os semivariogramas com
dependéncia espacial foram ajustados com o modelo matematico de melhor
correspondéncia. Os programas computacionais e procedimentos para construcéo e
ajuste do modelo do semivariograma foram desenvolvidos por Vieira et al. (2000).

Calculou-se o grau de dependéncia espacial (GD), que é a proporcdo em
porcentagem do partial sill (C1) em relacdo ao patamar (CO+C1l) (Equacado 2),
sendo, segundo Zimback (2001) e Trangmar et al. (1985), dependéncia fraca <25%,

dependéncia moderada entre 26% a75% e dependéncia forte > 75%.

GD = ‘.:C_] £100
o 2)

Uma vez que o semivariograma representa a variabilidade espacial dos
dados, a andlise geoestatistica permitiu a analise dos dados, comparando-se 0s
parametros de ajuste dos semivariogramas para cada uma das variaveis estudadas.
Havendo dependéncia espacial demonstrada pelo semivariograma, podem-se
estimar valores para qualquer outro local que ndo foi amostrado, usando-se a
krigagem, que, segundo Vieira et al. (2000), estima os valores com condi¢bes de
nao tendenciosidade e com desvios minimos em relacao aos valores conhecidos, ou

seja, com variancia minima (Equacao 3):

3)

E que vy (Xi, Xj) é a semivaridncia estimada, usando o modelo ajustado ao
semivariograma, correspondente a distancia entre os pontos localizados na posi¢cao
Xi e Xj e y (Xi, X0) & a semivariancia correspondente a distancia entre os pontos
localizados na posicédo Xi e X0. Valores de peso 1 e um valor do multiplicador de

Lagrange, m, associado com a minimizagdo da varidncia, sdo gerados e com 0s
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valores de 1li podem-se estimar valores (Z) no espaco amostrado para qualquer
posicdo X0. Com os valores estimados (Equacao 4), foram construidos mapas de
isolinhas, em funcdo da coordenada geografica através do sistema de informacéo
geografica ArcGIS (ESRI, 2005). O uso da krigagem como interpolador permite
mostrar a variabilidade espacial de determinada area, pois a partir dela € possivel a
construcéo de mapas de isolinhas.

Z°(x,) = E_ 7. Z(X,)

4.2 [ESTUDO DE PREVALENCIA DOS PATOGENOS

4.2.1 Calculo do tamanho da amostra
A amostragem da populacao alvo (universo amostral = 212 rebanhos) para

estimar a prevaléncia de patdgenos contagiosos da mastite (S. aureus e S.
agalactiae) foi realizada por meio de amostragem aleatéria simples. O calculo da
amostragem foi realizado de acordo com a férmula descrita por Petrie e Watson
(2009) e usando o programa Epitools® (SERGEANT, 2014). Os parametros usados
para a realizacdo da amostragem foram: prevaléncia esperada entre rebanhos para
0s patdgenos contagiosos da mastite de 50%. O erro amostral de 15% e o nivel de
significancia de 95% foi usado. O calculo do nimero de rebanhos necessarios para
o estudo com os parametros informados foi 36. Para realizacdo do estudo, foram
selecionados 43 rebanhos com o propoésito de que caso saisse algum rebanho do

estudo, o nimero minimo de 36 rebanhos fosse mantido.

4.2.2 Relacao entre a contagem de células sométicas (CCS) de rebanhos e
isolamento de patdgenos contagiosos da mastite
As CCS dos rebanhos foi transformada para logl0 para comparacdo de

médias, de acordo com os resultados do isolamento dos patégenos contagiosos da
mastite, por meio da andlise de variancia (ANOVA) e caso houvesse diferenca, a
identificacdo destas pelo teste de Bonferroni.

A categorizacédo dos dados de CCS foi feita em dois grupos, sendo um grupo
composto por rebanhos com a média geométrica anual inferior ou igual a 400.000
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células/mL e outro superior a 400.000 células/mL, para avaliacdo da associacao
entre CCS e perfil de isolamento dos patdégenos nos rebanhos. O limite de 400.000
células/mL foi definido com base no menor limite maximo permitido para CCS
estabelecido na legislacéo. Para avaliar a associacéo entre as categorias de CCS e
perfil de isolamento dos patégenos contagiosos da mastite (perfil epidemiolégico) foi
utilizado o teste do qui-quadrado. Para mostrar a relagdo entre a sensibilidade e a
especificidade dos resultados de CCS do rebanho em relacdo ao isolamento de S.
aureus e/ou S. agalactiae foi usada o conceito de curva ROC (Receiver Operating

Characteristic).

4.3 COLETA E ANALISE DE AMOSTRAS

4.3.1 Anélise da contagem de células somaticas de rebanhos
Foram coletadas mensalmente amostras de leite de todos os tanques de

expansdo da cooperativa para analise da CCS no periodo de abril de 2014 a
novembro de 2017. As amostras foram coletadas em frascos de 50 mL contendo
conservante 2-bromo 2-nitropropano 1,3-diol (Bromopol), de acordo com o0s
procedimentos descritos por Brito (2001). As amostras de leite foram acondicionadas
em caixas isotérmicas com gelo reciclavel logo apds a coleta e transportadas para o
Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de leite para analise de CCS.
A CCS dos rebanhos foi realizada pelo método de citometria de fluxo em
equipamento automatizado (Bentley — Somacount 300), de acordo com o IDF
(2006).

4.3.2 Analise microbioldgica
Foram coletadas 3 amostras de leite do tanque de expanséo de cada um dos

43 rebanhos selecionados, no periodo de junho de 2016 a novembro de 2017,
totalizando 129 amostras para isolamento de S. aureus e S. agalactiae para o estudo
de prevaléncia. Este procedimento de trés coletas tem como objetivo alcancgar o
maximo de sensibilidade e especificidade para isolamento de ambos patdgenos.
Desta forma, a estimativa da prevaléncia aparente serd a mais proxima possivel da

prevaléncia real. A coleta, 0 armazenamento e o transporte de amostras para



44

isolamento dos patégenos contagiosos dos rebanhos selecionados na amostragem
foram realizados pelos técnicos vinculados a cooperativa, apos treinamento pela
equipe do projeto. Caso o proprietario ndo tivesse mais interesse em participar do
projeto apos a selecdo, o rebanho seria reposto por outro com 0 mesmo numero de
animais. As amostras de leite foram coletadas diretamente em frascos estéreis,
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel logo apds a coleta e
congeladas para serem transportadas e processadas em bateria. Os exames
bacteriologicos foram realizados no Laboratorio de Microbiologia do Leite da

Embrapa Gado de Leite, de acordo com Brito et al. (1998), como descrito a seguir.

As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente para que
fossem realizadas diluicdes seriadas (10 e 10) em solucgéo salina. Foi inoculado
0,1 mL de cada amostra sem diluir e também das diluices 10™ e 10 em placas de
Agar Sal Manitol (para isolamento de S. aureus) e no meio de Edwards (para
isolamento de S. agalactiae). Incubou-se a 35°C por 48 h. Realizou-se a leitura das
placas para selecdo de 5 colbnias tipicas dos patdgenos de acordo com as
caracteristicas morfolégicas das colbnias e posteriormente inoculou-se cada uma
das colbdnias selecionadas em agar BHI. As placas de agar BHI foram incubadas a
a 35°C por 24 horas. Apés esta etapa procedeu-se a realizacdo dos testes
confirmatorios. A confirmacéo de S. agalactiae foi realizado por meio dos testes da
hidrélise da esculina e teste de CAMP (Figuras 7 e 8), crescimento em meio de bile-
esculina, hidrélise do hipurato de sédio e da esculina e crescimento em presenca de
6,5% de NaCl.
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Figura 7. Teste da hidrdlise da esculina. Teste: 1 — Positivo; 2 — Negativo. Foto:
Francielly Avila.

Figura 8. Teste de CAMP (amostras T12-3 e T12-4: Resultados positivos). Foto:
Francielly Avila.

A confirmacéo de S. aureus foi feita pela prova da coagulase (Figura 9) e pela

reacao de Voges Proskauer (VP) (Figura 10).

Figura 9. Prova de producdo de Coagulase. 1- Positivo, com formac¢ao do coégulo.

2- Resultado Negativo. Foto: Francielly Avila.



46

Figura 10. Teste de Voges Proskauer. Amostras em amarelo: resultado negativo.

Amostras em vermelho: resultado positivo. Fonte: Francielly Avila.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

4.4.1 Estimativa de prevaléncia e Intervalo de confianca
O célculo das prevaléncias e seus respectivos intervalos de confianga, foram

baseados nas seguintes férmulas:

Prevaléncia = N° amostras com isolamento de S. aureus ou S. agalactiae

numero total de amostras

O intervalo de confianga de 95% para a prevaléncia foi estimado de acordo
com Pfeiffer (2010):

p(l—p)

IC95% =p + 1,96 X

Onde :
p= Prevaléncia de S. aureus ou de S. agalactiae

n= total de rebanhos selecionados e analisados por meio de exames

microbiolégicos
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4.4.2 Classificacao de rebanhos bovinos leiteiros baseado em risco para
presenca de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae
O sistema de classificacdo de rebanhos bovinos leiteiros baseado em risco

para S. aureus e S. agalactiae contara com informacdes prévias sobre a
dependéncia espacial encontrada para a CCS associado a estimativa de prevaléncia

e a CCS do rebanho individualmente.

Os rebanhos que apresentarem isolamento de S. aureus e/ou S. agalactiae
nos exames microbiolégicos entrardo na base de dados de rebanhos com
isolamento de um ou ambos patdégenos. Esta probabilidade serd calculada em
funcdo de duas probabilidades, sendo uma a probabilidade do rebanho estar
localizado em uma area classificada como de alta CCS, e a outra, a probabilidade do
rebanho estar infectado em funcéo do estudo de prevaléncia e relacdo entre a CCS
dos rebanhos com isolamento dos patégenos contagiosos. A condi¢cao primaria para
realizar a classificagdo dos rebanhos com base em risco foi a identificacdo de uma

dependéncia espacial no minimo moderada (GD>25%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE ESPACIAL DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DE REBANHOS BOVINOS

O semivariograma foi ajustado com o modelo exponencial e apresentou grau
de dependéncia espacial e coeficiente de determinacdo fracos (GD<0,25; r?<0,13)
(ZIMBACK, 2001; TRANGMAR et al., 1985), tendo como valores 125.000, 104.000 e
228.234 para os parametros a, Co e C1, respectivamente (Figura 11). O melhor
ajuste possivel alcancado no modelo exponencial foi para trés categorias de CCS de
rebanhos (inferior a 250.000 células/mL; entre 250.000 e 600.000 células/mL e
superior a 600.000 células/mL). Os resultados do modelo ndo permitem extrapolar
0S parametros estimados para explicar a variacdo da CCS no espaco e o alcance

(distancia) da dependéncia espacial.

Além de ter sido observada dependéncia espacial fraca para a CCS na
analise de semivariancia, o mapa de isolinhas gerado mostra que as areas de alta
CCS (CCS superior a 600.000 células/mL) ndo foram continuas. Dentro da
localizacdo geografica dos rebanhos, foram identificadas 24 areas com potencial de
serem classificadas como aglomerados de rebanhos, ou seja, com caracteristicas
comuns em termos de CCS. Foram identificadas seis (25%) areas com CCS inferior
a 250.000 células/mL e dentro destas areas, sete (5,7%) rebanhos. Estas areas nao
podem ser consideradas como aglomerados (clusters), pois foi observado um
rebanho em seis areas e dois rebanhos em uma area (Tabela 5), tendo em vista que
para ser classificado como aglomerados necessariamente deve haver um conjunto

de rebanhos no espaco definido pela analise de semivariancia.

Para os rebanhos com CCS entre 250.000 e 600.000 células/mL, foram
identificadas trés areas, sendo duas areas com dois rebanhos e uma area com 56
rebanhos. Estes 56 rebanhos localizados dentro de uma area representam 45,5% do
total de rebanhos usados na analise espacial e 93,3% dos rebanhos da categoria de
CCS entre 250.000 e 600.000 células/mL. Entretanto, esta area continua esta
permeada por 14 areas descontinuas de rebanhos classificados na categoria de

CCS superior a 600.000 células/mL. Desta forma, observando os resultados em
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conjunto do grau de dependéncia espacial e a descontinuidade de areas de acordo
com as categorias de CCS, nao foi observado no presente estudo a identificacao de
aglomerados de rebanhos de acordo com o histérico de CCS e com a metodologia
usada. Um trabalho realizado na Zona da Mata de Minas Gerais identificou
dependéncia espacial moderada (GD=37,6; r2=0,31) com a mesma metodologia
usada no presente estudo para a populagéo de rebanhos compostos por animais da
raca Holandesa (OLIVEIRA, 2013). Entretanto, no estudo conduzido por Oliveira
(2013), os rebanhos bovinos foram classificados em quatro categorias de CCS
(inferior ou igual a 250.000 células/mL), 251.000 a 400.00 células/mL, 401.000 a
600.000 células/mL e superior a 600.000 células/mL). No presente estudo nédo foi
possivel observar um padrdo espacial onde se objetiva identificar aglomerados
(clusters) de rebanhos dentro de uma area continua e com caracteristicas comuns
em termos de CCS (Figura 11). O resultado observado para o grau de dependéncia
espacial fraco (GD<0,25), somado a &reas descontinuas de rebanhos com CCS
superior a 600.000 células/mL, foi determinante para a nédo realizacdo da andlise

Bayesina para classificacdo dos rebanhos com base em dados probabilisticos.

Tabela 5. Distribuicdo de frequéncia do nimero de areas e rebanhos de acordo com

as categorias de Contagem de Células Soméaticas (CCS) identificadas na analise

espacial.
Categoria de CCS* (x 1.000 Areas Rebanhos
células/mL) n % n %
<250 6 25,0 7 5,7
250 - 600 3 12,5 60 48,8
> 600 15 62,5 56 45,5
Total 24 100,0 123 100,0

*CCS: contagem de células somaticas; n: numero.
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Figura 11. Variacdo da Contagem de Células Somaticas (CCS) de acordo com as

regides de localizag&o dos rebanhos da Cooperativa LAC, 2015/2016.

5.2 DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS (CCS) bos
REBANHOS SELECIONADOS PARA O ESTUDO DE PREVALENCIA DOS PATOGENOS
CONTAGIOSOS DA MASTITE

Os resultados da Tabela 6 mostram que apenas 4,7% dos rebanhos
apresentaram a CCS inferior ou igual a 200.000 células/mL, situacéo considerada de
controle da sanidade da glandula mamaria, faixa de CCS onde a perda de producéo
€ considerada irrelevante (FONSECA e SANTOS, 2001; BRITO et al.,, 2002). No
intervalo entre 200.000 e 400.000 células/mL encontram-se 18,6% dos rebanhos e
76,7% acima de 400.000 células/mL.

Rebanhos com CCS abaixo de 250.000 células/mL apresentam estimativa
para gravidade de mastite baixa ou nenhuma, entre 250.000 células/mL e 500.000
células/mL gravidade média e acima de 500.000 células/mL acima da média, ruim
ou muito ruim, a medida que se aumenta a contagem (BRITO et al., 2002). Dos
rebanhos avaliados encontramos 76,7% que estdo com CCS superior a 400.000
células/ mL, ou seja, pertencentes ao grupo de gravidade média, ruim ou muito ruim,

retratando a situacao preocupante da saude da glandula do rebanho brasileiro.
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Estudo realizado por Oliveira (2013) em rebanhos no estado de Minas Gerais
e Rio de Janeiro, encontrou resultados onde 13,6% dos rebanhos estavam com CCS
menor ou igual a 250.000 células/mL, 22,8% entre 250.000 e 400.000 células/mL e
63,6% acima de 400.000 células/mL .

Tabela 6. Distribuicdo de frequéncia da contagem de células sométicas (CCS) em
43 rebanhos bovinos leiteiros localizados na Zona da Mata de Minas Gerais.

CCS (x1.000 ' Percentual
Frequéncia Porcentagem

células/mL) acumulado

CCS =200 2 4,7 4,7

200< CCS =400 8 18,6 23,3

CCS =400 33 76,7 100,0

Total 43 100,0

CCS: contagem de células somaticas.

De acordo com a IN 7/2016 os rebanhos das regides Sul, Sudeste e Centro
Oeste deverdo estar com CCS maxima de 400.000 células/mL até o més de julho de
2018. Dentre os rebanhos analisados, apenas 23,3% estariam dentro dos limites da

legislacdo e 76,7% néao atenderiam.

Estes resultados apontam o longo caminho a ser percorrido pela pecuaria
leiteira brasileira, pois levantamentos realizados de 2006 a 2014 em rebanhos do
sudeste brasileiro mostraram que ndo houve reducdo no percentual de rebanhos
com CCS acima de 400.000 células/mL neste periodo, variando de 53,4% a 55,5%
os rebanhos que ainda permanecem acima dos limites da legislacdo. Ao contrario
dos Estados Unidos, que possui programas de monitoramento de longa data, em
1995 27,2% dos rebanhos tinham CCS superior a 400.000 células/mL e em 2013,
apenas 11,6% tinham CCS superior a 400.000 celulas /mL. Um dos principais
motivos para alcancarem estes resultados foi a ado¢cado de um dos principais pontos
de controle de mastite contagiosa, que é a eliminacdo de vacas com infeccao
cronica nos rebanhos (RODRIGUES et al., 2017).
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A situacao apresentada pelos rebanhos brasileiros mostra que o controle da
mastite subclinica € um desafio para o setor lacteo nacional. Existe a necessidade
da implantacdo de programas de controle de mastite para auxiliar os produtores na
reducdo da CCS, pois as prorrogacfes de prazos através da criacdo de novas
Instrucbes Normativas tém mostrado pelos resultados citados anteriormente que néo

séo a solucdo para melhoria da qualidade do leite no pais.

5.3 ESTIMATIVA DA PREVALENCIA DOS PATOGENOS CONTAGIOSOS DA MASTITE ENTRE
REBANHOS BOVINOS LEITEIROS LOCALIZADOS NA ZONA DA MATA DE MINAS GERAIS

Do total de 43 rebanhos selecionados na amostragem, houve isolamento de
S. aureus e S. agalactiae em pelo menos uma das trés amostras de leite do tanque
de 40 e 35 rebanhos, respectivamente. Com base nos resultados dos exames
microbiolégicos, a estimativativa da prevaléncia entre rebanhos para S. aureus foi de
93,0% e para S. agalactiae de 81,4% (Tabela 7). Observou-se sobreposi¢cdo no
intervalo de confianca de 95% para a prevalencia de ambos patégenos, mostrando
que os dois patdgenos estdo distribuidos homogeneamente entre os rebanhos
estudados. Resultados apresentados por Brito et al. (1999) em estudo na regido da
Zona da Mata Mineira e Campo das Vertentes mostrou que S. aureus foi 0
patébgeno primario mais frequentemente isolado, estando presente em 98% dos
rebanhos e S. agalactiae, sendo isolado de 60% dos rebanhos. Estes resultados
mostram que as medidas de controle e prevencao de patdégenos contagiosos nao
estdo sendo realizadas efetivamente nestes rebanhos de acordo com Brito et al
(1999) e Oliveira (2013) e necessita com urgéncia a implantacdo de programas de
controle e erradicacao destes patdégenos na regido.

A erradicacdo é uma das medidas de controle para S. agalactiae. Na
Dinamarca um programa nacional de erradicagdo tem sido realizado por varias
décadas (KEEFE, 2012). S.agalactiae € o agente mais sensivel a antibioticoterapia
durante a lactagdo, podendo apresentar taxa de cura da ordem de 70 a 80%.
Quando este agente se encontra infectando mais de 25% do rebanho, deve-se
considerar a “blitz” terapia, que consiste no tratamento macico de todos animais
infectados durante a lactacdo (FONSECA e SANTOS, 2001). Um estudo realizado
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na Zona da Mata de Minas Gerais mostra a reducao da prevaléncia de S. aglactiae
em um rebanho de 62 para 2%, no periodo de um ano. Os resultados do estudo
mostraram a viabilidade técnica na reducdo da prevaléncia deste patdgeno,
entretanto houve um impacto econdémico relacionado a compra dos antibioticos e a
necessidade de descartar o leite de acordo com o periodo de eliminag¢do de residuos
de leite. A prevaléncia de S. aureus neste rebanho também foi reduzida em torno de
20% apos descarte de animais cronicamente infectados. O descarte € uma medida
importante nos programas controle de S. aureus nos rebanhos. (MENDONCA et
al.,2018)

Tabela 7. Prevaléncia de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae em 43

rebanhos bovinos da Zona da Mata de Minas Gerais.

_ N Prevaléncia IC 95%
Situagao N rebanhos Positivos .
(%) Inferior  Superior
STAPH 43 40 93,02 85,4 100,0
STRAG 43 35 81,4% 69,8 93,0

% Letras diferentes entre linhas indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).
*STAPH: Staphylococcus aureus; STRAG: Streptococcus agalactiae; N: numero; IC

95%:intervalo de confianga 95%.

5.4 PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE 43 REBANHOS BOVINOS LOCALIZADOS NA ZONA DA MATA
DE MINAS GERAIS DE ACORDO COM O ISOLAMENTO DOS PATOGENOS CONTAGIOSOS
DA MASTITE

Os resultados dos exames microbioldgicos de acordo com o0s rebanhos
mostraram trés perfis epidemiologicos distintos em relacdo ao padréo de infeccéo da
glandula mamaria. O primeiro perfil epidemiologico, o mais desejado, nao foi a
auséncia de ambos patégenos nas tres amostras de leite do tanque de expansdo. O
segundo perfil epidemiologico, considerado intermediario, foi o isolamento de S.

aureus em pelo menos uma das trés amostras de leite do tanque. O terceiro perfil
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epidemioldgico, considerado a pior situagao sanitario, em relacdo a saude da

glandula mamaria, foi o isolamento de ambos patégenos (Tabela 8).

5.4.1 Rebanhos sem isolamento de ambos patégenos
Dos 43 rebanhos analisados, em trés (7%) néo foram isolados S. aureus e S.

agalactiae, situacdo desejada de saude da glandula mamaria. Estes rebanhos
devem ter como prioridade o controle do transito de animais, ndo permitindo a
entrada de animais doentes no rebanho, monitoramento da CCS do tanque e a
realizacdo de exames microbiolégicos do tanque para monitoramento da

presenca destes patdgenos, sempre que ocorrer elevacdo da CCS.

5.4.2 Rebanhos com isolamento de S. aureus
Dos 43 rebanhos analisados, cinco (11,6%) apresentaram isolamento somente

de S. aureus. As medidas de controle irdo depender da prevaléncia do patégeno
dentro do rebanho, que deve ser conhecida através da realizacdo da cultura
microbiolégica de cada animal, ado¢cdo de técnicas de manejo de ordenha
adequadas, realizacdo da terapia de vaca seca e a segregacao e /ou o descarte

de animais infectados.

5.4.3.Rebanhos com isolamento de ambos patégenos

Dos 43 rebanhos analisados, 35 (81%) apresentaram isolamento de ambos
patdgenos, mostrando que estes estdo presentes na maioria dos rebanhos
estudados na regido. Neste estudo, ndo foi encontrado nenhum rebanho com

isolamento somente de S. agalactiae.

O desenvolvimento de um programa adequado de controle de mastite deve
levar em consideracdo dois pontos fundamentais: a prevencdo de novos casos de
mastite (clinica e subclinica) e a reducdo da duracdo das infeccdes ja existentes
(NEAVE et al., 1966). Para que se realize um programa de prevencao e controle de
mastite na propriedade, € recomendado, a adoc¢do de procedimentos de higiene no
momento da ordenha; instalacdo correta e manutencao periodica dos equipamentos

de ordenha; higienizacdo de equipamentos e dos tetos ; manejo do animal no
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periodo seco, com énfase no tratamento de todos os quartos no final da lactagéo;
boa nutricdo para manter a imunidade das vacas contra as infec¢cdes no periodo
seco, principalmente no pré-parto, ordenhar as vacas infectadas por ultimo, terapia
apropriada da mastite durante a lactacdo e descarte de vacas com infeccdo cronica
(TOZZETTI et al., 2008).

Para patégenos contagiosos como S. aureus e S. agalactiae, o risco de
incidéncia depende da prevaléncia de vacas infectadas no rebanho. Portanto faz-se
necessario, a realizacdo de cultivos microbiologicos individuais para conhecimento
da prevaléncia entre individuos em um rebanho, para planejamento do tratamento
visando a erradicacdo. A reducdo da prevaléncia pode ser através do tratamento
dos casos clinicos, tratamento dos animais no final da lactacdo ou descarte de
animais. O objetivo do tratamento para S. agalactiae € geralmente a erradicacédo do
patdogeno do rebanho e para S. aureus € potencialmente curar casos individuais e
reduzir o grupo de vacas infectadas dentro do rebanho. A taxa de cura das infeccbes
por S. aureus sao muito inferiores as das infec¢des por S. agalactiae , por isso o

descarte de animais infectados por S. aureus € recomendado (KEEFE, 2012).

Tabela 8. Distribuicdo de frequéncia de 43 rebanhos bovinos localizados da Zona da
Mata do Estado de Minas Gerais de acordo com o0s resultados dos exames

microbiolégicos.

Resultados do _ IC 95%
N Frequéncia

exame N rebanhos Positivos

L (%) . .
microbiologico Inferior Superior
Sem isolamento 43 3 7,02 0,0 14,6
STAPH 43 5 11,62 2,0 21,2
STAPH+STRAG 43 35 81,4° 69,8 93,0

% Letras diferentes entre linhas indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).
*STAPH: Staphylococcus aureus; STRAG: Streptococcus agalactiae; N: numero; IC

95%: intervalo de confianga 95%.
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5.5 RELAGAO ENTRE A CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DO REBANHO DE ACORDO
COM OS RESULTADOS DOS EXAMES MICROBIOLOGICOS

Dos rebanhos em que ndo houve isolamento de ambos patdégenos, a média
de CCS foi de 224.000 células/mL. Este valor médio de CCS reflete uma situacao
sanitaria desejada e que atende aos requisitos na IN 7/2016. Para rebanhos com
isolamento somente para S. aureus a média de CCS foi de 447.000 células/mL e
para rebanhos com isolamento de ambos os patdégenos, a média foi 794.000
células/mL (Tabela 9). Ndo foi observada diferenca estatistica entre as médias do
logl0CCS (P>0,05) dos rebanhos sem isolamento e somente com isolamento de S.
aureus. Houve diferenca estatistica (P<0,05) para CCS entre os rebanhos sem
isolamento de ambos patdgenos e com isolamento somente para S. aureus em
relacdo aos rebanhos com isolamento para ambos os patdgenos. Rebanhos que
possuem 0 agente S. agalactiae associado a S. aureus apresentaram, em média, a
CCS mais elevada, o que sugere que estes rebanhos dificilmente conseguirédo se
enquadrar dentro do limite de 400.000 células/mL estabelecidos na legislacéo
(OLIVEIRA, 2013). Ambos os microrganismos causam infeccdes persistentes e sao
tipicamente subclinicas. CCS acima de 1.000.000 células/mL n&o sdo incomuns nas
infeccbes por S. agalactiae, enquanto nas infeccbes por S. aureus a CCS é mais
moderada (KEEFE, 2012). Em uma metanalise Djabri et al. (2002) encontraram
média geométrica de 357.000 e 857.000 por quarto mamario infectado por S. aureus

e S. agalactiae, respectivamente.

Tabela 9. Médias de contagem de células somaticas (CCS) de 43 rebanhos bovinos
localizados na Zona da Mata de Minas Gerais de acordo com a presenca dos

patbgenos contagiosos da mastite Staphylococcus aureus e Streptococcus

agalactiae.
Resultado do exame N Média log10 Desvio CCS (x 1.000
microbioldgico CCS Padrao células/mL)
Sem isolamento 3 2,35° 0,15 224*
STAPH 5 2,65% 0,23 447%

STAPH + STRAG 35 2,90° 0,31 794°
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# Letras diferentes entre linhas indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,01).
STAPH: Staphylococcus aureus; STRAG: Streptococcus agalactiae; N: namero de

rebanhos; CCS: contagem de células somaticas.

Através do teste qui-quadrado, quando comparamos os dados da distribuicdo
de frequéncia de rebanhos de acordo com os resultados dos exames
microbiologicos com a contagem de células somaticas do rebanho, considerando o
limite de 400.000 células/mL, os rebanhos sem isolamento ou somente com S.
aureus estdo associados a CCS inferior a 400.000 células/mL. Rebanhos com
isolamento de ambos patdgenos estdo associados a CCS superior a 400.000
células/mL. Todos os trés rebanhos que ndo apresentaram isolamento no exame
microbiologico apresentaram a CCS inferior a 400.000 células/mL. Entre os
rebanhos que apresentaram isolamento de ambos patégenos, 83,3% destes
rebanhos apresentaram CCS superior a 400.000 células/mL. De forma intermediaria,
rebanhos com isolamento somente de S. aureus, 60,0% apresentaram CCS superior
a 400.000 células/mL. Os resultados indicam que a presenca de S. agalactiae foi

determinante para que a CCS fosse superior a 400.000 células/mL (Tabela 11).

Tabela 10. Atendimento a IN 7 de 2016 do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) para 2018, de acordo com o0s patdgenos isolados de 43

rebanhos bovinos leiteiros da Zona da Mata Minas Gerais.

Resultado de exame

microbioldgico CCS =400 CCS > 400

N % N %
Sem isolamento 3 100,07 0 IR
STAPH 2 40,0° 3 60,0°°
STAPH +STRAG 5 14,3 30 85.7"

% Letras diferentes entre linhas indicam valores estatisticamente diferentes (p<0,05).
*STAPH: Staphylococcus aureus; STRAG: Streptococcus agalactiae; N: numero de

rebanhos; CCS: contagem de células somaticas.
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A area sob a Curva ROC (Figura 12) foi estatlsticamente significante
(P<0,01), alcancando uma é&rea de 0,811 (81,1%). A area sob a curva ROC constitui
um indice para sumarizar a qualidade da curva e € uma medida de desempenho de
um teste (Dohoo et al., 2003). Testes totalmente incapazes de discriminar individuos
ou rebanhos infectados e néo infectados, teriam uma area sob a curva menor ou
igual a 0,5 (50%). Acima de 0,7 é considerado como desempenho satisfatorio. Desta
forma, a utilizacdo da CCS do rebanho em uma populacédo de rebanhos onde a
prevaléncia de S. aureus e S. agalactiae é conhecida permite identificar rebanhos
infectados por ambos patégenos com desempenho satisfatério. Entretanto, é
necessario definir um ponto de corte para a CCS do rebanho (Tabela 11), de forma
gue este rebanho seja classificado como infectado ou ndo por ambos patdgenos e
estimar a sensibilidade e especificidade deste ponto de corte. Considerando o ponto
de corte 263.000 células/mL, foi observado uma sensibilidade de 97,1% e
especificidade de 37,5%. Assim, aproximadamente 97% de todos os rebanhos com
CCS superior ou igual a 263.000 células/mL seriam classificados corretamente para
a presenca de ambos os patdgenos. Entretanto, rebanhos com CCS inferior a
263.000 células/mL apresentaram a probabilidade de 37% de serem corretamente
classificados como rebanhos com a presenca de nenhum patdgeno ou somente S.

aureus.

Geralmente, para faciliar a identificacdo do melhor ponto de corte, é
necessario elaborar um grafico de linhas com a variagdo da sensibilidade e e da
especificidade. Obsevar no eixo X o valor relativo ao ponto formado pela linha da
sensibilidade e especificidade (Figura 13). No caso dos rebanhos localizados na
Zona da Mata de Minas Gerais, o valor entre 502.000 células/mL e 511.000
células/mL gerou uma sensibilidade de aproximadamente 71% e especificidade de
75%. Assim, aproximadamente 71% de todos os rebanhos com CCS superior ou
igual a 511.000 células/mL seriam classificados corretamente para a presenca de
ambos o0s patdégenos. Entretanto, rebanhos com CCS inferior a 511.000 células/mL
apresentaram a probabilidade de 75% de serem corretamente classificados como
rebanhos infectados somente por S. aureus ou sem a presenca de ambos
patégenos. A utilizagdo da curva ROC para dados de CCS de rebanhos associado
ao estudo de prevaléncia de S. aureus e S. agalactiae permitiu classificar rebanhos

com base em dados probabilisticos para a presenca dos patégenos estudados. Com
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base nos resultados das estimativas de sensibilidade e especificidade em funcao da
CCS, os rebanhos foram classificados em trés niveis conforme a seguir. O primeiro
nivel considerado risco baixo, com CCS abaixo de 250.000 células/mL. O segundo
nivel considerado como de risco médio, com sensibilidade entre 97% e 75%,
rebanhos com CCS entre 250.000 e 500.000 células/mL. O terceiro nivel,
considerado risco alto, rebanhos com sensibilidade maior ou igual a 75% e com CCS
acima de 500.000 células/mL. A estratégia de classificacdo dos rebanhos com base
em dados de CCS e a sensibilidade e a especificidade de isolamento de patdégenos
contagiosos da mastite gerados a partir da curva ROC, ndo permite usar 0S
resultados de uma populacdo de bovinos em outra. Para tal, € necessario conhecer
a situacdo sanitaria dos rebanhos em relagcdo a prevaléncia dos patdégenos

contagiosos da mastite e como a CCS se comporta.
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Figura 12. Area sob a curva (Curva ROC) para estimar a probabilidade de presenca
de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae em 43 rebanhos bovinos
leiteiros localizados na Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, 2016/2017.
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Tabela 11. Variacdo da sensibilidade e especificidade com base na contagem de
células somaticas (CCS) do rebanho para presenca de Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae em rebanhos bovinos localizados na Zona da Mata do
Estado de Minas Gerais, 2016/2017

CCS (x1.000 células/mL) Sensibilidade (%) Especificidade (%) Risco
166 100,0 0,0 Baixo
184 100,0 12,5 Baixo
203 100,0 25,0 Baixo
230 100,0 37,5 Baixo
263 97,1 37,5 Médio
284 94,3 37,5 Médio
311 91,4 37,5 Médio
331 91,4 50,0 Médio
339 88,6 50,0 Médio
348 85,7 50,0 Médio
398 85,7 62,5 Médio
450 82,9 62,5 Médio
475 80,0 62,5 Médio
493 77,1 62,5 Médio
495 74,3 62,5 Médio
502 71,4 62,5 Alto
511 71,4 75,0 Alto
517 68,6 75,0 Alto
528 65,7 75,0 Alto
544 62,9 75,0 Alto
565 60,0 75,0 Alto
589 60,0 87,5 Alto
601 57,1 87,5 Alto
605 54,3 87,5 Alto
627 51,4 87,5 Alto
665 48,6 87,5 Alto
722 45,7 87,5 Alto
788 42,9 87,5 Alto
822 40,0 87,5 Alto

845 40,0 100,0 Alto




120,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0

\ /—/

166 203 263 311 338 398 475 485 511 528 565 601 627 722 822

61

—Sensihilidade

——Especificidade

Figura 13. Variacdo da sensibilidade e especificidade com base na contagem de
células sométicas (CCS) do rebanho para presenca de Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae em 43 rebanhos bovinos localizados na Zona da Mata do
Estado de Minas Gerais, 2016/2017.
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6 CONCLUSAO

A prevaléncia de S. aureus e S. agalactiae entre rebanhos foi considerada
alta para ambos os patégenos, indicando que as medidas de controle para estes
patbgenos ndo estdo sendo realizadas de maneira eficiente. Nao foi observada
diferenca entre as prevaléncias de S. aureus e S. agalactiae entre os rebanhos. Foi
observada uma associacdo entre a CCS dos rebanhos e a presenca de ambos
patégenos, permitindo desta forma uma classificacdo dos rebanhos com base em
dados probabilisticos em risco baixo, médio e alto. Os resultados encontrados no
presente estudo ndo permitem ser extrapolados para outra populacdo de rebanhos
devido a situacdo sanitaria particular de cada grupo ou populacdo de rebanhos.
Entretanto, a metodologia pode ser usada em outras populagdes de rebanhos para
estimar o risco da presenca de S. aureus e S. agalactiae com base em dados
probabilisticos gerados a partir da CCS e estudos de prevaléncias para estes

patdgenos.
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