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RESUMO

VON SYDOW, A. C. M. DEL G. Comparacio entre a quantidade de unidades
formadoras de colonias (UFC) e contagem de células somaticas (CCS) de leite
proveniente de glindulas mamarias de bovinos com mastite subclinica e associadas a
presenca de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. e a associacdo de ambos
microrganismos. [Comparison between the amount of colony forming units (CFU) and the
body cells count (BCC) from milk taken from bovines mammary glands, suffering from
subclinical mastitis, associated to the presence of Staphylococcus spp and Streptococcus spp.
as well as the association of both microrganisms]. 2010. 65 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A mastite ¢ uma doenga complexa que pode ter diferentes causas, graus de intensidade e
variacoes de duracdo e de conseqiiéncias. Os processos inflamatorios na glandula mamaria
sdo especialmente freqiientes e importantes em bovinos leiteiros. A mastite infecciosa ¢ a
mais importante sob os pontos de vista econdmico e de satide publica. A forma subclinica ¢ a
mais onerosa e prevalente com um comprometimento mundial de 40% do rebanho leiteiro e
perdas econdmicas entre 5% e 25% da producdo leiteira. No Brasil, a mastite subclinica
caracteriza-se pela alta incidéncia, com indices variando de 44,88% a 97,0%, e a reducdo da
produgdo leiteira situa-se entre 25,4% e 43,0%. Dentre os agentes etiologicos mais isolados
em casos de mastite subclinica destacam-se os Staphylococcus spp., os Streptococcus spp. € 0
Corynebacterium bovis. A quantidade de UFC/mL no leite proveniente diretamente da
glandula mamadria bovina com infeccdo permitiria o conhecimento da quantidade de
microrganismos associada a uma determinada intensidade de processo inflamatério na
glandula. A comparacdo destas informagdes com a contagem de células somaticas na amostra
avaliaria mais acuradamente a natureza do processo inflamatério e infeccioso na glandula.
Importante seria o risco que representa a presenca de microrganismos no leite, sobretudo se
considerar o habito do consumo de leite “in natura”, verificando em um estudo quantitativo
desta natureza, a carga microbiana ingerida pelo homem. Foram examinadas 80 amostras de
leite de vacas mesticas ou holandesas, primiparas e multiparas, em diferentes estagios de
lactagdo de plantéis do Estado de Sao Paulo. Quatro grupos foram formados de 20 animais
cada: grupos com crescimento negativo, de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. em
cultura pura e grupo com a associa¢do de ambos microrganismos. O objetivo deste trabalho
consistiu em avaliacdo comparativa da quantidade de UFC/mL de microrganismos ¢ CCSs no
leite proveniente de glandulas mamarias bovinas, associadas com a presenca dos
microrganismos Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. e infeccdes mistas ocorridas com a

presenga de ambos. Tanto Staphylococcus spp. (mediana = 4,772), quanto Streptococcus spp.



em cultura pura (mediana = 5,933), ndo apresentam diferencas significativas na contagem de
UFC com seus respectivos agentes em associa¢do (Staphylococcus spp. com mediana da
associacao foi de 5,048 e mediana de Streptococcus spp. da associa¢ao foi de 5,792). Nas
amostras em que houve crescimento de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. associados,
a quantidade de UFC de Streptococcus spp. foi estatisticamente maior. Comparados entre si
(crescimento em cultura pura de Staphylococcus spp. com mediana = 5,765 e Streptococcus
spp., mediana = 5,920), mesmo apresentando um maior nimero na CCSs no grupo de
crescimento de Streptococcus spp., este aumento ndo foi significativo estatisticamente.
Porém, quando associados (mediana = 5,673), comparados a cultura pura de Staphylococcus
spp. (mediana = 5,765), este Gltimo teve aumento significativo. Tanto em cultura pura como
em associacdo, a presenga dos microrganismos quando comparados, ndo induziram a um
aumento significativo na CCSs ou a contagem de UFCs em amostras de leite com sinais de

mastite subclinica, porém Staphylococcus spp. induziu maior contagem de células somaticas.

Palavras-chave: Mastite. Staphylococcus spp. Streptococcus spp. CCS. UFC.



ABSTRACT

VON SYDOW, A. C. M. DEL G. Comparison between the amount of colony forming
units (CFU) and the somatic cells count (SCC) from milk taken from bovines mammary
glands, suffering from subclinical mastitis, associated to the presence of Staphylococcus
spp. and Streptococcus spp. as well as the association of both microorganisms.
[Comparacdo entre a quantidade de unidades formadoras de colonias (UFC) e contagem de
células somaticas (CCS) de leite proveniente de glandulas mamarias de bovinos com mastite
subclinica e associadas a presenca de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. € a associagao
de ambos microrganismos]. 2010. 65 f. (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Mastitis is a complex disease that can occur due to different causes, intensity of degrees and
variation of duration and consequences. The inflammatory processes in the mammary gland
are specially frequent and important in dairy producing cattle. The infectious mastitis is the
most important because of the economic aspects and public health. The subclinical
manifestation is the most expensive and prevailing affecting 40% of the milk producing herd
and causing an economic loss between 5% and 25% of all dairy production. In Brazil, the
subclinical mastitis is characterized by high incidence, with indexes varying from 44,8% to
97,0 % with the reduction of milk production between 25,4% and 43%. Among the more
isolated etiological agents in subclinical mastitis, is the Staphylococcus spp., the
Streptococcus spp. and the Corynebacterium bovis. The amount of CFU/mL in the milk
directly originated from the infected cow mammary gland would make possible to know the
amount of microorganisms associated to a determined intensity of inflammatory process in
the gland. The comparison between this information with the number of body cells in the
sample would evaluate more precisely the nature of the inflammatory process in the gland.
The risk represented by the presence of microorganisms in the milk is very important mainly
because of the habit of milk consumption “in natura”, checked in a quantitative study of this
nature, based on the amount of microbes intake by man. Eight milk samples of half-breed
cows and Dutch cows were examined as well as those in first or after various calving, in
different lactation stages in breeding stocks in Sdo Paulo State. Four groups were organized,
with 20 animals in each with negative Staphylococcus spp. growth and Streptococcus spp. in
pure culture and group, with the association of both microorganisms. The purpose of this
study is the comparative assessment of the amount of CFU/mL of microorganisms and CCSs
in the milk from the mammary bovine glands, associated with the presence of micro-

organisms Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. and a mixed infection that occurred



with the presence of both. The Staphylococcus spp. (median = 4,772) as well as the
Streptococcus spp. in pure culture (median= 5,933) did not show significant differences in the
CFU count, with their respective agents in association (Staphylococcus spp. with median of
association was of 5,048 and median of Streptococcus spp. of the association was of 5,792).
On the samples in which there was a growth of Staphylococcus spp. and Streptococcus spp.
associated, the amount of CFU of Streptococcus spp. was statistically larger. Compared
between themselves (growth in pure culture of Staphylococcus spp., median = 5,920, this
increase wasn’t statistically significant. Although when associated (median=5,673), compared
to the pure culture of Staphylococcus spp. (median=5,765), the latter had a significant
increase. In pure culture as well as in association, the presence of microorganisms when
compared to a significant increase in CCSs or to the CFUs count in milk samples with
indication of subclinical mastitis, but the Staphylococcus spp. induced a larger count of

somatic cells.

Key words: Mastitis. Staphylococcus spp. Streptococcus spp. SCC. CFU.
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1 INTRODUCAO

Ao final do século XVIII, considerava-se que as enfermidades da glandula mamaria
dos bovinos eram causadas por picadas de insetos ou pelo contato com sangue ou com
secregOes de feridas supuradas. Em 1787, Von Willburg iniciou estudos com bases cientificas
das doencas da mama, todavia, o empenho dos especialistas estava voltado apenas para a
nosologia das moléstias da glandula mamaéria, ndo abordando aspectos relacionados a
etiopatogenia dessas enfermidades, pois desconhecia-se a existéncia de microrganismos. O
interesse demonstrado por veterinarios e criadores de gado leiteiro determinou o inicio de uma
nova era no estudo da patologia da glandula mamaria, pela necessidade pratica e cientifica das
classificagdoes da mastite (GREGORI et al., 2001). Von Frank, em 1876, foi o pioneiro em
pesquisas relativas a etiologia infecciosa das mastites, mas, apesar de ter demonstrado a
existéncia de microrganismos em amostras de leite, colhido de glandulas enfermas, nao
determinou quais seriam esses agentes etioldgicos. No ano de 1910, Poels apresentou a
primeira classificacao etiologica das mastites. Gotze, em 1931, pela primeira vez classificou
as mastites obedecendo aos critérios propostos pela Propedéutica Veterinaria, isto ¢, pelo
exame do leite e pela avaliagdo criteriosa das caracteristicas fisicas da mama (volume,
deformacdes, lesdes e alteracdes da consisténcia, da sensibilidade da mama). Assim sendo,
pelas caracteristicas da glandula e do leite, detectadas por inspe¢do, palpacao dos tetos e dos
tecidos constituintes, o mencionado pesquisador classificou as mastites, obedecendo a
critérios e principios clinicos, em trés tipos: intersticial, catarral e parenquimatosa. Schalm et
al. (1971) classificaram as mastites segundo as suas formas clinicas em quatro tipos:
hiperaguda; aguda; subaguda e subclinica. Todavia os critérios mencionados como basicos
para a classificacao, ndo se referiam a forma clinica, mas ao tipo de evolucao da doenca. Na
mastite subaguda distinguiriam-se a hiperemia, rubor, calor, dor, edema, alteragdo da fungao,
além do estado geral do animal estar alterado pela febre. Na mastite aguda os mesmos sinais
de inflamagdo, apesar de atenuados, também com febre e apatia do animal. Permanecendo a
perda da funcgdo, a mastite seria classificada como subaguda. Nos casos em que houvesse
permanéncia do aumento da celularidade no leite, ocorreria uma mastite denominada
subclinica. Nos casos reais de infecgdo sempre existiriam sinais clinicos evidentes, que
poderiam ser detectados no exame clinico, como: diminuicdo da produgdo leiteira, pH
alcalino do leite, aumento dos teores de cloreto ¢ do numero de células somaticas,

predominando polimorfonucleares neutréfilos (GREGORI et al., 2001).
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No periodo de 1971 a 1987, a International Dairy Federation (Federagdo Internacional
de Produtores de Leite) apresentou e recomendou uma defini¢do das inflamagdes da glandula
mamaria baseada em dois conceitos: avaliacdo do numero de células somaticas e isolamento
de patogenos de amostras de leite (GREGORI et al., 2001).

A mastite consiste em processo inflamatorio total ou parcial da glandula mamaria,
acompanhada da redugdo da secrecdo de leite e mudanca da permeabilidade da membrana dos
acinos, o que ocasiona mudanga na sua composi¢ao, pode ocorrer como conseqiiéncia de
alteragdes fisiologicas e/ou metabolicas, traumas, toxicas, alergias ou, como ocorre mais
frequentemente, associada a a¢do de microrganismos (infecciosa), sendo esta ultima a mais
importante sob os pontos de vista econdmico e de saude publica (COSTA, 1991;
COLDEBELLA, 2003; SOUZA et al., 2007). E uma doenga complexa que pode ter diferentes
causas, graus de intensidade e variagcdes de duracao e consequéncias, consiste em um processo
inflamatorio da glandula mamaria, agudo ou cronico, sendo mais importante nos ruminantes e
neles, os agentes etiologicos sdo predominantemente bacterianos (LANGONI et al., 2000;
COSTA, 2003). Apesar do advento da pasteurizacdo, a transmissao de patogenos via leite e
seus derivados representa um risco durante as falhas neste processo, principalmente no nicho
de mercado de produtos lacteos ndo pasteurizados. Afirma-se que 44% do leite consumido no
Brasil ¢ proveniente do mercado informal, sendo comercializado sem qualquer tratamento tér-
mico ou controle laboratorial. Portanto, a transmissdo dos patogenos da mastite e suas toxinas
via leite e produtos lacteos corresponde a um risco a saude do consumidor (MARTINS et al.,
2010).

Os processos inflamatorios da glandula mamaria sendo especialmente frequentes e
importantes em bovinos leiteiros geram prejuizos a pecudria leiteira, pois afetam a produgao
de leite, principalmente pela reducdo da capacidade produtiva dos rebanhos infectados,
estando entre as doencas de maior importancia nos sistemas de exploragdo pecuaria (COSTA,
2003). O leite constitui um meio excelente para a multiplicagdo de microrganismos
patogénicos ao homem, os quais podem ser originados de contaminagdes pos ordenha e/ou de
infec¢des do proprio animal. A mastite bovina € uma das principais doencas que acometem os
rebanhos leiteiros no mundo e levam a perdas econOmicas significativas para o setor
agropecuario. Também ¢ um problema grave de saude publica, ao considerar que o leite
proveniente de animais portadores da doenca apresenta alto grau de contaminagdo, pode
conter enterotoxinas e, principalmente residuos de antibioticos (SOUZA et al., 2007).

As mastites podem ser classificadas sob o ponto de vista clinico e anatomo-patoldgico.

Uma das formas de classificagdo ¢ aquela que divide as mastites em clinica e subclinica,
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denominagdes estas que permitem a diferenciacdo da intensidade do processo inflamatorio
(BLOOD; RADOSTITS, 1991), sendo estas expressdes reconhecidas na area veterindria
utilizadas em ambito internacional.

A mastite subclinica tem grande impacto na produtividade dos rebanhos leiteiros
porque sua prevaléncia ¢ maior que a da forma clinica e, assim, as medidas para seu controle
tém recebido grande aten¢do (BRITO et al., 1997). A invasdo da glandula mamaéria por
microrganismos ¢ seguida de um aumento do numero de leucdcitos no leite, a maioria,
neutrdfilos polimorfonucleares. Essas células fazem parte dos mecanismos naturais de defesa
animal, migram da corrente circulatdria para a glandula mamaria e sdo designadas de células
somaticas do leite. O principal fator que influencia o aumento de células somaticas no leite ¢ o
porcesso infeccioso. Outros fatores como estadio da lactagao, idade do animal, estagdao do ano
e varios tipos de estresse podem influenciar a contagem de células somaticas (CCS) mas nao
tem tanta importancia se ndo ocorre infec¢do da glandula mamaria (BRITO et al., 1997). Uma
outra classificagdo ¢ aquela montada por Rosenberger et al. (1993), segundo os quais as
mastites podem apresentar evolugdo aguda, superaguda ou cronica, e podem ser classificadas
clinicamente em: catarral (geralmente cronica e causada principalmente por cocos),
flegmonosa (aguda ou superaguda, causada principalmente por coliformes), apostematosa
(cronica, causada principalmente por Arcanobacter pyogenes), micotica (aguda ou cronica,
causada por fungos) e gangrenosa (superaguda e causada por Staphylococcus aureus,
coliformes ou clostridios). A classificacdo de Jain (1979) e Blood e Radostits (1991) ¢
semelhante a proposta por Rosenberger et al. (1993), sendo que as formas clinicas da mastite
podem ser classificadas de acordo com sua severidade em: per-aguda (inflamagdo severa do
quarto com ocorréncia de intensa reacao sistémica), aguda (inflamagdo severa do quarto com
discreta reacdo sistémica), sub-aguda (inflamacdo moderada da glandula com alteragao
persistente das caracteristicas do leite), cronica (inflamagdo recurrente com pequena alteragao
das caracteristicas do leite).

A mastite clinica caracteriza-se por modifica¢des visiveis no leite como a presenca de
grumos de fibrina ou pus no mesmo e muitas vezes alteragdes na glandula mamaria como
aumento de volume, presenca de dor, aumento de temperatura e rubor. A mastite subclinica
ndo apresenta sinais clinicos evidentes, sendo que o leite apresenta aspecto macroscopico
normal e ndo ha sinais visiveis de inflama¢do do ubere, podendo ser detectada somente por
provas indiretas com o leite (como o "California Mastitis Test" — CMT), pois se caracteriza
somente por aumento da celularidade (BLOOD; RADOSTITS, 1991; ANDREWS, 1992; DU
PREEZ; GIESECKE, 1994; SMITH, 1994; COSTA et al., 1995; RIBEIRO et al., 2003). Com
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relacdo ao isolamento bacteriano do leite de vacas com mastite subclinica, observou-se que
quanto maior o escore do CMT maior a probabilidade de isolamento de agentes
(BARBALHO; MOTA, 2001).

A mastite subclinica pode ser detectada pela contagem direta ou indireta de células
somaticas no leite. Estas sdo compostas basicamente por dois tipos de células principais:
células de descamagdo do epitélio secretor e leucdcitos de origem do sangue, sendo que estas
se apresentam com elevadas concentragdes nos casos de mastite (RIBEIRO et al., 2003).

Os métodos de diagnostico da mastite subclinica incluem exames microbioldgicos,
métodos quimicos indiretos e a CCS (contagem de células somaticas) do leite dos quartos
mamarios individuais, dos animais ou do rebanho. A mastite infecciosa subclinica é aquela
que apresenta resultado positivo aos testes de CMT (California Mastitis Test), ou outros testes
indicativos, sendo confirmada pelo crescimento microbiano (BRITO et al., 1997) . O CMT ¢
um dos testes mais usuais para o diagnoéstico da mastite subclinica, sendo um indicador
indireto da contagem de células somaticas no leite. No caso das formas clinicas, o diagnostico
¢ realizado pelo uso da caneca de fundo preto ou telada onde visualizam-se as alteragdes
macroscopicas do leite (RIBEIRO et al., 2003).

A forma subclinica ¢ a mais onerosa e prevalente com um comprometimento mundial
de 40% do rebanho leiteiro e perdas econdmicas entre 5% e 25% da produgdo leiteira. A
diversidade de fatores envolvidos e o fato de a forma subclinica ser mais frequente dificultam
o controle e a erradicagdo da doenga (SOUZA et al., 2007). Um quarto de ubere infectado
pode reduzir a producao de 10 % a 12% na mesma lactag@o. Se a infeccdo ocorrer no periodo
seco, a perda pode chegar a 40% no potencial do quarto na lactagdo seguinte. O controle da
mastite ndo s6 tem importancia devido a grandes perdas econdmicas para o produtor e para a
industria lactea, como também para o consumidor, pois ocorre perda da qualidade nutritiva e
higiénica do leite (LANGONI et al., 2000).

No Brasil, a mastite subclinica caracteriza-se pela alta incidéncia, com indices
variando de 44,88% a 97,0%, e a reducdo da producdo de leite situa-se entre 25,4% e 43,0%.
Viérios levantamentos realizados a partir de 1970, indicam altos indices variando de 11,9% a
72,3% de vacas infectadas por rebanho. Este resultado ¢ preocupante, ja que a forma
subclinica ¢ responsavel pelas maiores perdas na producdo leiteira (COLDEBELLA, 2003;
RIBEIRO et al., 2003).

Além da diminui¢ao na producao, observa-se perda da qualidade do leite e da fungao
do parénquima glandular, tornando o tbere uma reserva de patogenos. O animal ndo apresenta

alteracdes visiveis na glandula, porém o leite apresenta alta contagem de células somaticas
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(CCS). Essas infecgdes, além de contribuirem com significativas perdas econdmicas, podem
ser consideradas como um problema sério para a saude publica (REIS; SILVA; BRESCIA,
2003).

Antunac et al. (1997) relata a ligacao direta entre as perdas econdmicas causadas pela
mastite (do grego mastos) ou mamite (do latim mammae) (ALMEIDA et al., 2004), com
propriedades fisicas, quimicas e organolépticas do leite, a propriedade de coagulagdo
(importante na industria de produtos lacteos), valores de pH, higiene do produto e também
presenca de antibioticos no leite.

Segundo Araujo (1994), a mastite ¢ uma doenca que causa grande prejuizo a pecudria
leiteira no Brasil, particularmente no Estado de Sdo Paulo, pois seus sintomas determinam a
redu¢do da qualidade do leite produzido e alteragdes de suas caracteristicas, tornando-o
improprio para o consumo ¢ a industrializagdo. Em vista disso, a producao de leite em boas
condi¢des higiénicas deve ser uma das principais metas de todos os segmentos profissionais
que atuam na pecudria leiteira visando proporcionar um alimento de alto valor nutritivo,
reduzindo o risco de se veicular agentes nocivos a saude do consumidor. O Brasil ocupa hoje
o sétimo lugar na producdao mundial de leite. O crescimento da competitividade nacional,
aliado ao interesse de o Pais inserir-se no mercado internacional de lacteos, tem estimulado as
indtstrias a buscarem novas tecnologias para melhorar a qualidade de seus produtos, a
reducdo dos custos e um maior rendimento industrial (SOUZA et al., 2007). Um aspecto
importante a se considerar esta diretamente relacionado com as condi¢des precarias de higiene
dos animais, instalagdes e ambiente onde ¢ realizada a ordenha, com alta prevaléncia das
mastites subclinicas, que ocorrem com mais freqiiéncia que a mastite clinica e causam
grandes prejuizos econdmicos devido a queda na producdo de leite pela atrofia do epitélio
secretor glandular (BARBALHO; MOTA, 2001).

Lightner et al. (1988) relacionaram os fatores que determinam as perdas causadas pela
mastite: reducdo na produgdo leiteira, descarte de leite, aumento da necessidade de reposicao
de matrizes, decréscimo no valor de venda dos animais, custos com assisténcia veterinaria e
medicamentos e aumento na necessidade de mao-de-obra.

Segundo Costa (1998), uma das principais causas da reducao da producdo leiteira ¢
determinada pela mastite, sendo o prejuizo estimado nas propriedades leiteiras brasileiras em
torno de US$332/vaca/ano. Este indice supera a média observada em outros paises, como por
exemplo, nos Estados Unidos da América, aonde a média anual chega a US$200/vaca. O
custo com a prevengdo da mastite subclinica ¢ estimado em US$14,50/vaca/ano nos rebanhos

americanos (MILLER et al., 1993). No entanto, o Brasil gasta quase o dobro deste valor,
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cerca de US$24,55/vaca/ano para esta mesma enfermidade (COSTA, 1998). Coldebella
(2003), relata que as perdas mundiais causadas por esta doenca chegam a 35 bilhdes de
doélares por ano, e estima que somente nos Estados Unidos os prejuizos anuais sao da ordem
de 2 a 4 bilhdes de dolares.

A patogénese dos diferentes tipos de mastite infecciosa leva a diferentes respostas
desenvolvidas pela glandula mamaéria, as quais sdo determinadas tanto pelas caracteristicas
intrinsecas ao agente como pela capacidade de defesa do tecido mamario (PATTISON, 1958).
O estabelecimento dos microrganismos na glandula maméria e o consequente
desencadeamento do processo inflamatorio apresenta a seguinte sequéncia de eventos:
penetragdo - instalacdo - multiplicagdo. Portanto, o estabelecimento de infeccdo por um
determinado patdégeno na glandula mamaria depende de varios fatores ligados ao
microrganismo, ao hospedeiro, a0 meio ambiente.

Entre os fatores ligados aos microrganismos, fatores de viruléncia, destaca-se o fato de
que multiplicam-se bem no leite, habilidade de aderir ao epitélio, presenca de capsula que
dificultaria a fagocitose. A epidemiologia da mastite varia consideravelmente dependendo da
espécie, quantidade, patogenicidade e infectividade do agente envolvido e ha evidéncias de
que os fatores de risco diferem conforme essas caracteristicas (COSTA, 1998; PRESTES;
FILAPPI; CECIM, 2002). O leite ¢ um 6timo meio para desenvolvimento de microrganismos.
Apesar da grande variedade de agentes infecciosos isolados a partir da glandula mamaria,
existem alguns que podem ser predominantes, como ¢ o caso dos estafilococos e
estreptococos (ZAFALON, 2005).

Os microrganismos que comumente causam mastite podem ser divididos em dois
grupos baseados na sua origem: patdgenos contagiosos e patdogenos ambientais. Na mastite
contagiosa a transmissao ocorre principalmente durante a ordenha de animal para animal, que
possui como rservatdrio o proprio animal e sua localizagdo ¢ intramamaria. O grupo dos
microrganismos contagiosos assume importancia, compreendendo Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae,seguidos por Corynebacterium bovis, Streptococcus dysgalactiae e
Mycoplasma sp.e uma série de patdgenos “menores” envolvidos geralmente em infecg¢des
subclinicas de menor severidade. Os Staphylococcus freqliientemente causam mastite e sao
encontrados colonizando a pele da glandula mamaria, tetos e lesdes nessas areas, porém,
quartos mamarios infectados sdo o principal reservatorio desses microrganismos, sendo
transmitido por qualquer forma de contato. Os Streptococcus agalactiae sao 0s
microrganismos melhor adaptados a glandula mamaria, raramente sdo encontrados fora dela;

geralmente estdo envolvidos em doencas clinicas agudas e infec¢des subclinicas persistentes.
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Os Streptococcus dysgalactiae estdo envolvidos com lesdo nos tetos, sendo comumente
associado a mastite no periodo seco (COSTA, 1998; FILAPPI; CECIM, 2002; SOUZA et al.,
2007). Langoni (2000) relata que a mastite contagiosa ¢ aquela causada por Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae ou Corynebacterium bovis, cujo habitat preferencial ¢ o
interior da glandula mamaria. Seu controle ¢ mais facil, e ¢ realizado através de medidas
higiénicas durante o processo de ordenha.

O ambiente ¢ definido como a associacdo de condigdes fisicas externas que afetam e
influenciam no crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia de um organismo ou grupo de
organismos. E no ambiente que se origina o segundo grupo de patdgenos envolvidos nas
infec¢des intramamarias, geralmente bactérias Gram-negativas, incluindo Escherichia coli,
Klebsiella sp., Streptococcus uberis, Enterobacter sp. € outros patogenos predominantemente
oportunistas (Pseudomonas sp., Prototheca sp., Nocardia sp., etc), que adentram a glandula
mamaria quando os mecanismos de defesa estio comprometidos. Esses microrganismos
requerem materiais organicos como alimento, nestas condi¢des alguns materiais utilizados
como cama para oS animais promove um ambiente propicio para propagagdao (PRESTES;
FILAPPI; CECIM, 2002; SOUZA et al., 2007). Enquanto que Langoni (2000) apresenta a
mastite ambiental como aquela ocasionada por agentes que compartilham o mesmo
ecossistema da vaca, tais como: solo, piso cama, esterco e materiais organicos. Dentre eles
destacam-se a Escherichia coli, Enterobacter sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp.,
estafilococos coagulase — negativos, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae. A
contaminacdo dos animais por esses microrganismos, embora possa ocorrer durante o
processo de ordenha (normalmente por falhas no funcionamento do equipamento), acontece
principalmente entre ordenhas.

As bactérias envolvidas na etiologia da mastite também podem ser classificadas em
patdogenos maiores e menores. Na primeira categoria estdao incluidas as bactérias capazes de
ocasionar CCS superiores, além de alteragdes considerdveis na composi¢do do leite, como
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, coliformes, estreptococos, enterococos.
Estafilococos coagulase negativos e Corynebacterium bovis sdo considerados patdgenos
menores ¢ causam inflamag¢ao moderada e CCS de no méximo duas a trés vezes superior a
dos quartos mamarios sadios (SOUZA et al., 2007).

O equipamento de ordenha e o ato em si sejam mecanico ou manual, pode influenciar
direta ou indiretamente na satde da glandula mamadria. Os aspectos negativos envolvidos
nesse processo ¢ que podem influenciar na susceptibilidade a mastite compreendem: 1.

facilidade de transmissdo de patdogenos entre vacas e no mesmo animal pela inadequada
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preparacdo da glandula para a ordenha (lavagem e secagem) e da ordenhadeira (copos
coletores com superficie interna contaminada; 2. pelas possiveis flutuagdes no sistema de
vacuo da ordenhadeira, facilitando a difusdo de microrganismos entre os quartos mamarios;
incrementam a penetragdo de microrganismos no canal da teta devido ao “mecanismo de
impacto”, no qual ha movimento reverso do leite; propensdo a exposi¢ao do orificio e canal
da teta aos patogenos, uma vez que pode modificar as condi¢des da teta (eversao do orificio,
microlesdes e vesiculas hemorragicas; alguns germicidas podem ter efeitos irritantes sobre a
pele das tetas, resultando nesses casos em elevagdo na colonizagdo por patdgenos.
(PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002).

Caracteristicas do ubere, como tamanho, forma e tamanho dos tetos ¢ tonicidade dos
ligamentos, a integridade e perfeita oclusdao dos canais do teto, sendo o orificio do teto a
principal porta de entrada de patogenos sdo fatores anatdomicos determinados pela heranca
genética. Os mecanismos podem ser ndo imunologicos (inespecificos) ou imunolédgicos. O
primeiro deles, esta constituido por uma barreira fisica que inclui canal e esfincter da teta, os
quais possuem propriedades defensivas como um mecanismo de oclusdo relativamente
eficiente, a roseta de “Furtenberg’s” e ainda, proteinas bactericidas. Apds a ordenha o canal
do teto torna-se dilatado e permanece assim por aproximadamente duas a quatro horas e, neste
caso, o diametro e comprimento do canal do teto influenciam na susceptibilidade a mastite,
pois um canal curto facilita a saida de fluidos, porém diminui a resisténcia as infecgdes intra
mamarias. Um mecanismo adicional de defesa do teto, € o seu revestimento por uma camada
de queratina (composta por células epiteliais descamadas, acidos graxos e proteinas
catidnicas). H4 evidéncias de que a queratina tenha fungdo de adsorver as bactérias,
prendendo-as e removendo-as juntamente com parte da camada de queratina durante o
processo de ordenha. A segunda linha de defesa glandular, estd constituida pelo sistema
imunologico, o qual envolve imunidade celular e humoral. A primeira ¢ conferida pelos
leucocitos que sdao células efetoras do sistema imune. Os tipos leucocitdrios incluem:
granulocitos (neutrofilos polimorfonucleares- PMN, basofilos e eosindfilos): fagdcitos que
ingerem e destroem materiais estranhos; contém enzimas hidroliticas e outras antibacterianas,
linfécitos (células T e células B): as células T possuem em sua superficie uma estrutura de
reconhecimento capaz de distinguir determinantes antigénicos. Existem dois tipos de
linfocitos T, os indutores e os citotoxicos. Os linfécitos T indutores participam na resposta
inflamatéria por produzir citocinas, em resposta ao estimulo antigénico e induzem a
diferenciacdo dos linfocitos B. As células B atuam na sintese local de imunoglobulinas;

mondcitos (mononucleados): também denominados de macréfagos. Sdo importantes na
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iniciagdo de respostas imunes celulares e humorais, além de atuarem na fagocitose de células
estranhas. A fagocitose € um processo complexo, através do qual os PMN produzem, quando
estimulados, interleucina (IL-1) e mediadores lipidicos, sendo estrategicamente posicionados
nos locais de defesa primarios, como os ductos alveolares (COSTA, 1998, PRESTES;
FILAPPI; CECIM, 2002). Os neutrofilos (polimorfonucleares, PMN) sdo o tipo celular
predominante nos tecidos e nas secregdes mamarias no inicio da inflamag¢do e podem
constituir 90% do total de leucdcitos na glandula, permanecendo numerosos também nos
processos cronicos. Durante a mastite ou a involucdo da glandula, sdo as primeiras células a
adentrar nos alvéolos, porém atuam por curtos periodos, tendo em vista que sua meia-vida ¢
curta. Os neutréfilos migram da circulagdo sanguinea para a glandula em resposta a uma
grande variedade de mediadores inflamatérios, mas principalmente em resposta as citocinas
(CARNEIRO, DOMINGUES,VAZ, 2009).

Traumas externos como cortes e ferimentos; leite retido no ubere, em consequéncia de
ordenha incompleta, e que por ser um excelente meio de cultura propicia a multiplicagdo de
microrganismos; animais mais idosos possuem maior predisposicdo para desenvolver a
doenca; doencgas infecciosas provocam queda de resisténcia organica nos animais € ainda,
condi¢cdes ambientais, nutricdo e funcionamento inadequado da ordenhadeira mecanica
influenciam o desempenho dos mecanismos naturais de defesa. Vacas que parem no verao
produzem menos leite no inicio da lactacdo, mas tém menores decréscimos de producdo apds
o pico. E o efeito do estresse calérico se manifestando, pois as vacas paridas no verdo sofrem
com as condigdes ambientais desfavordveis (temperatura, principalmente) no inicio da
lactacdo, produzindo menos leite, ¢ na maioria das vezes terminam a lactacdo no inverno,
periodo mais favoravel para a produgdo de leite, O estresse térmico compromete a resposta
imune, por exemplo, interfere com a migracdo dos PMN para o foco de infec¢ao, a glandula
infectada, e os linfocitos B, secretam menos anticorpos. Também deficiéncias em alguns
minerais e vitaminas comprometem o desempenho da resposta imune, itens relacionados a
sanidade e ao estado nutricional do animal (COSTA, 1998; SOUZA, 2007).

Em consequéncia da doenca, ocorrem alteragdes no tecido glandular e disturbios
funcionais. Em func¢do do aumento da permeabilidade vascular, os produtos da inflamagao sao
repassados ao leite e alteram sua composi¢@o e aparéncia. O epitélio alveolar danificado pela
inflamacdo ou pela pressdo da inflamacdo adjacente passa a secretar menor quantidade de
leite (SOUZA et al., 2007). Na forma subclinica, ocorrem alteracdes na composicao do leite e
deste sdao isolados microrganismos patogé€nicos. A invasdo da glandula mamaria por

microrganismos ¢ seguida de um aumento do niimero de leucocitos no leite ou globulos
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brancos do sangue, a maioria, neutréfilos polimorfonucleares. Estas células fazem parte dos
mecanismos naturais de defesa do animal, migram da corrente circulatéria para a glandula
mamaria também células epiteliais da glandula e sao designadas de células somaticas do leite.
O principal fator que influencia o aumento das células somaticas no leite ¢ o estado
infeccioso. Outros fatores podem influenciar a contagem de células somaticas (CCS) como
estadio da lactacdo, idade do animal, estacdo do ano, nutrigdo do animal e véarios tipos de
estresse mas ndo tem tanta importancia se ndo ocorre infeccdo da glandula mamaéria (BRITO
et al., 1997, SOUZA et al., 2007). O desencadeamento da mastite esta vinculado a complexa
triade: animal hospedeiro, ao agente etioldogico e/ou ao meio ambiente, fazendo desta uma
enfermidade multifatorial. Como tal, a sua preven¢ao e controle dependem do conhecimento
dos padroes de ocorréncia da doenga, que sé se torna possivel, através de um estudo
epidemiologico da situacdo. Os fatores determinantes que influenciam na susceptibilidade a
mastite incluem: resisténcia natural da glandula mamaria; estdgio da lactagdo;
hereditariedade; idade do animal; espécie, infectividade e patogenicidade do agente
etiologico; ordenha; manejo; clima e nutricdo (PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002).

A etiologia da mastite ¢ complexa e multivariada o que torna necessdria a
identificagdo dos microrganismos que causam a infeccdo da glandula mamaria, tanto para o
controle e prevengdo, quanto para o monitoramento de rebanhos (RIBEIRO et al., 2003).

Mais comumente, a mastite tem inicio como conseqliéncia da penetragdo de
microrganismos através do canal do teto em direcdo ao interior da glandula mamaria. Se o
ambiente interno da glandula ¢ favoravel ao estabelecimento e multiplicagdo dos agentes
invasores, os produtos oriundos do crescimento bacteriano e de seu metabolismo ocasionam
uma resposta inflamatoria, a qual constitui uma expressdo da defesa da glandula com o
objetivo de destruir o invasor, permitir a reparagdo do tecido e seu retorno ao funcionamento
normal (SCHALM; CARROLL; JAIN, 1971).

O resultado final de uma invasdo da glandula mamaria por um microrganismo pode
ser o aumento da celularidade no leite e nos tecidos, involugao, fibrose, necrose ou gangrena.
Entretanto, o processo patologico progressivo envolvido na producao destes resultados ainda
¢ pouco compreendido. Como, porque ¢ a velocidade que estas alteragdes ocorrem na
glandula e quais os fatores que controlam a duragdo e severidade da reacdo inflamatodria, sao
questdes ainda ndo totalmente esclarecidas (PATTISON, 1958).

A producdo do leite cai como resultado do tecido secretor da glandula mamaria ter
sido prejudicado, e também ocorrem mudangas marcantes nos niveis de gordura, proteina,

lactose, caseina, s6lidos totais, constituintes do leite. Essas mudancas sdo reflexos do grau de
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prejuizo causado as células secretoras e ao complexo de capilares sangiiineos da glandula, e
podem afetar o rendimento industrial e a qualidade do produto lacteo, prejudicando, assim, a
industria e o consumidor, além do produtor (PEREIRA et al., 1997). A glandula com mastite
subclinica apresenta alteragdo na composicao do leite, com a tendéncia da mesma em
aproximar-se a composicdo do sangue. O leite de vacas com mastite possui maior teor de
sodio, menor concentragdo de potéssio, calcio e fésforo, um pH maior e também uma menor
acidez titulavel. Somente em poucos casos as infeccoes da glandula mamaéria podem provocar
o aparecimento de leite com maior acidez titulavel, quando os microrganismos envolvidos sdao
produtores de acidos (ZAFALON, 2005).

A ocorréncia e o tipo de sintomatologia de mastite infecciosa estdo relacionados
fundamentalmente a patogenicidade do microrganismo e a sua capacidade de invasdo
tecidual, bem como a resisténcia da glandula mamaria. Estes fatores determinam a severidade
dos sintomas, que podem variar desde um aumento na contagem de células sem alteragdes
visiveis do leite, até a formacdo gradual de fibrose tecidual sem sinais sist€émicos ou entdo a
ocorréncia de toxemia grave com sintomas sistémicos (BLOOD; RADOSTITS, 1991).

A mastite subclinica ¢ diagnosticada por meio da realizacio de exames
microbioldgicos, métodos quimicos indiretos e CCS do leite dos quartos mamarios
individuais dos animais ou do rebanho. Os testes devem ser realizados diariamente no
momento da ordenha, associados a observagao dos sintomas clinicos (SOUZA et al., 2007).

O exame microbioldgico ¢ considerado o método padrao para determinagdo da saude
do ubere e para o diagnostico da mastite bovina, sendo que o seu principal objetivo ¢ oferecer
resultados rapidos e seguros ao veterindrio, para que ele possa identificar os problemas do
rebanho. Desse modo, medidas especificas de controle direcionadas para o ambiente, ou para
a higiene da ordenha, podem ser indicadas de acordo com o padrdo de infec¢cao encontrado. O
diagnostico bacteriologico € decisivo, porém caro e mais demorado, sendo pouco aplicavel a
rebanhos com grande numero de animais. Vérias simplificacdes vém sendo estudadas,
visando eliminar estas dificuldades com a utilizagdo de meios de cultura especiais e a criacao
de esquemas de identificagao presuntivo (RIBEIRO et al., 2003).

Langenegger et al. (1981), estudou 70 pares de quartos mamarios opostos e concluiu
que os quartos com mastite subclinica diagnosticada pelo CMT produziam 25,4% menos leite
do que os quartos normais. A reacdo positiva ao CMT foi relacionada com o exame
bacterioldgico, onde constatou-se que a intensidade com que a mastite subclinica afeta a
producao de leite, em quantidade e qualidade, variou de acordo com a natureza dos agentes

etiologicos envolvidos, com durag@o das infecgdes e propagacdo da infecgao no rebanho.
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Assim sendo, o leite bem como os derivados lacteos contaminados com
microrganismos podem se constituir em potenciais vias de transmissdo de zoonoses (BADINI,
1995; COSTA et al., 1995; MELVILLE et al., 1999). Por esta razao, ¢ importante atentar para
0 risco que constitui a presenca destes agentes no leite, principalmente quando se considera
que, em diversas localidades do Brasil ¢ habito comum o consumo de leite e produtos lacteos
crus.

Sendo a mastite um processo inflamatério da glandula mamaria, ha uma determinagao
do aumento da quantidade de leucécitos na glandula acometida. Esta leucocitose pode ser
observada no leite. A contagem de células somaticas no leite tem sido um dos melhores
métodos para se verificar a intensidade do processo inflamatério nas glandulas mamarias de
bovinos (THIERS et al., 1999). Tal contagem ¢ um indicador geral da satide do ubere. O fator
mais importante que interfere na CCS do leite € o “status” da infec¢do da glandula mamaria
(LESLIE; DOHOO; MEEK, 1983). A contagem de células somaticas (CCS) no leite ¢ usada
no mundo todo como indicador do nivel da infec¢do intramamadria e assim usada como um
guia na selecdo de vacas para cultura e tem sido um dos melhores métodos para verificar a
intensidade do processo inflamatorio nas glandulas mamarias dos bovinos. O uso da CCS para
o monitoramento do Ubere saudavel e qualidade do leite e o nivel da contagem de células
somaticas como limiar de separacdo entre vacas infectadas das ndo infectadas tem sido
extensivamente usado e discutido e usado como detec¢do de vacas com mastite subclinica
(THIERS et al., 1999; PIEPERS et al., 2007). Embora ndo exista um nivel internacional,
geralmente o ponto sugerido, baseado na maioria da literatura ¢ 200.000 células /mL. Na
Bélgica, por exemplo, a média geométrica de CCS ¢é maior ou igual a 250.000 células/mL,
sendo o leite testado diariamente por trés meses ¢ usado como limite para deteccdo de vacas
com mastite subclinica (PIEPIERS et al., 2007). Outros paises t€ém adotado limites maximos
de células somaticas como parte de seus padrdes nacionais de regulamentagdo, visando
preservar a qualidade higiénica do leite, tais como a Nova Zelandia e a Australia, assim como
a Unido Européia adotam o limite de 400 mil células/mL. No Canada o limite ¢ de 500 mil
células/mL e nos Estados Unidos da América ¢ de 750 mil. No Brasil, a Portaria 56/99 que
regulamenta o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite estabelece o limite de 1
milhdo de células/mL para 2002, reduzindo para 750 mil, em 2005 e para 400 mil em 2008
(MULLER, 2002). No entanto, ocorre uma grande variacio no resultado da CCSs, na
auséncia ou na presenca de uma infec¢do, hora de ordenha, fracdo do leite, estdgio de
lactagdo, idade do animal, tipo de ordenha, intervalo de ordenha, estresse, genética, hora do

dia, estagdo do ano (GRENN et al., 2008).
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A CCS no leite inclui a contagem de células de leucocitos de origem do sangue ou
globulos brancos do sangue e de células epiteliais ou células de descamacdo do epitélio
secretor da glandula mamaria. A mastite subclinica pode ser detectada pela contagem direta
ou indireta de células somaticas no leite, que se apresentam com elevadas concentragdes nos
casos de mastite (RIBEIRO et al., 2003; SOUZA et al., 2007). Os leucocitos, em sua maioria,
sdo mobilizados da corrente sangiiinea para o tecido mamadrio diante de alteragdes na
permeabilidade capilar. O aporte destas células se intensifica na quarta semana pré-parto,
diminuindo gradativamente até uma semana poés-parto. Na secrecdo lactea de vacas com
infeccdo intramamadria, ocorre um aumento no numero de células de defesa passando a
predominar neutrofilos, seguidos por macréfagos, linfocitos e o nimero de células epiteliais
permanece inalterado (MULLER, 2002). Portanto, a CCS constitui uma analise relevante
para o diagnostico da mastite subclinica, para estimar perdas quantitativas e qualitativas de
produgdo de leite e derivados, para indicar a qualidade de leite cru e para estabelecer medidas
de prevencao e controle da mastite (SOUZA et al., 2007). Costa et al. (2000) constataram que
a média de células somaticas no leite de tanque de refrigeracdo de propriedades leiteiras que
apresentaram até 15% de mastite subclinica foi de 90.000 células/mL. Em propriedades com
16 a 30% de mastite subclinica obtiveram média de 245.000 células/mL; nas propriedades em
que a porcentagem de mastite subclinica variou de 31% a 45% a média de células no leite do
tanque foi de 388.000 células/mL. Quando a percentagem de mastite subclinica variou de
46% a 60% a média de células somaticas foi de 402.000 células/mL e nas propriedades em
que a mastite subclinica variou de 61% a 77%, o niimero médio de células de 1.145.000
células/mL. As propriedades que apresentaram os maiores niveis de células somaticas por
mililitro foram também as que apresentaram os maiores escores de CMT (“Califérnia Mastitis
Test”) e os maiores niveis de mastite subclinica.

Animais portadores de mastites subclinicas ndo apresentam alteragdes visiveis na
glandula, porém o leite apresenta alta contagem de células somaticas, sendo este um dos
critérios utilizados para o seu diagndstico, como também para avaliar a qualidade do leite e as
perdas de producdo decorrentes das infecgdes da glandula mamaria (REIS; SILVA;
BRESCIA, 2003).Em 1910, Prescott e Breed desenvolveram um método para determinagao
da quantidade de células no leite, baseando-se na microscopia Optica direta, utilizando
esfregacos de leite fixados e corados em laminas. A contagem celular por este método ¢
realizada por um profissional especializado (THIERS et al., 1999). Este método tem
importancia na estimativa de quantidade de células e ndo na determinac¢ao do nimero absoluto

das mesmas. Desde entdo, modificacdes do método foram introduzidas para servir as
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necessidades especificas dos pesquisadores, alteracdes estas que nem sempre contribuiram
para aumentar a acuracia do método (SCHALM; CARROLL; JAIN, 1971). No entanto,
atualmente com o auxilio de contadores eletronicos € possivel detectar-se rapida e
eficientemente o nimero de células em uma suspensdao, mas somente pode-se obter o
resultado ap6s alguns dias da colheita do material (THIERS et al., 1999).

O “California Mastitis Test” ou CMT desenvolvido por Schalm e Noorlander em 1957
(RIBEIRO et al., 2003), ¢ um exame bastante utilizado a campo para diagndstico de mastite.
E um dos testes mais usuais para o diagnostico da mastite subclinica, sendo um indicador
indireto da contagem de células somaticas no leite. Este exame ¢ capaz de detectar a presenca
de processo inflamatdério na glandula mamaria através do aumento das células somaticas,
principalmente polimorfonucleares (PMN). E um método indireto e por meio dele &
determinado o numero de células somaticas do leite. Constitui-se numa prova de triagem para
detec¢do de mastite subclinica de facil execugdo, sendo indicado para monitorar rebanhos a
campo onde observaram que amostras reagentes ao CMT nos graus 1+, 2+ e 3+ concordaram
com o exame bacteriologico em 22,4%, 74,4% e 85,6% respectivamente (RIBEIRO et al.,
2003, SOUZA et al.,, 2007). Este consiste na coleta de leite dos quartos mamarios,
individualmente, em uma bandeja apropriada. A prova baseia-se na reacdo de um detergente
anidnico (alquil-lauril sulfonato de s6dio) capaz de emulsionar os lipidios das membranas dos
leucocitos presentes no leite, e consequentemente, liberar o material presente no nucleo dos
mesmos, sendo que o DNA liberado leva a formagdo de um composto gelificado de
intensidade correspondente a quantidade de células presentes. A intensidade da reagdo
produzida pelo CMT ¢ classificada em cinco escores: negativo, tragos ou suspeito, 1+, 2+ e
3+. Schalm e Noorlander (1957) referem estes cinco niveis de reagdo do CMT segundo o grau
de positividade e correlacionam com o nimero de células somaticas: negativo (0 a 200.000
células/mL por leite e 25% de PMN), trago ou suspeito (150.000 a 400.000 células/mL por
leite, com 30 a 40 % de PMN), 1+ (300.000 a 1.000.000 células/mL por leite com 40 a 60%
de PMN), 2+ (700.000 a 2.000.000 células/mL por leite com 60 a 70% de PMN) e 3+ (com
mais de 2.000.000 células/mL por leite, com 70 a 80% de PMN).

Segundo Scheppers et al. (1997), quando a contagem de células ¢ inferior a 100.000
células/mL, considera-se auséncia de processo inflamatorio na glandula mamaria. Quando
este valor esta entre 200.000 a 500.000 células/mL, é recomendavel o exame microbiolégico
para elucidar a situagdo. Por sua vez, quando a contagem ¢ superior a 500.000 células/mL,
considera-se a presenca de processo inflamatorio, ndo se podendo afirmar ser o mesmo de

natureza infecciosa.
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Thiers (1998) ao correlacionar a contagem de células somaticas com o teste de CMT
observou que quantidade de células associadas a reacdo de CMT negativo e tragos
correspondeu respectivamente a 40.000 e 100.000 células/mL de leite e, quando a reagdo foi
positiva 1+, que corresponde a presenca de processo inflamatério, a contagem média foi de
219.000 células/mL de leite. Pode-se considerar, na pratica, que contagens acima de 200.000
células/mL sdo indicativas de presenga de processo inflamatério na glandula mamaria.

A contagem de células totais no leite reflete a quantidade de glandula mamaria
envolvida no processo inflamatério, enquanto que a contagem de neutréfilos reflete o estagio
da inflamacgdo. Uma elevada contagem total (por exemplo, 10°/mL) e uma alta proporcao de
PMN neutréfilos (por exemplo, 90%), indicam a presenca de uma inflamagdo aguda. Por
outro lado, uma baixa contagem total (por exemplo, 500.000/mL) e uma baixa propor¢ao de
PMN neutroéfilos (por exemplo, menos de 40%) podem indicar uma lesdo cronica (BLOOD;
RADOSTITIS, 1991).

As contagens elevadas de células somaticas demonstram a presenca de mastite no

rebanho. Tendo em vista que a maioria dos casos de mastite ¢ de natureza infecciosa, tem-se
que a presenga de processo inflamatorio na glandula mamaria pode ser indicativa de presenca
de microrganismos no leite. O leite de uma glandula mamaria perfeitamente sadia ndo deveria
conter células somaticas, tendo em vista que a glandula ndo ¢ holdcrina. Entretanto, tal leite
dificilmente poderia ser encontrado, sendo universalmente aceita a presenca de certa
quantidade de células somaticas no leite. Diversos pesquisadores propuseram uma quantidade
maxima de células/mL no leite de glandulas normais, que varia de 50.000 a 1.500.000/mL
(SCHALM; CARROLL; JAIN, 1971).
Os neutrodfilos (polimorfonucleares, PMN) sdo o tipo celular predominante nos tecidos e nas
secrecOoes mamarias no inicio da inflamacao e podem constituir 90% do total de leucocitos na
glandula, permanecendo numerosos também nos processos cronicos. Durante a mastite ou a
involu¢do da glandula, sdo as primeiras células a adentrar nos alvéolos porém atuam por
curtos periodos, tendo em vista que sua meia-vida ¢ curta (SORDILLO et al., 1997). Os
neutrofilos migram da circulagdo sanguinea para a glandula em resposta a uma grande
variedade de mediadores inflamatorios, mas principalmente em resposta as citocinas.

A determinacdo de UFC/mL (unidades formadoras de colonias por mililitro) de leite
indica a quantidade de microrganismos que apresentam capacidade de se multiplicar neste
meio. Uma quantidade elevada de UFC/mL em amostras oriundas de tanques de refrigeracao
de leite pode estar relacionada a contaminagdo em uma ou mais etapas do processo de

ordenha do leite e/ou a presenga de microrganismos no interior das glandulas mamarias, no
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caso dos animais apresentarem infec¢do intramamaria.

Alguns estudos referem a utilizacdo de diferentes critérios para determinacdo de
infeccdo intramamaria baseados em contagem de unidades formadoras de coldnias de
microrganismos no leite sem, entretanto, descrever o modo como foram estabelecidos ou
definidos estes critérios (HOGAN et al., 1990; OLIVER et al., 1990; ROBERSON et al.,
1994; SCHEPERS et al., 1997). Outros estudos, por sua vez, tém sido realizados com intuito
de avaliar as alteracdes nas contagens de c€lulas somaticas como indicadores de infec¢des
intramamarias (McDERMOTT et al., 1982; DOHOO et al., 1991; BERNING; SHOOK, 1992;
SCHEPERS et al., 1997).

Embora o exame microbiolégico do leite do tanque ofereca vantagens, ¢ importante
salientar que ele ndo substitui o exame de animais ou quartos mamarios individuais no
diagnostico das infecgdes intramamarias. Pode ser considerado um instrumento util para a
monitora¢do de programas de controle de mastite, mas os resultados obtidos ndo podem ser
usados para predizer o numero de quartos mamarios infectados no rebanho, e culturas
negativas ndo oferecem a garantia da auséncia dos agentes contagiosos da mastite (BRITO et
al., 1998).

Farnsworth (1992) refere que a cultura das amostras do tanque de expansdo ¢ um
procedimento impreciso e que uma variedade de fatores (tamanho do rebanho, colheita da
mesma amostra por mais de um dia, diluicdo dos microrganismos no tanque, falhas no sistema
de resfriamento do tanque) influenciam no isolamento bacteriano e na interpretacdo dos
resultados. O mesmo autor aconselha combinar a cultura do tanque com outras informagoes,
tais como a contagem de células somaticas do tanque e/ou a cultura individual dos tetos das
vacas nas fazendas visitadas para se ter uma melhor indicacdo da etiologia das mastites nos
rebanhos com o minimo de erros.

A identificacdo de patdgenos da mastite € feito geralmente por testes bioquimicos com
as bactérias isoladas. Métodos microbiologicos convencionais tem sido os principais para
identificar a bactéria no leite. A identificagio da bactéria nos laboratdrios clinicos ¢
frequentemente baseada em analises de caracteristicas fenotipicas utilizando testes
bioquimicos, sorotipagem e perfil enzimatico. Vantagens associadas a métodos de cultura
convencional podem identificar a bactéria como agente causal de mastite e suscetibilidade
antimicrobiana podem estar trazendo informacdes para selecdo de antibidticoterapia
apropriada. No entanto, ha muitas desvantagens associadas com os métodos microbioldgicos
tradicionais. Uma cultura negativa pode ser resultado de residuo de antibidtico depois de uma

terapia ou de um baixo niimero de patdgenos na amostra. A presenca de leucocitos na leite de
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casos de mastite clinica pode também resultar em cultura negativa. Métodos frequentes de
identificacdo de patdogenos da mastite consomem tempo; a identificagdo da maioria dos
patogenos por métodos — padrao requerem mais do que 48 horas para completar. Inadequadas
deteccado de patdogenos ou técnica de confirmagdo, tem frequentemente demorado na
intervengdo no controle da doengca (GULLIESPE; OLIVIER, 2005).

No entanto, Pyorild (2003) relata que ndo existe um sistema de deteccdo automatica
realizavel, até o presente, para detectar infec¢do subclinica ou mesmo visualizar um leite
anormal. A deteccdo de mastite subclinica ndo tem nenhum modelo satisfatério ¢ falsos
alertas sdo tdo comuns que as fazendas facilmente deixam de usar os sistemas de deteccao
automaticos de contagem de células.

A glandula mamaria ¢ constantemente exposta a uma grande variedade de
microrganismos, mas o desenvolvimento ou ndo de um quadro de mastite infecciosa depende
da natureza do agente, da patogenicidade do mesmo, bem como da susceptibilidade da
glandula (DU PREEZ; GIESECKE, 1994). Sua defesa ¢ mediada por diferentes mecanismos
inespecificos e especificos que podem atuar individualmente ou interagir visando a protegao
da glandula. A imunidade inespecifica representa a primeira linha de defesa contra os agentes
invasores como microrganismos e, quando esta ¢ insuficiente para resolu¢do do processo, 0s
tecidos da glandula mamaria podem se adaptar e produzir uma defesa especifica a qual, uma
vez desenvolvida, tem a caracteristica de memorizar o invasor e permitir uma resposta rapida
e eficiente num contato posterior (CRAVEN; WILLIANS, 1985; ANDREWS, 1992).

Como a etiologia da mastite ¢ complexa e multivariada, torna-se necessaria a
identificagcdo dos microrganismos que causam a infeccdo da glandula mamaria, tanto para o
controle e prevengdo, quanto para o monitoramento de rebanhos (RIBEIRO et al., 2003). Os
principais microrganismos (agentes etiologicos) de mastite foram convencionalmente
classificados quanto a sua origem ¢ modo de transmissdo em dois grupos: microrganismos
contagiosos ou transmissiveis, transmitidos principalmente durante a ordenha, sendo
denominados “vacas-dependentes”, presentes no corpo do animal com ou sem mastite; e os
chamados microrganismos ambientais, ubiqliitarios, presentes no ar, agua, cama e fezes. No
primeiro, estdo incluidos: Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Staphylococcus aureus e outros estafilococos, Corynebacterium bovis, dentre outros. No
segundo grupo encontram-se: Streptococcus uberis € outros estreptococos, a excecdo dos
acima citados, bactérias da familia Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella sp., entre
outras), fungos, algas do género Prototheca e Arcanobacter pyogenes (REBHUN, 1995;
COSTA et al., 1998; MULLER, 2002).
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Os patogenos contagiosos mais importantes na mastite bovina estdo Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae. Ja entre os patdgenos
ambientais, destacam-se a Escherichia coli e o Streptococcus uberis (MENDONCA et
al.,1999).

Dentre os agentes etioldgicos mais isolados em casos de mastite subclinica destacam-
se os Staphylococcus coagulase positivos e coagulase negativos, os Streptococcus spp. € 0
Corynebacterium bovis (MENDONCA et al.', 1999 apud RIBEIRO, 2003, p. 290).Segundo
Martins et al. (2010) ha uma prevaléncia de 27,6% de Corynebacterium spp., 21,5% de
Staphylococcus aureus e baixa prevaléncia de Streptococcus spp. na etiologia das mastites
subclinicas  Staphylococcus aureus ¢é reconhecido como sendo o patégeno mais
frequentemente isolado em mastite subclinica, relacionado aos microrganismos mais
contagiosos. Os quartos mamarios infectados, a pele do ubere e dos tetos sdo os principais
sitios de localizagdo desses agentes (FERREIRA et al., 2006). Em revisdo, Langeneger et al.
(1981), relataram que as perdas por mastite subclinica causada por Staphylococcus aureus
causam trés vezes mais prejuizos que a mastite clinica.

Para Fonseca (1996) ¢ fundamental destacar a importancia do Streptococcus
agalactiae na qualidade do leite. Em primeiro lugar, esse agente desencadeia uma elevada
CCS, podendo comprometer a qualidade do leite do rebanho. Além disso, esse ¢ um dos raros
casos em que um quadro de mastite pode determinar uma alta contagem total de bactérias no
leite enviado a industria. Isso porque vacas infectadas com Streptococcus agalactiae podem
eliminar um elevado niimero de bactérias no leite

Segundo Ribeiro et al. (2003), varios sdo os agentes etiologicos causadores da mastite
bovina, tendo sido relacionados na literatura cerca de 137 espécies de microrganismos
pertencentes a 35 géneros, onde se observou a predominancia de bactérias dos géneros
Staphylococcus e Streptococcus, ao passo que Philpot (2002) ja relata a identificagdo de mais
de 140 microrganismos relacionados a mastite.

Ainda, segundo Ebrahimi et al. (2008), a mastite continua a ser a doenca mais
frequente e onerosa do gado leiteiro. Cerca de 150 espécies de microrganismos foram
encontradas como agentes etiologicos da mastite. Patogenos de mastite ambiental sdo

emergentes considerados como a mais frequente causa de mastite em muitos rebanhos,

! RIBEIRO, M. E. R; PETRINI, L. A.; AITA, M. F.; BALBINOTI, M.; STUMPF JR, W.; GOMES, J. F.; SCHRAMM, R. C.; MARTINS, P.
R.; BARBOSA, R. S. relagdo entre mastite clinica, subclinica infecciosa e ndo infecciosa em unidades de produgdo leiteiras na
regido sul do Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de Agrociéncia, v. 9, n. 3, p. 287-290, 2003.
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principalmente os bem manejados. Como manejo principal em muitos rebanhos leiteiros esta
a terapia antimicrobiana para mastite anteriormente a uma cultura microbiologica.

O exame microbiologico ¢ considerado o método padrao para determinacao da saude do tibere
e para o diagnéstico da mastite bovina, sendo que o seu principal objetivo ¢ oferecer
resultados rapidos e seguros ao veterindrio, para que ele possa identificar os problemas do
rebanho. Desse modo, medidas especificas de controle direcionadas para o ambiente, ou para
a higiene da ordenha, podem ser indicadas de acordo com o padrdo de infeccdo encontrado
(RIBEIRO et al., 2003). Os microrganismos encontrados no leite total do rebanho originam-se
dos tuberes infectados, da superficie dos tberes e dos tetos, ou de uma variedade de outras
fontes do ambiente da fazenda. A presenca de S. agalactiae em amostras de leite do tanque
indica que ele estd sendo eliminado a partir de quartos mamarios, pois o Unico reservatdrio
deste microrganismo ¢ o ubere infectado. No caso de S. aureus, embora possa ser isolado de
diferentes locais em um rebanho, a principal fonte de eliminagdo no leite sdo as glandulas
mamarias infectadas. Portanto, S. aureus isolado de amostras do leite do tanque ¢ também
considerado como originario de infec¢do intramamaria. Bactérias do ambiente como
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus bovis, coliformes e leveduras
podem estar presente no leite do tanque como resultado de infeccdo intramamadria ou, mais
comumente, devido a contamina¢do ndo especifica do leite. O isolamento desses agentes do
leite do tanque ndo pode ser considerado como sendo originario das glandulas mamarias
(BRITO et al., 1998).

Em estudo acerca da etiologia da mastite bovina nas sete principais bacias leiteiras do
Estado de Sao Paulo, Costa et al. (2000) realizaram exames microbioldgicos em 31625
amostras de leite de 11805 vacas leiteiras. Verificou-se que os principais agentes isolados
foram Corynebacterium sp. (36,63%), Staphylococcus sp. (26,22%), Streptococcus sp.
(18,39%), tendo também sido isolados outros géneros de bactérias, bem como fungos
micelianos, leveduras e algas. Estudo feito com mastite subclinica, em quatro rebanhos
compostos por 118 vacas leiteiras e 468 quartos mamarios, verificaram que o Staphylococcus
aureus, foi isolado de 44,7% dos casos, Staphylococcus coagulase negativa de 31,6% e
Streptococcus sp de 11,4%, sendo o Staphylococcus aureus o agente etioldgico mais
freqliente das mastites subclinicas (BARBALHO, 2001). Dentre os estafilococos coagulase
positiva, o Staphylococcus aureus ¢ considerado o principal microrganismo envolvido na
etiologia infecciosa da mastite bovina (ZAFALON, 2005).

Em muitos paises, o controle da mastite subclinica foi associado com uma mudanga na

distribui¢do dos patdgenos envolvidos. Resultados examinados em larga escala na prevaléncia
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de infeccdo intramamaria revelam que Staphylococcus spp. (57,2% das amostras com cultura
positiva) seguido por Staphylococcus aureus (18,4%) e coco esculina positivo (15,9%).
Streptococus dysgalactiae, Corynebacteruim bovis e S. agalactiae foram isolados em 2,3%,
0,8% e 0,3%, respectivamente das culturas positivas (PIEPERS et al., 2007).

Staphylococcus aureus ¢ um dos principais agentes das mastites consideradas contagiosas,
apresentando uma elevada incidéncia na maioria dos rebanhos leiteiros em varios paises. O
género Staphylococcus pertence a familia Micrococaceae; sao cocos Gram-positivos, imoveis,
arrumados em massas irregulares ou em cachos de uva, anaerdbios facultativos ou aerdbios,
catalase positivos e apresentam vérias espécies (BARBALHO; MOTA, 2001). E reconhecido
como sendo o patégeno mais frequentemente isolado em casos de mastite subclinica,
relacionado entre os organismos mais contagiosos (SA et al., 2004; FERREIRA et al., 2006).
As taxas de isolamento sdo variaveis, entretanto o mesmo tem sido considerado de maior
significado nas infec¢des intramamarias. Quanto a sua participagdo nas mastites, sejam
clinicas ou subclinicas, encontram-se em 52,1%; 16,9% e 76,5% dos casos, respectivamente
(SA et al, 2004). Staphylococcus aureus é reconhecido como o patdogeno mais
frequentemente isolado em casos de mastite subclinica bovina, relacionado entre os
microorganismos mais contagiosos e, por este motivo, ¢ grande a importancia de cuidados que
previnam a sua disseminagdo no rebanho durante a ordenha. Os quartos mamarios infectados,
a pele do ubere e dos tetos sdo os principais sitios de localizagdo desses agentes (FERREIRA
et al., 2006; ZAFALON et al., 2009). Em revisdo, Langeneger et al. (1981), relataram que as
perdas por mastite subclinica causada por Staphylococcus aureus causam trés vezes mais
prejuizos que a mastite clinica. A importancia do género Staphylococcus spp. ficou também
evidente para Langoni et al. (1998), trabalhando com 7902 e 850 amostras de leite
provenientes de casos de mastites subclinicas e clinicas, respectivamente, onde o agente foi
encontrado em 32,68% das amostras de casos clinicos e 18,88% dos casos subclinicos, com
isolamento de S. aureus em 22,48% dos casos clinicos € em 11,38% dos subclinicos (SA et
al., 2004). Segundo Langoni et al. (2000) e Sa et al. (2004) isolaram S. aureus em 35,53% nas
702 amostras de leite procedentes de vaca com mastite subclinica. Quanto aos aspectos de
saude publica, S. aureus produz enterotoxinas implicadas em casos de toxinfecg¢des
alimentares. Amostras de S. aureus enterotoxigénicos tém sido isoladas de leite pasteurizado,
iogurte caseiro, leite em po, achocolatados e sorvetes, bem como de outros subprodutos
lacteos. A fonte de contaminagao pode ser tanto o leite oriundo de vacas com mastite como os
manipuladores envolvidos. Sabe-se que a intoxicacdo estafilococica ndo ¢ de notificacao

compulsoria e desta forma € impossivel precisar a sua incidéncia. O leite tem sua composi¢ao
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e qualidade alteradas quando oriundo de vacas com mastite subclinica bovina, com
intensidade que depende da resposta inflamatoria do animal, dos fatores de viruléncia do
agente etiologico da doenca e da extensao do tecido afetado (ZAFALON et al., 2005).

Almeida et al. (1996) observaram que o Staphylococcus aureus ¢ capaz de invadir e se
replicar dentro das células epiteliais da glandula mamaria bovina, podendo esse mecanismo
ser um pré-requisito para a infeccdo, além de levar a resultados falso negativos nos exames
bacterioldgicos e influenciar na eficacia dos antibidticos usados no tratamento das mastites
por esse microrganismo. Gronlund e Johannison (2006) relatam que durante a mastite cronica,
Staphylococcus aureus tem sido apontado suprimir a resposta imune por ser citotdxico para os
linfocitos circulantes e reduzir a proliferacdo dos linfocitos do leite. A resposta imune inata
também ¢ enfraquecida pela infeccdo mamaria cronica assim como a capacidade fagocitica
dos neutrofilos ¢ reduzida. Em infec¢do experimental, neste mesmo estudo, até 24 horas da
infeccdo, a CCS foi mais alta do que os niveis de pré infeccdo e permaneceram elevados
durante o estudo. S. aureus foi detectado no leite dos quartos infectados. Outro achado foi
uma grande proporcao de células B infectadas tanto nos quartos controle como no sangue na
fase cronica comparada com a pré infeccdo e a fase aguda.

S. aureus contém enzimas de degradacdo de carbohidratos, gorduras e proteinas e pode
obter metabolitos em uma variedade de ambientes. Este Staphylococcus raramente invade e
infecta a pele normal, mas a pele injuriada e a pele do final do teto sdo particularmente
suscetiveis a colonizagdo. Tal bactéria ¢ dificil de eliminar porque sobrevive por longos
periodos sob a pele MCDONALD, 1977).

A maior parte das informagdes sobre incidéncia de infec¢do intramamadria, inclui
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e S. uberis, sendo o S. agalactiae o
mais prevalente. Os streptococos pertencem a familia Streptococaceae, género Streptococcus
e sdo cocos Gram-positivos, geralmente dispostos aos pares ou em cadeias, anaerdbios
facultativos ou estritos, catalase positivos. Podem causar o desenvolvimento de ambas as
formas de mastite, aguda e cronica. Estas infec¢des, muitas vezes apresentam sinais clinicos
de facil detec¢do, porém uma propor¢ao de casos mostrard sinais brandos, que reduzem as
chances de deteccao, reduzindo significativamente a qualidade do leite a ser processado
(BARBALHO; MOTA, 2001; DENIS et al., 2006). Estas trés formas sao consideradas como
ambientais, isto €, oportunistas que se originam de contaminagdo fecal de camas, solo etc.
onde o reservatorio para contagio € o ubere contaminado de um bovino infectado
(JACOBSSON, 2003). Streptococcus dysgalactiae estdo envolvidos com lesdo nas tetas,

sendo comumente associado a mastite no periodo seco. Os Streptococcus agalactiae sao os
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microrganismos melhor adaptados a glandula mamaria, raramente sdo encontrados fora dela;
geralmente estdo envolvidos em doencas clinicas agudas e infec¢des subclinicas persistentes,
afetando a qualidade do leite. O Streptococcus agalactiae ¢ um parasita altamente
contagioso, obrigatério da glandula mamadria bovina. Este organismo rapidamente morre
quando exposto a pele saudavel ou desgastada. Por isso ele pode sobreviver por longos
periodos apenas na glandula. Sua erradicagdo em um rebanho ¢ possivel, porém o processo ¢
muito custoso. A infec¢do ¢ geralmente cronica e sua deteccdo precisa de assisténcia
laboratorial (MCDONALD, 1977; PRESTES; FILAPPI; CECIM, 2002; BROCHET et al.,
20006). Streptococcus agalactiae ou Streptococcus do grupo B sdo bem reconhecidos por todo
o mundo como agente etiologico da mastite bovina, causando ambas mastites, clinica e
subclinica de longa duragdo. As células bacterianas se depositam no leite de quartos
infectados e a transmissdo para os quartos nao infectados acontesse durante a lactagdo
(DUARTE et al., 2004).

Segundo Fonseca (1996) ¢ fundamental destacar a importancia do Streptococcus
agalactiae na qualidade do leite. Em primeiro lugar, esse agente desencadeia uma elevada
CCS, podendo comprometer a qualidade do leite do rebanho. Além disso, esse € um dos raros
casos em que um quadro de mastite pode determinar uma alta contagem total de bactérias no
leite enviado a industria. Isso porque vacas infectadas com Streptococcus agalactiae podem
eliminar um elevado nimero de bactérias no leite. No Brasil, estudos tém sido desenvolvidos
pela EMBRAPA (Empresa Brasileira de Agropecuaria (Juiz de Fora - MG) para investigar a
frequéncia deste agente bacteriano nas fezendas de leite na regido. Streptococcus do Grupo B
foi identificado como o mais frequente agente, sendo reconhecido em 60% do gado leitreiro
avaliado (DUARTE et al., 2004).

Causa muitas infec¢des neonatais, pneunomia, septicemias e meningites. E causa de
mortalidade em pessoas imunodeprimidas. No entanto ¢ um comensal, colonizando o trato
gastrointestinal e genitourinario de mais de 50% de adultos saudaveis. Também pode ser
isolado de outros animais tais como caes, cobaias, cavalos e peixes (BROCHET et al., 2006).
Cepas humanas de Streptococcus agalactiae normalmente ndo fermentam a lactose, mas a
habilidade de fermentar a lactose pode ser obtida depois de 8 a 10 passagens em substrato
contendo lactose. A mesma mudanca pode ser assumida na glandula mamaria devido a
presenga da lactose no leite. Estudo feito na Dinamarca mostra uma média de 1,3 a 11,9% de
cepas isoladas serem lactose negativo, a qual poderia implicar em significativa influéncia de
reservatorio humano, isto €, ser causa continua de infec¢do das vacas no rebanho

(ANDERSEN et al., 2003). Sua atividade proteoliotica, hidrolise da caseina, encontrada como
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caracteristica comum do Streptococcus do grupo B, assim como a fermantagdo da galactose
sdo essenciais para a aquisi¢ao de nutrientes da degradacao do leite, levando a sobrevivéncia
da bactéria dentro do ubere (DUARTE et al., 2004). Reconhecido, desde 1920 como agente
etiologico da mastite bovina, tem sido associado a infecgdes em parturientes e recém
nascidos, provocando uma importante morbidade e mortalidade entre os neonatos e mulheres
gravidas ( EL BEITUNE; DUARTE; MAFFEI, 2005).

Quartos mamarios de animais nos tergos inicial e médio de lactacdo possuem menores

chances de serem curados apds tratamento da mastite subclinica durante a lactacdo. Os
mecanismos de defesa do animal tém baixa capacidade de resposta a infeccdes no periodo
situado entre trés semanas antes do parto até trés semanas pos-parto. Quanto mais elevado o
numero de lactagcdes de um animal, aumentam as chances dele tornar-se uma fonte de
infec¢do para o rebanho. Uma infec¢do cronica pode permanecer subclinica ou evoluir para
um quadro clinico, quando, entdo, o tratamento ndo ¢ apenas uma questdo de custo-beneficio
e comegam a vigorar aspectos legais, éticos e de bem-estar animal para tomada de decisao
sobre 0 mesmo (ZAFALON, 2005).
Os programas de controle de mastite visam diminuir a prevaléncia da doenca a niveis
aceitaveis, uma vez que sua erradicacdo ndo ¢ viavel. Entre as medidas recomendadas para o
controle das mastites produzidas pela maioria dos organismos incluem-se as medidas
higiénicas. Esses procedimentos, entretanto, ndo sdo eficazes contra as infecgdes
intramamarias (IIM) produzidas por microrganismos de origem ambiental ou oportunistas
como Streptococcus uberis, S. dysgalactiae ou coliformes. Assim, encurtar a duragao da IIM ¢
um importante componente dos programas de controle de mastites, o que pode ser feito por
meio de tratamentos das mastites subclinicas durante a lactagdo. Tratamentos das mastites
subclinicas, causadas principalmente por estafilococos e estreptococos, durante a lactagao
apresentam resultados variaveis quanto ao sucesso das terapias. Segundo autores citados por
Reis, Silva e Brescia (2003) os indices de recuperacao da glandula variam entre 3,6% e 92%.
Em alguns experimentos os resultados ndo foram considerados significativos. (REIS; SILVA;
BRESCIA, 2003).

A contagem de UFC/mL no leite geralmente ¢ realizada pelo exame de amostra obtida
a partir dos tanques de refrigeragdo de leite e ndo diretamente de cada glandula mamaria de
vaca com infec¢do intramamadria. Assim sendo, a contagem de UFC/mL no leite proveniente
diretamente de uma tUnica glandula mamaria bovina que apresenta infeccdo intramamaria
permitiria o conhecimento da quantidade de microrganismos que estaria associada a uma

determinada intensidade de processo inflamatorio que possa estar ocorrendo na glandula.
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Poder-se-ia avaliar desta forma o comportamento de cada um dos agentes etiologicos de
mastite infecciosa, particularmente no que tange o aspecto quantitativo, frente as diferentes
intensidades de processo inflamatério na glandula. Além disso, a comparagdo destas
informacdes com a contagem de células somaticas na amostra de leite permitiria uma
avalia¢do mais acurada da natureza do processo inflamatorio e infeccioso da glandula. Dever-
se-1a considerar ainda, conforme mencionado anteriormente, o risco que representa a presenga
de microrganismos no leite, sobretudo quando se considera o habito do consumo de leite “in
natura”, podendo-se verificar em um estudo quantitativo desta natureza, a carga microbiana
potencialmente capaz de ser ingerida pelo homem.

Tendo em vista a inexisténcia de relatos na literatura pesquisada, acerca da avaliacdo
da quantidade de UFC de microrganismos/mL no leite proveniente de glandulas mamarias
bovinas envolvidas nos diferentes tipos de resposta inflamatoria (mastite), foi delineado o
presente trabalho com intuito de investigar esta correlacdo entre quantidade de
microrganismos presentes na glandula e intensidade do processo inflamatorio a eles

associado.
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2 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo a comparagdo da contagem de células
somaticas e contagem de unidades formadoras de colonias provenientes do leite de glandulas
mamarias de bovinos, em lacta¢do, com isolamentos de Staphylococcus spp. e Streptococcus

spp. em infecgdes isoladas e associadas.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Avaliacio do “status” microbioldgico de amostras de leite de vacas em lactacdo que

apresentaram ou nio mastite

Foram examinadas vacas primiparas e multiparas holandesas ou mestigas, em
diferentes estagios de lactacdo, todas pertencentes a plantéis de propriedades de exploragao
leiteira localizadas no Estado de Sao Paulo entre 2007 e 2008.

Os animais em lactacdo foram submetidos a provas de campo, Tamis ou strip cup
(BLOOD; RADOSTITS, 1991) e CMT (California Mastitis Test) (SCHALM,;
NOORLANDER, 1957), para deteccao de mastite clinica e subclinica, respectivamente.

O estudo foi realizado utilizando-se 80 amostras de leite (volume de aproximadamente
5 mL por amostra) de glandulas mamarias de animais examinados previamente, que
apresentaram resultado positivo aos testes para deteccdo de mastite subclinica (CMT
positivo), isto €, amostras de leite provenientes de glandulas mamarias associadas a processo
inflamatorio sem sinais clinicos, mas com aumento de CCSs (CMTs positivos). Tais amostras
foram colhidas imediatamente antes da ordenha, apds anti-sepsia rigorosa dos tetos pela
lavagem prévia das glandulas com agua e sabao, utilizando papel toalha para secagem e alcool
70% GL para desinfec¢do dos tetos. As amostras foram colocadas em tubos de vidro estéreis
(16 x 160 mm com rolha de borracha n° 4).

As amostras de leite foram transportadas ao Laboratério de Doengas Infecciosas e
Fungos do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Satide Animal da Faculdade
de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia da USP sob condigdes de refrigeracao, em caixas de
isopor com gelo reciclavel. Inicialmente as amostras de leite foram submetidas aos exames
microbioldgicos, semeadas em placas agar sangue de carneiro (5%)' com incubag¢io em
aerobiose a 37°C com leituras a 24-96 horas.

Os microrganismos isolados (bactérias) foram identificados de acordo com Lennette

(1985) e classificados segundo Krieg e Holt (1994) e Murray et al. (1999).

! Blood agar base - Oxoid - Hampshire - U.K.
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3.2 Contagem dos microrganismos Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. através da
contagem de UFC em amostras de leite de vacas em lactacio que apresentaram ou

nao infeccdo intramamaria

A partir das amostras de leite das quais foram isolados microrganismos ou ndo, foram
preparadas diluigdes da ordem de 1/10 até a dilui¢ao 10* das mesmas em solucdo salina
0,85%, em tubos de vidro. A partir de cada dilui¢do foi colhida uma aliquota de 0,1 mL para
cultivo (utilizando-se a técnica de spread plate ou, espalhamento em placas, utilizando alca de
Drigalsk) em duplicata em agar sangue de carneiro (5%), com incubagdo a 37°C por um

periodo de até 96 horas, visando a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC).

3.3 Contagem de células somaticas em amostras de leite de vacas em lactacio que

apresentaram infecc¢des intramamarias subclinicas

Todas as amostras de leite colhidas de vacas em lactacdo que apresentaram infecg¢des
intramamarias (subclinicas) foram submetidas a contagem de células somaticas (CCS) totais,
polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN) em microscopio Optico comum, segundo o
método de Prescott € Breed (1910).

Segundo a metodologia de Prescott e Breed (1910) modificada com a coloragao de
Hematoxilina-Eosina (HE), um volume de 0,01 mL de leite foi distribuido em uma érea de 1
cm’ de l4mina e, apds a secagem, fixado com alcool metilico e corado utilizando-se tal técnica
(THIERS, 1998).

As amostras que apresentaram crescimento de Staphylococcus spp. e Streptococcus
spp. € associagdo dos mesmos depois de processada a contagem de células somadticas e a
contagem dos microrganismos, foram comparadas e analisadas para verificacdo de infec¢des
mistas. Foram formados 4 grupos para analise e comparagdo: 1) sem crescimento bacteriano,
2) Staphylococcus spp, 3) Streptococcus spp., 4) Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.

associados.
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3.4 Analise estatistica

A andlise dos dados resultantes das contagens celulares e dos microrganismos frente
aos diferentes escores do CMT para os microrganismos isolados, foi feita através do teste
estatistico Mann-Whitney para contagem de células somaticas e contagem de unidades
formadoras de colonias ¢ ANOVA para contagem PMN utilizando-se o “software”

GRAPHPAD INSTAT 1992-98.

3.5 Comparacoes dos resultados da CCSs e contagem dos microrganismos
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. encontrados nos testes microbiologicos das

amostras de leite de vacas em lactacio que apresentam infec¢io intramamaria

Todas as amostras de leite colhidas de vacas em lactagdo que apresentaram mastite
subclinica, primeiramente classificadas pelos testes Tamis e CMT, foram submetidas as
provas microbiologicas para identificacdo de microrganismos. As amostras que apresentaram
crescimento de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. e associagdo dos mesmos, depois de
processada a contagem de células somdticas e a contagem de microrganismos, foram
comparadas e analisadas para verificacdo de infecgcdes mistas com a presenga de ambos,
Staphylococcus spp e Streptococcus spp. Foram definidos quatro grupos experimentais: 20
amostras que nao apresentaram crescimento de microrganismos como grupo controle, 20
amostras com crescimento de Staphylococcus spp., 20 amostras com crescimento de

Streptococcus spp. € 20 amostras com crescimento de ambos microrganismos.
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4 RESULTADO

Foram consideradas 80 amostras de leite analisadas, onde ndo houve crescimento
bacteriano e houve crescimento de Staphylococcus spp., Streptococcus spp., em cultura pura
e associacdes de ambos os microrganismos. Quatro grupos experimentais foram definidos: 20
amostras que ndo apresentaram crescimento de microrganismos como grupo controle, 20
amostras com crescimento de Staphylococcus spp., 20 amostras com crescimento de

Streptococcus spp. e 20 amostras com crescimento de ambos em associagao.

4.1 Comparacio entre os grupos de amostras de leite de vacas em lactacio que

apresentaram mastite subclinica em relacdo a contagem de células somaticas (CCS)

As CCSs totais das amostras isoladas de Staphylococcus spp. (Mediana = 5,765;
Minimo = 4,810 e Maximo = 6,841) em cultura pura e Streptococcus spp. (Mediana = 5,920;
Minimo = 4,986 e Maximo = 7,046) em cultura pura, foram maiores (P = 0,02) (P<0,05)
estatisticamente do que a CCSs totais das amostras em que ndo foram isolados
microrganismos (Mediana = 5,170; Minimo = 3,810 e Maximo = 6,734) (Tabela 1).

Na comparagdo do grupo que nao apresentou crescimento de microrganismos
(Mediana = 5,170; Minimo = 3,810 e Méximo = 6,734), com o grupo que apresentou
crescimento de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. em associagdo (Mediana = 5,673;
Minimo = 5,000 e Maximo = 6,725), foi obtido P = 0,0679, indicando que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na CCS (P > 0,05) (Tabela 1).

Nao foi constatada diferenca estatisticamente significante na CCSs entre os grupos
cujas amostras apresentaram crescimento de Staphylococcus spp. em cultura pura (Mediana =
5,765; Minimo = 4,810 e Maximo = 6,841) e Streptococcus spp. também em cultura pura
(Mediana = 5,920; Minimo = 4,986 ¢ Maximo = 7,046), com P = 0,2448 (P > 0,05) (Tabela
1).

Ao comparar as amostras que apresentaram crescimento associado de Staphylococcus
spp. € Streptococcus spp. (Mediana = 5,763; Minino = 5,000, Maximo = 6,725) com amostras
cuja cultura pura foi de Staphylococcus spp. (Mediana = 5,765; Minimo = 4,81 ¢ Maximo =

6,841), P foi 0,0168 (P<0,05). Staphylococcus spp. em cultura pura apresentou maior CCS do
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que em associacgao (Tabela 1).

O grupo, cujo crescimento foi verificado ser a associacdo de Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. (Mediana = 5,673; Minimo = 5,000 e Maximo = 6,725) quando da
contagem de células somaticas, comparado com o grupo que apresentou crescimento de
Streptococcus spp. (Mediana = 5,920; Minimo = 4,986 ¢ Maximo = 7,046), em cultura pura, P
apresentou resultado 0,1265 ndo apresentando diferenca significativa estatisticamente
(P>0,05) (Tabela 1).

Nao houve diferenga estatisticamente significante na comparagdo entre CCSs totais
nas amostras isoladas de Staphylococcus spp., de Streptococcus spp. e associacdo de ambos

microrganismos.

Tabela 1 - Comparagao na CCSs (contagem de células somaticas) em leite de glandula
mamaria de vacas em lactagdo, de rebanhos leiteiros do Estado de Sao Paulo, em
logaritimo, apresentando cultura pura de Staphylococcus spp., cultura pura de
Streptococcus spp. Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. em associagdo -

2007-2008
CCS total negativo Staphylococcus | Streptococcus Staphylo/Strepto
Mediana 5,170 5,765 5,920 5,673
Minimo 3,81 4,81 4,986 5,000
maximo 6,734 6,841 7,046 6,725

4.2 Comparacao entre os grupos de amostras de leite de glandula mamaria de vacas em
lactacio que apresentaram mastite subclinica em relacdo a contagem de PMN

Os quatro grupos também foram comparados em relacdo a contagem de PMN
(polimorfonucleares) presentes no leite, utilizando-se o0 mesmo teste Mann-Withney.

Tratando-se da comparagdo entre as contagens de PMN dos grupos cujo crescimento
foi negativo (Mediana = 5,076; Minimo = 3,810 e Maximo = 6,731) e o que apresentou
crescimento, em cultura pura de Staphylococcus spp. (Mediana = 5,686; Minimo = 4,655 e
Maximo = 6,823), foi obtido P = 0,0239, sendo um resultado maior e estatisticamente
significante (P<0,05) (Tabela 2).

A comparagdo entre o grupo que ndo apresentou crescimento de microrganismos
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(Mediana = 5,076; Minimo = 3,810 e Maximo = 6,731) com o grupo com crescimento de
Streptococcus spp. em cultura pura (Mediana = 5,892; Minimo = 4,940 e Méximo = 7,025),
indicou, na contagem de PMN, um valor de P = 0,0024 (P<0,05), maior estatisticamente,
nesta amostra de leite (Tabela 2).

A contagem de PMN foi maior no grupo que apresentou crescimento dos
microrganismos em associagdo (Mediana = 5,631; Minimo = 4,924 ¢ Maximo = 6,721) em
comparacao com o grupo de crescimento bacteriano negativo (Mediana = 5,076; Minimo =
3,810 e Maximo = 6,731). O Teste Mann - Whitney mostrou P = 0,0499, que ¢ resultado
significativo estatisticamente (P < 0,05). (Tabela 2).

Nao houve diferenca estatisitca significativa entre a contagem de PMN do grupos com
crescimento de cultura pura de Staphylococcus spp. (Mediana = 5,686; Minimo = 4,655 ¢
Maximo = 6,823) e Streptococcus spp., também em cultura pura (Mediana = 5,892; Minimo =
4,940 e Maximo = 7,025). O Teste Mann-Whitney apresentou P = 0,1763 (P > 0,05) (Tabela
2).

A contagem de PMN em cultura pura de Staphylococcus spp.(Mediana = 5,686;
Minimo = 4,655 ¢ Maximo = 6,823) foi comparada com a contagem de PMN da associagao
de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. (Mediana = 5,631; Minimo = 4,924 ¢ Maximo =
6,721) onde apresentou P = 0,9373, sem diferenga estatistica (P > 0,05) (Tabela 2).

Foi feita, também, a compara¢do entre os grupos com os microrganismos em cultura
pura e em associacao o que mostrou indices nao significativos nos testes a saber: comparagao
da contagem de PMN em cultura pura de Streptococcus spp. (Mediana = 5,892; Minimo =
4,940 e Méximo = 7,025) e Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. em associaciao
(Mediana =5,631; Minimo = 4,924 e Maximo = 6,721), P = 0,1405 (P>0,05) (Tabela 2).

A porcentagem de PMN entre as amostras foi comparada para este estudo (Tabela 2).
O teste ANOVA foi feito para a comparagao entre os grupos. Sendo P =0,1060 (P > 0,05), a

porcentagem de PMN ndo apresenta diferenga significativa entre os grupos.
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Tabela 2 - Comparagdo de contagem de células PMNs (polimorfonucleares) em leite de
glandula mamaria de vacas em lactagdo, de rebanhos leiteiros do Estado de Sao
Paulo, em logaritimo e em porcentagem apresentando cultura pura de
Staphylococcus spp., cultura pura de Streptococcus spp. Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. em associagao - 2007-2008

PMN Negativo Stapylococcus | Streptococcus Staphylo/Strepto
Log % Log % Log % Log %
Mediana 5,076 84,563 5,686 83,193 [5,892 85,647 |5,631 90,383
Minimo 3,810 44,444 4,655 57,547 (4,940 77,604 4,924 60,345
Maximo 6,731 100,000 [6,823 96,703 |7,025 100,000 |6,721 99,270

4.3 Comparacio entre os grupos de amostras de leite de glindula mamaria de vacas em
lactacdo que apresentaram mastite subclinica em relacdo a contagem de UFC

A avaliagdo da quantidade de microrganismos obtida através da contagem de UFC/mL
(unidades formadoras de colonias por mililitro), também foi analisada utilizando-se o teste
Mann - Whitney com P = 0,0134, quando da comparag@o entre os grupos cujas amostras eram
de cultura pura de Staphylococcus spp. (Mediana = 4,772; Minimo =3,279 e Maximo = 7,137)
e Streptococcus spp. (Mediana = 5,933; Minimo = 3,782 ¢ Méximo = 7,550) também em
cultura pura. O resultado do teste foi considerado maior estatisticamente (P<0,05), isto &,
Streptococcus spp. estimulou uma maior contagem de UFC (Tabela 3).

Ja na comparagdo do grupo de crescimento de Staphylococcus spp. (Mediana = 4,772;
Minimo =3,279 e Méaximo = 7,137) em cultura pura com o grupo de crescimento associado
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. (Mediana = 5,048; Minimo = 2,811 ¢ Maximo =
7,582), P igual a 0,7764. Nao houve diferenca estatisticamente relevente entre tais amostras
(P >0,05) (tabela 3).

Em se tratando da comparagdo da contagem de UFC em cultura pura de Streptococcus
spp. (Mediana = 5,933; Minimo = 3,782 ¢ Maximo = 7,550) com a associa¢ao de ambos os
microrganismos (Mediana = 5,792; Minimo = 3,267 ¢ Méximo = 8,882) , P = 0,9569 (P >
0,05) (Tabela 3).

Verificou-se que quando houve associagdo de microrganismos, a quantidade de UFC
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de Streptococcus spp. (Mediana = 5,792; Minimo = 3,267 e Maximo = 8,882) foi superior (P
=0,0499; P,0,05) a quantidade de UFC de Staphylococcus spp. (Mediana = 5,048; Minimo =
2,811 e Méaximo = 7,582) (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacdo da contagem da quantidade de UFC (unidades formadoras de
colonias) em leite de glandula mamaria de vacas em lactagdo, de rebanhos do
Estado de Sao Paulo, apresentando cultura pura de Staphylococcus spp., cultura

pura de Streptococcus spp. Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. em
associagao - 2007-2008

UFC Staphylococcus | Streptococcus | Staphylo(Stap/Strept) | Strepto(Stap/Strept)
Mediana 4,772 5,933 5,048 5,792
Minimo 3,279 3,782 2,811 3,267

Maximo 7,137 7,550 7,582 8,882
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5 DISCUSSAO

As mastites, definidas como inflamagdes da glandula mamadria, correspondem a um
fator de grande impacto na obtencdo de produgdo leiteira. Essa enfermidade pode ser
classificada, conforme a sua manifesta¢ao, como subclinica e clinica (MARTINS et al., 2010).
Barbalho e Mota (2001) relatam que a mastite subclinica apresenta uma maior importancia
epidemioldgica por alastrar-se silenciosamente pelo rebanho sem que sejam percebidas
alteragdes macroscopicas a inspe¢ao do Ubere ou de sua secrecdo. Identificar uma mama
doente, na maioria dos casos nao representa uma tarefa dificil, mas considerar um quarto
efetivamente sadio ou em vias de apresentar alguma alteragao ainda ¢ discutivel. Além disso,
a maioria das mastites apresenta-se sem sinais fisicos de processo inflamatorio agudo, sendo
cronicas ou incipientes e, apesar do aspecto inofensivo, causam sérios prejuizos economicos e
servem de fonte de infecgdo, sendo maioria das mastites ¢ causada por infec¢ao bacteriana
(RADOSTITIS, 2002; DIAS, 2007).

Segundo Dias (2007), o diagnoéstico da mastite clinica pode ser feito através da
sintomatologia, como inflamac¢do do ubere, secrecao lactea com grumos, sangue, pus, entre
outras secregdes patoldgicas. Entretanto, para diagnosticar a mastite subclinica ¢ necessaria a
utilizacdo de exames complementares baseados no conteudo celular do leite. Além disso,
existe a necessidade da cultura e isolamento dos agentes etiologicos envolvidos, para a
implantacdo de métodos de tratamento e estratégias de controle e profilaxia adequados. O
controle da mastite nos rebanhos leiteiros constitui um importante passo para a elaboragao de
produtos de boa qualidade e diminui¢@o dos riscos a populagao.

No Brasil, a produgdo de leite, como os outros segmentos da atual sociedade, ¢ uma
atividade cada vez mais competitiva. Portanto, ¢ importante quantificar e qualificar os fatores
que podem influencid-la, buscando ganhos efetivos na quantidade e qualidade do leite
produzido, na tentativa de suprir a demanda nacional. O fator que mais contribui para as
perdas econdmicas da cadeia produtiva do leite ¢ a mastite bovina (COLDEBELLA et al.,
2004). Durante as ultimas décadas, o impacto econdmico da mastite em fazendas leiteiras tem
sido o foco de varios estudos e os resultados vém sendo amplamente divulgados como
justificativas para a implanta¢do de medidas de controle da mastite bovina. Entretanto, mesmo
com o estudo e desenvolvimento de diversas estratégias de controle e prevengdo, a mastite
continua sendo a doenga que mais causa prejuizos a industria processadora e ao consumidor.

Estima-se um prejuizo de cerca de US$ 1,8 bilhdes/ano nos EUA, em fung@o da ocorréncia da
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mastite. Ja4 no Brasil, é esperada, em funcdo da alta prevaléncia de mastite nos rebanhos, a
perda de produgdo entre 12 e 15%, o que significa um total de 2,8 bilhdes de litros de
leite/ano em relagdo a producdo anual de 21 bilhdes de litros (FERREIRA et al., 2010).
Analisando-se o percentual de quartos mamarios afetados, em um estudo realizado em Mato
Grosso por Martins et al. (2010), verificou-se a presenca de mastite clinica e subclinica em
5,8% e 65,0% destes, respectivamente. Com este resultado, observaram o predominio de
mastites subclinicas nos rebanhos estudados, havendo uma ocorréncia 11,2 vezes maior destas
em relagdo as mastites clinicas. Apesar das perdas na producao de leite associadas com a
mastite clinica serem facilmente visiveis, a mastite subclinica representa 82% das perdas com
a reducdo da producdo lactea total, sendo que a forma clinica ¢ responsavel por apenas 18%
do prejuizo total, devido a mortes e descartes prematuros (ZAFALON, 2002).

Estudo realizado por Zafalon et al. (2002) com 29 quartos mamarios reagentes ao CMT,
com mastite subclinica, verificou que Staphylococcus coagulase positiva e coagulase negativa
foram os agentes etiologicos mais frequentemente isolados nestas amostras 31,0% e 13,8%
(respectivamente), enquanto que Streptococcus a porcentagem de isolamento foi de 6,9%.

Segundo Piepers et al. (2007), em paises como a Bélgica, aproximadamente 40% do
gado leiteiro tem pelo menos um quarto infectado e Staphylococcus spp. foi a bactéria
patogénica mais prevalente. No entanto, eles sdo considerados como patdogenos menores,
oportunistas da microbiota da pele. A maioria da infec¢des mamarias com alta contagem de
células somaticas (CCSs) foi causada por Staphylococcus spp. No entanto, no presente
trabalho, a CCS no grupo de crescimento de Streptococcus spp., em cultura pura (Mediana =
5,920), ndo apresentou diferenca estatistica significativa com o grupo cujo crescimento foi de
Staphylococcus spp., em cultura pura (Mediana = 5,765).

A contagem de células somaticas (CCS) do leite ¢ afetada principalmente pela
infec¢dao intramamaria e, por ser um indicador de mastite subclinica, pode ser utilizada para
quantificar as perdas de produgdo de leite, em funcdo da mastite (COLDEBELLA et al.,
2004). A contagem de células somaticas no leite ¢ um método convencional e amplamente
utilizado para o diagndstico da mastite subclinica bovina. Além de valiosa utilidade na
deteccao da enfermidade em rebanhos, este método também pode avaliar a qualidade do
produto que ¢ enviado aos laticinios. Este fato assume destacada importancia, uma vez que o
pagamento do leite pela sua qualidade ¢, cada vez mais, efetuado por diversos laticinios.
(ZAFALON et al., 2002).

Thiers (1998), estudando a contagem de células somaticas dos animais de 10

propriedades leiteiras de Sao Paulo verificou que, tal contagem das amostras com isolamento
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de microrganismos (mediana, 290.323 céls/mL ou em logaritimo, 5,463) foi maior quando
comparada com as amostras negativas (mediana igual a 25.807 céls/mL ou em logaritimo,
4,418). No presente estudo, o grupo cujo crescimento foi de Staphylococcus spp. (Mediana =
5,765), apresentou maior contagem de células somaticas, comparado ao grupo que nao
apresentou crescimento bacteriano (negativo) (Mediana foi de 5,170). O grupo de crescimento
de Streptococcus spp. também apresentou maior CCS (Mediana = 5,920) comparado ao grupo
negativo. Tal resultado esta de acordo com os dados de Thiers.

Green et al. (2008) analisaram a CCS em leite de 178 vacas confinadas e no pasto no
periodo seco durante um ano com cultura positiva para Streptococcus dysgalactiae. A
contagem de células somaticas apresentou uma média de 197.000 células/mL (média em
logaritimo 5,294) para o grupo negativo no inicio da lactagdo de primiparas e 280.000 células
/mL (5,447) para cultura positiva de vacas multiparas. No presente trabalho, Streptococcus
spp. apresentou mediana de 5,920, em logaritimo e para o grupo negativo, mediana de 5,170,
também em logaritimo. Os dados corroboram com os de Green.

O leite tem sua composi¢ao e qualidade alteradas quando oriundo de vacas com mastite
subclinica bovina, com intensidade que depende da resposta inflamatoria do animal, dos
fatores de viruléncia do agente etiologico da doenga e da extensdo do tecido afetado. Ha uma
prevaléncia de Staphylococcus aureus nesta forma da doenca (ZAFALON, 2005).
Staphylococcus aureus € patégeno ainda mais frequentemente isolado de quartos mamarios
subclinicamente infectados na Bélgica assim como em outras regides ou paises. A maioria das
infec¢des intramamarias sao causadas por Staphylococcus spp. € causam altos indices de
CCSs. Cocos esculina positivos (Streptococcus agalactiae) vém em seguida (PIEPERS et al.,
2007).

No presente estudo, os dados mostraram uma maior contagem de células somaticas no
grupo que apresentou cultura pura de Streptococcus spp (Mediana = 5,920). Entretanto, este
aumento ndo foi significativo perante o grupo que apresentou associacdo de ambos o0s
microrganismos (Mediana = 5,673) e também ndo foi significativo quando comparado ao
grupo de crescimento de Staphylococcus spp. em cultura pura (Mediana = 5,765). Quando o
grupo de crescimento em cultura pura foi de Staphylococcus spp. (Mediana = 5,765)
comparado ao grupo que mostrou associacdo entre os microrganismos (Mediana = 5,673),
houve uma maior CCS no grupo de Staphylococcus e esta diferenca foi significativa
concordando com os autores acima citados. O resultado sugeriu que houve estimulo de

producao de células somaticas totais em ambas as culturas puras, contudo o aumento das
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células foi praticamente o mesmo para as duas amostras e Staphylococcus spp. foi o
microrganismo que mostrou um estimulo significativo na produ¢do de células somaticas.

Estudo realizado por Barbalho e Mota (2001) através de exame microbiologico com 104
amostras de leite de 43 animais, demonstrou que as bactérias do género Staphylococcus sp
foram isoladas de 50 mostras, correspondendo a 38,76% do total dos agentes isolados. Estes
agentes foram isolados com maior frequéncia em vacas com mastite subclinica. Segundo os
autores, embora existam divergéncias em relacao a freqiiéncia de bactérias isoladas no leite de
vacas com mastite clinica e subclinica, os Staphylococcus spp. continuam sendo os agentes
mais isolados neste tipo de infecgdo, representando grande importancia epidemiologica e
clinica nas mastites bovinas. No entanto, os dados do presente estudo mostraram que houve
uma maior contagem de UFC/mL quando do crescimento do microrganismo Streptococcus
spp., em cultura pura se comparado ao grupo cujo crescimento foi de Staphylococcus spp. em
cultura pura. Porém, na comparacdo do grupo cuja cultura pura foi de Staphylococcus spp.
com o grupo de cultura em associagdo dos dois microrganismos (Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp.), nao houve diferenca estatisticamente relevante entre os grupos. O mesmo
aconteceu quando a comparagdo foi feita com o grupo de cultura pura de Streptococcus spp e
associacdo de ambos microrganismos.

Houve um aumento na contagem de células somaticas na presenga de cultura pura de
Staphylococcus spp. nas amostras de leite estudadas, o mesmo acontecendo quando o grupo
sem crescimento de microrganismos também foi comparado ao grupo com cultura pura de
Streptococcus spp., mas nao foi um aumento representativo estatisticamente. Mais evidente
foi a presenca de Streptococcus spp.

Patogenos de mastites ambientais sdo agora emergentes como as mais frequentes causas
de mastites em muitos rebanhos, particularmente os bem manejados, sendo o principal manejo
a terapia antimicrobiana anterior a cultura microbioldégica (EBRAHIMI et al., 2008). Tal
informag¢do vem de encontro ao resultado obtido neste trabalho pois, nas amostras em que
houve crescimento de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. em associagdo, a quantidade
de UFC de Streptococcus spp. foi maior estatisticamente. Embora o S. aureus seja apontado
como o principal causador de mastites no Brasil e em outros paises, estudo feito por Martins
et al. (2010) evidenciou o Corynebacterium spp. como o maior causador de mastite subclinica
e o segundo mais prevalente entre os casos de mastite clinica. Ainda relatou baixa prevaléncia
verificada de bactérias do género Streptococcus. Foi verificado, no presente estudo que,
quando Staphylococcus e Streptococcus vieram associados em sua cultura, houve maior

contagem de UFC de Streptococcus spp. dentro da associacdo dos microrganismos se
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comparada a contagem de UFC de Staphylococcus spp. dentro da associacio.
Corynebacterium spp. ndo foi pesquisado neste estudo.

Embora com diferengas, as vezes marcantes, entre os autores Staphylococcus aureus
pode ser considerado mundialmente como o de maior significado na etiologia das mastites.
Reforga esta afirmagdo a sua presenca em 35,53% e 22,48% nas infec¢des subclinicas. Devem
ser levantados os aspectos referentes as ragas, idade, aos aspectos ambientais e os de manejo
na criagdo, além de que muitos casos tratam de estudos retrospectivos com numeros de
amostras diferentes; o que deve influenciar na variagdo dos resultados (SA et al., 2004). Nas
observagdes do presente estudo, as amostras com cultura pura de Staphylococcus spp.
apresentaram uma maior contagem de células somaticas comparadas ao grupo cujas amostras
apresentaram crescimento associado dos microrganismos Staphylococcus spp. e Streptococcus
spp. e este crescimento foi significativo, estando de acordo com a observagao anterior.

No presente estudo ndo houve diferenca importante entre os grupos Staphylococcus
spp. em cultura pura, cuja mediana foi de 4,772 (minimo = 3,279 e maximo = 7,137) e o
grupo de associacao dos dois microrganismos na contagem de UFC que apresentou mediana =
5,048 (minimo = 2,811 e maximo = 7,582), assim como quando o grupo de crescimento de
Streptococcus spp. em cultura pura, sendo mediana = 5,933 ( minimo = 3,782 e méximo =
7,550) foi comparado ao grupo de crescimento de ambos microrganismos em relacdo a
contagem de UFC cuja mediana foi de 5,792 com minimo da contagem de 3,267 ¢ um
maximo de 8,882).

Apesar do advento da pasteurizacdo, a transmissao de patogenos via leite e seus
derivados representa um risco durante as falhas neste processo, principalmente no nicho de
mercado de produtos lacteos nao pasteurizados. Cerca de 44% do leite consumido no Brasil ¢
proveniente do mercado informal, sendo comercializado sem qualquer tratamento térmico ou
controle laboratorial. Portanto, a transmissao dos patogenos da mastite e suas toxinas via leite
e produtos lacteos corresponde a um risco a saide do consumidor (MARTINS et al., 2010).

Além da sua importancia em satde publica, fatores como perdas de producao leiteira,
custos de tratamento dos casos clinicos, descarte e morte prematura dos animais, somados aos
prejuizos da industria por reducdo na qualidade e rendimento na fabricagdao de derivados sao
responsaveis pelo elevado impacto econdmico das mastites (MARTINS et al., 2010). A
qualidade do leite in natura ¢ influenciada por muitas varidveis, entre as quais destacam-se
fatores zootécnicos associados ao manejo, alimentagdo, potencial genético dos rebanhos e
fatores relacionados a obtengdo e armazenagem do leite. Uma das causas que exerce

influéncia extremamente prejudicial sobre a composi¢do e as caracteristicas fisico-quimicas
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do leite, ¢ a mastite, acompanhada por um aumento na contagem de células somaticas (CCS)
no leite. Com o aumento na CCS, a composic¢do do leite, a atividade enzimatica, o tempo de
coagulagcdo, a produtividade e a qualidade dos derivados lacteos, sdo influenciados
negativamente (MULLER, 2002). A CCS no leite de animais individuais ¢ uma ferramenta
valiosa na avaliacdo do nivel de mastite subclinica no rebanho, na estimativa das perdas
quantitativas e qualitativas de producdo do leite e derivados, como indicativo da qualidade do
leite produzido na propriedade e para estabelecer medidas de prevencao e controle da mastite
(MULLER, 2002).

Hé quantidade consideravel de pesquisas indicando que a producdo de leite diminui na
medida que a contagem de células somaticas aumenta. Com esta elevagdo do nimero de
c¢lulas somaticas, o teor da enzima plasmina também eleva-se, causando danos a caseina, o
mais importante componente do leite que contribui para a produgdo de queijo. Assim, o sabor,
a validade e a qualidade do produto podem diminuir com o aumento da contagem de células
somaticas do leite. Os gastos adicionais representados pelo tratamento das vacas infectadas e
pelo descarte do leite secretado por estes animais talvez possam ser compensados pelo ganho
decorrente do pagamento por um produto com menor nimero (ZAFALON et al., 2005).

De acordo com Gianneechini et al. (2002), entre casos de mastite clinica o S. aureus
foi isolado em 37,5% dos casos, seguido da Escherichia coli (12,5%) e dos Staphylococcus
coagulase negativa (SCN) (7,5%). Quanto a etiologia das mastites subclinicas, os patégenos
mais isolados foram Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Enterococcus sp.,
SCN (Staphylococcus coagulase negativa), Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
E. coli e Staphylococcus hyicus. Em estudo de Ebrahimi et al. (2008), Streptococcus spp. foi
isolado em 52% das mastites subclinicas. No presente estudo, nas amostras observadas em
que houve crescimento de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. em associagdo, a
quantidade de UFC de Streptococcus spp. foi maior estatisticamente, sendo a Mediana do
Staphylococcus spp. da associacdo igual a 5,048 e a Mediana do Streptococcus spp. da
associagdo igual a 5,792. Além disso, tais microrganismos quando comparados em cultura
pura (Staphylococcus spp. com Mediana = 4,772 e Streptococcus spp. com Mediana = 5,933),
Streptococcus spp. apresentou uma maior contagem de UFC com diferenca estatistica
significativa, isto ¢, apresentou maior contagem de UFCs. Nas amostras em que houve
crescimento de Staphylococcus spp. € Streptococcus spp. associados (Mediana 1= 5,792), a
quantidade de UFC de Streptococcus spp. foi maior estatisticamente (mediana 5,972). Os
numeros absolutos foram convertidos em logaritimo. Os dados do presente estudo corroboram

com os dados dos autores acima citados.
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Os neutrofilos (polimorfonucleares, PMN) sdo o tipo celular predominante nos tecidos e
nas secre¢des mamarias no inicio da inflamagao e podem constituir 90% do total de leucdcitos
na glandula, permanecendo numerosos também nos processos cronicos. Durante a mastite ou
a involugdo da glandula, sdo as primeiras células a adentrar nos alvéolos, porém atuam por
curtos periodos, tendo em vista que sua meia-vida ¢ curta. Os neutrofilos migram da
circulagdo sanguinea para a glandula em resposta a uma grande variedade de mediadores
inflamatérios, mas  principalmente em resposta as citocinas (CARNEIRO;
DOMINGUES;VAZ, 2009). Na mastites subclinicas, apesar de ndo ser possivel diagnostica-
las visualmente, ha um aumento acentuado de leucocitos polimorfonucleares, que possibilita a
detecg¢do dessa afeccdo por meios indiretos, como a CCS. Levando-se em consideragdo os
aspectos citologicos do leite mastitico, a mastite pode ser definida como uma enfermidade
caracterizada pelo influxo de neutréfilos PMN do tecido mamario para o leite da glandula
acometida (LANGONI, 2000b).

Na comparacdo feita entre as culturas puras de Staphylococcus spp. de Mediana =
5,686 (minimo = 4,655 ¢ maximo = 6,823) e Streptococcus spp. de Mediana = 5,892 (minimo
= 4,940 e maximo = 7,025), ndo houve diferenca significativa na contagem de células PMN
entre os grupos estudados. Quando da comparacdo da contagem de células PMN do
Staphylococcus spp. em cultura pura, a Mediana foi de 5,686 (minimo = 4,655 e maximo =
6,823) com a associagdo, cuja Mediana = 5,631 (minimo = 4,924 ¢ maximo = 6,721) ndo
houve diferenga relevante, assim como quando se comparou o grupo de crescimento de
Streptococcus spp. em cultura pura de Mediana = 5,892 (minimo = 4,940 ¢ maximo = 7,025)
com a associacdo de ambos microrganismos. Nao houve diferenca significativa na contagem
de células PMN entre os grupos examinados em associagdo. Porém, na presenca de
Staphylococcus spp. em cultura pura das amostras (Mediana = 5,686), houve uma maior
producao de PMN comparado ao grupo de resultado negativo (Mediana = 5,076), assim como
a presenca de Streptococcus spp. em cultura pura (Mediana = 5,892) comparado com o grupo
negativo, sendo a diferenca significativa entre tais grupos. Os resultados do presente estudo
concordam com os dados dos autores acima citados.

As frequéncias de mastite clinica e subclinica sdo parametros consagrados na avaliagao
da sanidade da glandula mamaria. Logo, constituem os primeiros a serem considerados para a
implantacdo de um programa de controle da mastite. Além disso, analises microbiologicas sao
complementares e indispensaveis em um programa de controle desta enfermidade, por
possibilitarem o isolamento e a identificacao do seu agente etioldgico (BUENO et al., 2003).

Os objetivos de um teste diagndstico no contexto do controle e erradicagdo da doenga
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animal s3o identificar rebanhos doentes, além de animais infectados dentro dos rebanhos.
Durante a fase inicial de um programa de controle, a sensibilidade de um teste diagnostico ¢é
considerada como a caracteristica mais importante para garantir que todos os animais doentes
em um rebanho estejam sendo detectados, a ndo ser quando se tem uma reduzida prevaléncia
da doenga, o que torna a especificidade mais importante e um segundo teste diagndstico pode
ser conduzido para aumentar a capacidade de identificagdo de animais ndo doentes
(ZAFALON, 2005). Os programas de controle de mastite visam diminuir a prevaléncia da
doenca a niveis aceitaveis, uma vez que sua erradicacdo nao ¢ viavel. Entre as medidas
recomendadas para o controle das mastites produzidas pela maioria dos organismos incluem-
se as medidas higiénicas. Esses procedimentos, entretanto, ndo sdo eficazes contra as
infec¢des intramamarias (IIM) produzidas por microrganismos de origem ambiental ou
oportunistas como Streptococcus uberis, S. dysgalactiae ou coliformes. Assim, encurtar a
duracdo da IIM ¢ um importante componente dos programas de controle de mastites, o que
pode ser feito por meio de tratamentos das mastites subclinicas durante a lactagdo (REIS;
SILVA; BRESCIA, 2003).

Brito et al. (1998), observaram em seu estudo com leite total de rebanhos leiteiros em
Minas Gerais, o padrdo de eliminagdo dos agentes contagiosos da mastite pelas glandulas
mamarias infectadas geralmente apresenta variabilidade, de modo que a analise de amostras
consecutivas tem sido recomendada para aumentar a sensibilidade do exame.

A presenca de microrganismos no leite, muitos dos quais agentes de zoonoses
constitui fator que compromete a sua qualidade. Assim sendo, o leite bem como os derivados
lacteos contaminados com microrganismos podem se constituir em potenciais vias de
transmissdo de zoonoses (BADINI, 1995; COSTA et al., 1995; MELVILLE et al., 1999). Por
esta razao, ¢ importante atentar para o risco que constitui a presenca destes agentes no leite,
principalmente quando se considera que, em diversas localidades do Brasil ¢ habito comum o

consumo de leite e produtos lacteos crus.
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6 CONCLUSAO

1. Houve diferenga entre a contagem de UFC das amostras isoladas de
Staphylococcus spp. em cultura pura e Streptococcus spp. também em cultura pura, sendo que
o grupo de Streptococcus spp. produziu uma maior contagem de UFC.

2. Nas amostras em que houve crescimento de Staphylococcus spp. € Streptococcus
spp. associados, a quantidade de UFC de Streptococcus spp. foi maior estatisticamente do que
a contagem de UFC de Staphylococcus spp.

3. Nao houve diferenca entre as UFC das amostras isoladas de Staphylococcus spp.em
cultura pura e Streptococcus spp. em cultura pura e as UFC de Staphylococcus spp.
associados com Streptococcus spp. ¢ as UFC de Streptococcus spp. associados com
Staphylococcus spp.

4. Na presenca dos microrganismos associados ou em cultura pura, houve um estimulo
maior para a producao de células polimorfonucleares quando comparados ao grupo de
crescimento negativo e este aumento foi significativo, isto €, a presenca de microrganismos,
em cultura pura ou em associa¢do estimularam a producao de PMN.

5. Nao hove diferenca entre as contagens de células PMN entre as culturas puras de
Staphylococcus spp. € Streptococcus spp.

6. A CCS foi a mesma quando da comparagdo entre os grupos de crescimento de
Staphylococcus spp. em cultura pura assim como Streptococcus spp. em cultura pura.
Portanto, a intensidade do processo inflamatoério ndo mostrou diferenca entre os dois grupos
de microrganismos.

7. Staphylococcus spp. em cultura pura estimulou um aumento maior na CCS do que
quando associado ao Streptococcus spp.

8. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a CCS de Staphylococcus
spp. em cultura pura e Streptococcus spp. em cultura pura.

9. Deve-se dar a atengdo ao risco que representa a presenga de microrganismos no
leite, sobretudo quando se considera o habito do consumo de leite “in natura”, podendo-se
verificar em um estudo quantitativo desta natureza, a carga microbiana potencialmente capaz
de ser ingerida pelo homem.

10. As frequéncias de mastite clinica e subclinica sdo parametros consagrados na

avaliacdo da sanidade da glandula mamaria. Tais pardmetros devem ser considerados para a
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implantacdo de um programa de controle da mastite. Além disso, analises microbiologicas sao
complementares e indispensdveis em um programa de controle desta enfermidade, por
possibilitarem o isolamento e a identificagdo do seu agente etioldgico. A avaliacdo de
amostras multiplas e consecutivas, coletadas durante um periodo de tempo, para se considerar
um rebanho isento desses agentes deve ser recomendada para um melhor controle da doenga.

A mastite subclinica tem grande impacto na produtividade dos rebanhos leiteiros
porque sua prevaléncia ¢ maior que a da forma clinica e medidas para seu controle tém e
devem receber grande atencao.

Mais estudos devem ser feitos em relacdo a mastite subclinica pelo fato de ser uma
doenca ndo erradicavel, de alta prevaléncia, dificuldade de diagnostico e controle e de alto
prejuizo a produgdo leiteira e seus derivados tanto na industria nacional como em outros

paises.
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