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RESUMO

A mastite bovina é a doenca mais importante em rebanhos leiteiros em nivel mundial,
acarretando grandes prejuizos sanitarios e econdmicos aos produtores e a indistria.
Considerando o aspecto multifatorial da doenga, o conhecimento dos agentes envolvidos e de
seus perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos, o impacto da mesma sobre a producéo e os
fatores de risco envolvidos em sua presenca nos rebanhos, é de suma importancia para o
controle da doenca. Todo o experimento foi realizado em parceria com um laticinio da regiéo
de Lavras/Sul de Minas Gerais que contava a época com 306 propriedades fornecedoras de
leite. No primeiro estudo avaliou-se o impacto econdmico da mastite sobre a producdo de
leite. Para se calcular as perdas de producdo, utilizou-se as médias de trés contagens de
células somaéticas do leite do tanque (CCSt), de 306 propriedades para se estimar as perdas de
producdo, através da equacdo de regressao linear y= - 4,7908 + 0,0226x, na qual a variavel
“x” representa a CCSt e “y” as perdas percentuais diarias. Foram observadas médias de CCSt
de 482.650 cels/mL e de 43.710 UFC/mL de leite para a contagem bacteriana total (CBT).
Entre as propriedades amostradas, verificou-se que 35,6% e 7,84% se encontravam acima dos
limites estabelecidos pela legislacdo vigente para a CCSt e CBT, respectivamente. Os
resultados demonstraram que as médias de perdas diarias na producdo de leite devido a
mastite foram de 6,27%. No segundo estudo, se avaliou a prevaléncia de Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae, por meio de analises microbioldgicas de amostras de leite
provenientes dos tanques de expansdo das 306 propriedades, e a sua relagdo com os indices de
CCSt, CBT e producdo diaria, alem de analisar a resisténcia destes patdgenos aos
antimicrobianos. Foi avaliada a suscetibilidade de isolados de S. aureus (99) e de S.
agalactiae (93) a antimicrobianos por meio da técnica de difusdo em discos. No0ssos
resultados apontaram altas prevaléncias dos patdgenos S. aureus (70,3%) e S. agalactiae
(67,0%) e associacOes entre a CCSt e a presenca dos patdgenos S. aureus e S. agalactiae, e
também entre a CBT e a presenca de S. agalactiae, demonstrando a interferéncia negativa
destes patdgenos nestes quesitos de qualidade do leite. Niveis elevados de resisténcia e de
multirresisténcia foram observados para os patdgenos S. aureus e S. agalactiae nos rebanhos
estudados. No terceiro estudo, visando determinar os fatores de risco envolvidos com a CCSt
elevada, foi realizado um estudo de caso-controle envolvendo 46 rebanhos bovinos, dos quais
30 foram considerados casos (CCSt > 700.000 cels/mL de leite) e 16 como controles (CCSt <
200.000 cels/mL de leite). Foram analisadas 16 variaveis qualitativas e 4 varidveis
quantitativas. Os resultados demonstraram que os fatores de risco para altos valores de CCSt
foram: presenca dos patdgenos S. aureus e S. agalactiae, ndo utilizacdo do pré e de pos-
dipping, ndo utilizacdo de papel toalha para secagem de tetos, ndo utilizacdo de CMT ou CCS
individual para monitoramento do rebanho, auséncia da linha de ordenha e da terapia de vacas
secas e falhas na higiene de tetos e de Ubere antes da ordenha. Falhas inerentes a manutencao
e utilizacdo dos equipamentos de ordenha, incluindo a aplicacdo de pressdo manual nos
conjuntos da ordenha, pressdo de vacuo da ordenha desregulada, perda de vacuo durante a
ordenha e falhas de manutencdo da ordenhadeira e do tanque de expansdo. Também se
observou correlacbes moderadas entre elevacdo da CCSt e as contagens de S. aureus e S.
agalactiae no leite do tanque e correlacdo moderada entre contagens de S. aureus e contagens
de S. agalactiae. Nossos resultados apontaram uma alta prevaléncia dos patdgenos S. aureus e
S. agalactiae, com altos indices de resisténcia aos antimicrobianos. Os fatores de risco para
CCSt elevadas mais relevantes foram relacionados com falhas em relacdo as medidas
classicas de controle da mastite, salientando a importancia das mesmas para a melhoria da
qualidade do leite e mitigar os prejuizos ocasionados pela doenca aos produtores e & inddstria.

Palavras-chave: Mastite. Mastite custos. CSS. contagem bacteriana total.



ABSTRACT

Bovine mastitis is the most important disease in dairy herds worldwide, causing great health
and economic losses to producers and industry, as well as having implications for public
health due to the zoonotic potential. Considering the multifactorial aspect of this disease, the
knowledge of the agents involved in its etiology, antimicrobial susceptibility profiles, its
economic impact on the production and the risk factors involved in its occurrence has high
importance for its control. The experiment was carried out in partnership with a dairy industry
in the region of Lavras/South of Minas Gerais, which at that time had 306 milk supply
properties. In the first study, the impact of bovine mastitis on milk production was evaluated.
In order to calculate the production losses, the means of three BMSCC of the 306 properties,
obtained at intervals of 15 days between the collections, were used, and losses were estimated
through the linear regression equation y = -4.7908 + 0.0226x, where the variable "x"
represents the BMSCC and “y” the estimates of milk percentage losses. The mean of BMSCC
between the studied properties was 482,650 cells/mL, and 43,710 CFU/mL of milk for total
bacterial counts (TBC), with 35.6% and 7.84% of the farms above of limits established by
current legislation for BMSCC and TBC, respectively. The results showed that the average
daily losses in production due to mastitis were 6.27%. In the second study, the prevalence of
Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae was evaluated, by means of
microbiological analyzes of milk samples collected from bulk milk tanks, and their relation
with the BMSCC, TBC and daily production. Additionally, the resistance profile of S. aureus
(99) and S. agalactiae (93) strains to antimicrobials was evaluated by disc diffusion
technique. Our results showed high prevalences of S. aureus (70.3%) and S. agalactiae
pathogens (67.0%), and associations between BMSCC and the presence of S. aureus and S.
agalactiae pathogens and between the TBC and the presence of S. agalactiae, demonstrating
the negative interference of these pathogens in these milk quality aspects. High levels of
resistance and multiresistance were observed for S. aureus and S. agalactiae in the studied
herds. In the third study, a case-control study was carried out involving 46 dairy farms, of
which 30 were considered as cases (CCSt > 700,000 cells/mL of milk) and 16 as controls
(CCSt < 200,000 cells/mL of milk). Sixteen qualitative and four quantitative variables were
analyzed. The results showed that the main risk factors for high BMSCC were the presence of
the pathogens S. aureus and S. agalactiae, non-use of pre and post-dipping, non-use of paper
towel for drying teats, non-use herd monitoring by California Mastitis Tests (CMT) or
individual SCC, absence of the milking line and the therapy of dry cows, and failures in
hygiene of teats and udders before milking. Failures related to maintenance and use of
milking equipment, including the application of manual pressure to milking assemblies,
unregulated vacuum pressure in milking machine, loss of vacuum during milking, and
maintenance failures of milking machine and bulk milk tank were also found as relevant risk
factors. Moderate correlations were also observed between elevation of BMSCC and counts
of S. aureus and S. agalactiae in the bulk milk tank and moderate correlation between counts
of S. aureus and counts of S. agalactiae. Our results showed high levels of production losses
and prevalence of S. aureus and S. agalactiae pathogens, with high scores of antimicrobial
resistance in the studied herds. The risk factors for BMSCC > 700,000 cells/mL of milk were
related to failures in relation to the classic measures of control of bovine mastitis,
emphasizing the importance of the same to improve milk quality and mitigate the losses
caused by this disease to producers and industry.

Keywords: Mastitis. Mastitis costs. BMSCC. Total bacterial counts.
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1 INTRODUCAO

A importéncia da atividade leiteira no cenario agropecuario brasileiro é incontestavel, visto
que segundo o Gltimo censo Agropecuério (IBGE, 2006), estimou-se que cerca de 1,35 milhdes de
propriedades rurais estejam envolvidas na atividade de producgéo leiteira, gerando milhdes de
empregos diretos e indiretos. O Brasil ocupa atualmente o quarto lugar na producdo leiteira
mundial, com a captacdo de 23,14 bilhGes de litros de leite em 2016. O Estado de Minas Gerais é 0
maior produtor de leite do Brasil, com uma producdo em 2016 de cerca de 6,5 bilhdes de litros de
leite (IBGE, 2017).

Apesar da posi¢do de destaque no cendrio mundial, a produtividade brasileira ainda é muito
baixa, com uma meédia de apenas 1.381kg de leite/vaca/ano, enquanto que EUA tem uma
produtividade média de 9.790kg/vaca/ano, em 2012 (USDA, 2012). A baixa produtividade nacional
é consequéncia de problemas multifatoriais, onde os aspectos sanitarios tem grande contribuicao,
principalmente doencas infecciosas, entre as quais se destaque a mastite, doenca de maior
prevaléncia e que causa 0S maiores prejuizos a pecudria leiteira em todos os continentes.

A relevancia da mastite se deve a sua grande prevaléncia no rebanho nacional, que gera
grandes perdas econdmicas devido a queda de producédo de leite dos animais afetados, seu impacto
negativo na qualidade do leite e, também, pelos custos dos tratamentos e servicos veterinarios, além
de descartes de animais cronicamente afetados.

Além dos problemas econdmicos e sanitarios, a mastite requer o uso de antimicrobianos
para sua prevencao e controle, o que pode gerar problemas de residuos no leite e o incremento nos
niveis de resisténcia dos microrganismos, face ao uso indiscriminado dos mesmos. O uso mais
criterioso destes produtos requer, entre outras medidas, o monitoramento dos perfis de
suscetibilidade aos antimicrobianos dos patdgenos envolvidos em sua etiologia.

Entre os agentes causadores da mastite bovina, destacam-se Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae, designados “Patogenos Maiores”, em func¢ao da alta prevaléncia e da
gravidade dos quadros clinicos associados as infeccdes causadas pelos mesmos, o que justifica o
conhecimento da epidemiologia da mastite ocasionada por estes patdgenos e o impacto da doenca
na produtividade em rebanhos da regido.

Os conhecimentos gerados com este estudo irdo contribuir para o estabelecimento de
programas de tratamento e de prevencdo mais eficazes, que promovam a salde animal,
minimizando os prejuizos decorrentes da mastite, promovendo o bem estar animal, e minimizando
0s riscos a saude dos consumidores em funcdo da melhoria da qualidade dos produtos lacteos

ofertados para o consumo.
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Objetivo geral

Determinar a prevaléncia de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae e os indices
de resisténcia destes agentes aos antibidticos, bem como os fatores de risco associados com a
presenca dos mesmos e seu impacto na contagem de células somaticas de tanque (CCSt), contagem
bacteriana total (CBT) e na producdo e qualidade do leite, em rebanhos bovinos da regido de
Campo das Vertentes, no sul de Minas Gerais.

Obijetivos especificos

1. Determinar a prevaléncia de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, em
rebanhos leiteiros da regido dos Campos da Vertentes-MG, por meio da analise microbiologica do
leite de tanques de expanséo;

2. Correlacionar a presenca das bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae com a CCSt e a CBT e producéo de leite;

3. Determinar os principais fatores de risco associados com escores elevados de CCSt
em rebanhos bovinos da regido de campos das Vertentes;

4. Estimar a média de perdas de producdo de leite e impacto econdmico nas
propriedades da regido de Campos das Vertentes em funcdo dos escores de CCSt e da CBT;

5. Determinar o0s indices de resisténcia aos antimicrobianos das bactérias
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae isoladas de tanques de expansao de rebanhos da

regido de Campos das Vertentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 - Importéncia da pecuaria leiteira na economia brasileira

A cadeia produtiva do leite no Brasil tem sido um dos mais importantes segmentos do
agronegocio, desempenhando uma funcgéo vital no processo de desenvolvimento econdémico e social
do pais (IBGE, 2015). Em 2016, o Brasil se destacou como o quarto maior produtor mundial de
leite, atras apenas de Estados Unidos, india e China, com uma producéo estimada em 35 bilhdes de
litros de leite. Minas Gerais € o maior produtor entre 0s estados brasileiros, com uma captacdo
estimada em 6.106.490 mil litros de leite (IBGE, 2016).

Apesar da posicédo de destaque entre os maiores produtores mundiais, a produtividade media
de apenas 1.381 kg de leite/vaca/ano, enquanto que os Estados Unidos alcangaram produtividade
em torno de 9.790 kg/vaca/ano (USDA, 2012). Uma das causas das causas da baixa produtividade
dos rebanhos brasileiros, além de problemas econdmicos, reprodutivos, nutricionais e gerenciais,
sdo as doencas infecciosas que acometem endemicamente 0s nossos rebanhos. Neste contexto, a
mastite bovina se destaca como a principal, gerando grandes perdas na produtividade dos animais e
rebanhos afetados (KEEFE, 2012). Esta doenca diminui a capacidade de producdo de leite dos
animais afetados, as vezes, de forma irreversivel, o que consequentemente reduz a producdo do

rebanho, podendo ocasionar o descarte ou o 0bito dos animais afetados (HOGEVEEN et al., 2011).

2.2 - A mastite e seu impacto na cadeia produtiva do leite

A mastite bovina tem sido apontada como a principal doenca que afeta os rebanhos leiteiros
no mundo inteiro, causando sérios prejuizos econdmicos tanto ao produtor de leite quanto a
industria de laticinios (TOZZETTI et al., 2008). Apesar de incontaveis estudos realizados com o
intuito de minimizar essas perdas e da existéncia de medidas preventivas ja bem estabelecidas para
esta doenca, ela ainda € responsavel por perdas econémicas expressivas, (KEEFE, 2012).

As perdas econbmicas decorrentes da mastite se devem a reducdo na producao leiteira, perda
de qualidade do leite e consequente penalidade no preco pago, descarte de leite com residuos de
antibidticos, o aumento do uso de antibidticos para tratamentos, gastos com méo de obra e servigos
veterinarios (OVIEDO-BOYSO et al., 2007; LOPES et al., 2012).

A mastite causa alteracdo dos componentes do leite, com aumento no nimero de células

somaticas (CCS), o que influencia na menor vida de prateleira dos produtos
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lacteos (LOSINGER et al., 2005) e est4 diretamente relacionado com o rendimento de derivados
lacteos (LOPES et al., 2012). Segundo HALASA et al. (2009), as alteracdes na qualidade do leite e
reducdo da producdo representam os maiores problemas causados pela mastite na indUstria leiteira.

Souza et al. (2010) estimaram em 4,6 bilhGes de litros de leite as perdas ocasionadas pela
mastite subclinica em propriedades brasileiras, o que representaria aproximadamente 2,3 bilhGes de
reais, levando-se em conta os dados de producdo e 0s prec¢os pagos aos produtores no ano de 2009,
no Brasil.

Hogeveen et al. (2011) estimaram que a Holanda, a Suécia e os EUA tem uma perda
economica média decorrente da mastite entre US $ 80 a $ 125 por vaca. Estes mesmos autores ainda
citaram ainda que estes custos podem variar muito entre as fazendas, como nas fazendas leiteiras
neozelandesas, onde as estimativas de custo para a mastite variaram de € 17 a € 198 por vaca por
ano.

Halasa et al. (2009), em estudo realizado ao longo de um periodo de um ano em 400
rebanhos leiteiros holandeses, estimaram que o custo anual médio da mastite causada por
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli foi de
4.896 €, por vaca, com perdas didrias de leite de 0,54 a 0,62 litros por vaca.

Vérias metodologias tém sido utilizadas para o estudo dos efeitos da mastite na
produtividade e seu impacto financeiro na propriedade. Uma destas é o estudo da alteracdo da
producdo em 305 dias em lactacdo, associado ao aumento da media da CCS durante a lactacéo.
Seguindo esta metodologia, demonstrou-se uma perda de 135 + 20 kg de leite na primeira lactacdo,
e uma perda de 270 + 30 kg para todas as outras lactacdes (RAUBERTAS; SHOOK, 1982).

Hortet e Seegers (1998), visando demonstrar as perdas econémicas devido a mastite
subclinica, fizeram uma revisdo bibliografica focando as relacGes entre a CCSt e as variacdes na
producdo leiteira. Verificaram que as perdas médias de producdo foram de 0,4 kg de leite em vacas
primiparas e de 0,6 kg em multiparas, por cada aumento de 50.000 células somaticas por mL de
leite.

Lopes et al. (2011) simularam o impacto econdmico anual da mastite, tomando por
referéncia uma vaca em lactacdo, em rebanhos com CCSt de 250.000 e 1.000.000 de células por mL
de leite, considerando perdas na producdo de 0%; 6%; 12% e 18%, respectivamente, para CCSt de
200.000; 500.000; 750.000 e 1.000.000, devido a presenca de mastite subclinica e menor preco
pago pela industria. Os resultados apontaram perdas que variaram de R$ 1.333,90 a R$ 2.145,89 e
de R$ 0,2146 a R$ 0,4311/kg de leite, para CCSt de 250.000 e 1.000.000 de celulas por mL de leite,

respectivamente. Em outro estudo, Lopes et al. (2012) relataram alta representatividade das perdas
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decorrentes por reducdo na producdo de leite, representando 43,8% do impacto econdmico,
dependendo do nivel de mastite subclinica no rebanho.

Além de todas as perdas causadas pela mastite, ndo se pode deixar de destacar que ela
também pode ter impactos na salde publica, devido a presenca de agentes que podem transmitir
graves doencas aos seres humanos, bem como causar intoxicagdes alimentares. Além disto, o leite
pode conter residuos de antibidticos e bactérias resistentes que podem ser propagadas na
comunidade (DE VLIEGHER et al., 2012).

2.3 - Mastite bovina: etiologia e prevaléncia nos rebanhos leiteiros

A mastite € uma reacéo inflamatoria da glandula mamaria, geralmente associada a presenca
de micro-organismos, cuja nomenclatura originou se do grego masto- glandula mamaria e itis —
inflamacdo (BLOOD; STUDDERT, 1999; NOTEBAERT; MEYER, 2006). Tem como causa a
interacdo de fatores relacionados ao animal, patdgenos e ambientes, que culmina com o processo
inflamatdrio da glandula mamaria em consequéncia a agressdes fisicas, quimicas, térmicas ou
microbianas (BRITO et al., 2000).

Em funcdo da intensidade dos sinais clinicos, a mastite é classificada em clinica ou
subclinica. A forma clinica apresenta os sinais caracteristicos de inflamacéo, tais como o edema,
hipertermia, endurecimento e dor da glandula mamaéria e/ou aparecimento de grumos, pus ou outras
alteracbes das caracteristicas do leite. A mastite subclinica se caracteriza por alteracbes na
composicdo do leite, mas sem manifestacdes clinicas evidentes. Entre as principais alteracdes do
leite, destacam-se 0 aumento da CCS, o aumento dos teores de Cl e de Na, aumento das proteinas
séricas e diminuicdo dos teores de caseina, gordura, sélido total e lactose do leite. A enfermidade
reduz a producdo leiteira, chegando em muitos casos a causar perda de um ou mais quartos
mamarios (TOZZET] et al., 2008).

A infeccdo da glandula mamaria ocorre majoritariamente por invasdo canal do teto por
micro-organismos, processo que se estende a cisterna da glandula e ao parénquima secretor. Esta
invasdo ocorre geralmente durante a ordenha, através das maos do ordenhador ou outros materiais
contaminados, podendo, no entanto, ocorrer quando 0s animais estdo em ambientes contaminados,
durante o periodo entre as ordenhas. O canal do teto se mantém aberto durante um periodo de uma a
duas horas ap0s a ordenha, o que facilita a penetracdo dos microrganismos ambientais (AIRES,
2010).

Os agentes causadores da mastite séo classificados em contagiosos ou ambientais, de acordo

com o modo de transmissdo. Os patdgenos contagiosos sao mais adaptados ao animal e estdo
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geralmente associados com infec¢bes subclinicas, enquanto que os patdgenos ambientais Sao
geralmente menos adaptados, considerados oportunistas, e estdo geralmente associados a infeccdes
intramamarias (I1M) clinicas (SCHUKKEN et al., 2009). Os agentes contagiosos sao geralmente
transmitidos entre os animais, através de equipamentos contaminados ou através das maos
contaminadas do ordenhador, enquanto que os ambientais sdo caracterizados pela transmissédo do
ambiente contaminado para o Ubere da vaca (BRADLEY; GREEN, 2000).

Os principais patégenos contagiosos causadores de mastite em bovinos sdo Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae. Os patdgenos ambientais sdo aqueles presentes em fezes, dgua
contaminada, solo e cama dos bovinos, sendo Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae,
Eschererichia coli e Enterococcus spp. 0s mais comuns (TALBOT; LACASSE, 2005).

As bactérias S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae, E. coli e S. uberis normalmente
causam maiores danos ao Ubere que outros patdgenos causadores de mastite, e por isto séo
denominados patdgenos principais ou maiores (REYHER et al., 2012). Segundo Cremonesi et al.
(2005), S. aureus e S. agalactiae sdo os agentes mais frequentemente isolados de casos de mastite,
sendo responsaveis por aproximadamente 90% das 1M em bovinos leiteiros.

Ziech et al. (2013) estudaram a mastite em propriedades leiteiras localizadas em um
municipio da regido central do Rio Grande do Sul. Verificaram que 53% dos animais tiveram pelo
menos um quarto positivo ao CMT, indicando presencga da mastite subclinica. A partir da cultura de
amostras de leite dos quartos afetados, isolaram 199 agentes, dos quais 30,7% foram identificados
como Corynebacterium spp., 30,7% como Staphylococcus coagulase positiva, seguidos de
Staphylococcus coagulase negativa (23,1%) e S. agalactiae (4,5%).

Peter et al. (2013) observaram em 274 propriedades leiteiras no sul do RS, médias de
contagens de S. aureus e de Staphylococcus spp. de 4,8 x10° UFC/mL e 5,9 x10%, UFC/mL,
respectivamente. De acordo com o0s pesquisadores, estes resultados geram grande preocupacdo do
ponto de vista de saude publica, devido a ampla distribuicdo dos agentes e a sua grande
patogenicidade.

Oliveira et al. (2011), em estudo realizado em rebanhos da bacia leiteira de Rondon, no
Estado do Para, verificaram que as bactérias isoladas a partir de casos de mastite clinica foram
Staphylococcus spp. coagulase negativo (25%), S. aureus (16,7%), Streptococcus spp. (8,3%) e
Corynebacterium spp. (8,3%). Na etiologia da mastite subclinica, foram identificados
Staphylococcus spp. coagulase negativo (32,3%), S. aureus (17,7%), Staphylococcus intermedius
(1,6%), Streptococcus spp. (4,8%), Corynebacterium spp. (4,8%) e Staphylococcus spp. coagulase

negativo associado com S. aureus (1,6%). Nao houve crescimento de micro-organismos em 41,7%
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das amostras provenientes de animais com mastite clinica e em 37,1% das provenientes de casos
subclinicos.

Langoni et al. (2011) observaram em dez propriedades rurais localizadas no Estado de S&o
Paulo, frequéncias de 29,52% para Corynebacterium bovis, 11,9% para Streptococcus dysgalactiae
e de 10,48% para S. aureus. Em outro estudo realizado neste mesmo Estado, em cinco rebanhos
leiteiros da regido de Pirassununga, entre setembro a novembro de 2000, as frequéncias médias de
mastite clinica e de subclinica em animais foram 7,46% e 63,68%, respectivamente (BUENO et al.,
2002).

Costa (2008), em estudo sobre a epidemiologia da mastite em 35 rebanhos bovinos da regido
sul de Minas Gerais, verificou que a Staphylococcus aureus e S. agalactiae foram os dois principais
patogenos associados aos casos de mastite clinica e subclinica, com prevaléncias de 34,29% e
21,82%, respectivamente, nos animais amostrados.

Oliveira et al. (2013) isolaram S. aureus em diferentes pontos de amostragem no ambiente
de ordenha de propriedades leiteiras de S&o Paulo, verificando percentuais de positividade em
amostras de leite individual de vacas entre 0 a 15,5%.

Motta et al. (2013) analisaram amostras de leite obtidas de vacas acometidas pela mastite, na
bacia leiteira da regido sudeste do Estado de Sao Paulo. Foram isolados 605 micro-organismos, com
predominio de enterobactérias e dos géneros Staphylococcus e Streptococcus. Staphylococcus spp.
representou 13,06% dos agentes isolados, dos quais 65,82% foram classificados como
Staphylococcus spp. coagulase positivos e 34,18% como Staphylococcus spp. coagulase negativos.

Em um estudo envolvendo oito fazendas leiteiras do Estado de S&o Paulo, no qual foram
analisadas amostras de leite de quartos mamarios dos animais afetados pela mastite, 18,1% das
amostras analisadas apresentaram crescimento de microrganismos, sendo que 0S mais
frequentemente foram Staphylococcus spp. (10,4%) e Streptococcus spp. (4,6%) (CASTELANI et
al., 2013).

No Estado de Pernambuco, um levantamento apontou prevaléncia de 53,49% de mastite nos
rebanhos estudados, observando a frequéncia de 27,91% para Corynebacterium spp., 20,16% para
Staphylococcus aureus, 18,60% Staphylococcus spp. e 4,65% Streptococcus spp. (TEST; CHAVE,
2001).

Peixoto et al. (2013), também no Estado de Pernambuco, verificaram, em exames
microbioldgicos de 322 amostras de leite coletadas de quartos acometidos por mastite, que 48,4%
(156/322) né@o apresentaram crescimento de micro-organismos, em 28,9% (93/322) houve
crescimento de Corynebacterium spp., em 17,7% (57/322) e de Staphylococcus spp., em 2,2%
(7/322).
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Brito et al. (1999) descreveram que, em Minas Gerais, S. agalactiae encontra-se em 60%
das propriedades das regides da Zona da Mata e de Campos das Vertentes. Noutro estudo, Elias et
al. (2012) observaram uma prevaléncia de 39,7% do S. agalactiae em propriedades localizadas em
Minas Gerais.

Na cidade de Sacramento-MG, foi observada prevaléncia de 40% para a mastite entre os
rebanhos, sendo que 70,3% dos agentes isolados de animais acometidos foram caracterizados
bioquimicamente como pertencentes a espécie de S. aureus (SOUZA et al., 2013).

Oliveira et al. (2013b) estudaram a etiologia da mastite em uma popula¢do composta por
112 rebanhos com aproximadamente 6.000 vacas em lactagdo localizadas nos estados de Minas
Gerais e Rio de Janeiro, tendo verificado que a prevaléncia para S. aureus e S. agalactiae foi de
93,0% e 41,0%.

Wilson et al. (1997) relataram que a maioria das 1IM (>75%) é causada por Streptococcus
spp., Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativa. Neste
estudo, os pesquisadores observaram uma maior prevaléncia para Staphylococcus spp. (11,3%),
Streptococcus agalactiae (10,1%), Staphylococcus aureus

Makovec e Ruegg (2003) relataram prevaléncias de 9,7% para Staphylococcus aureus, de
3,0% para Streptococcus agalactiae, 17,5% para Staphylococcus coagulase-negativo, 20,1% para
Streptococcus spp., e de 6,7% para Escherichia coli entre 77.172 amostras de leite submetidas para
exame microbiolégico no Laboratério de Diagndstico Veterinario de Wisconsin, entre 0os anos de
1994 e 2001.

Segundo Oliver et al. (2004), Streptococcus agalactiae foi a maior causa de casos de mastite
na época em que ndo se utilizava tratamento antimicrobiano, o que levou ao desenvolvimento de
mastites crénicas em muitos rebanhos. De acordo com Zadoks et al. (2011) este patégeno é uma das
espécies de estreptococos identificadas em IIM e tem sido detectado em 31 a 48% de amostras de
leite de tanque.

Em uma pesquisa realizada com o intuito de estudar a prevaléncia do S. agalactiae na
América do Sul, observou-se que esta bactéria esta presente em 60% dos rebanhos brasileiros, em
42% dos rebanhos Colémbia e em 11% nos uruguaios (KEEFE, 2012). Nos dltimos anos essa
bactéria estd sendo considerada um patégeno re-emergente nos rebanhos leiteiros da Europa
(RADTKE et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013).

Embora o percentual de mastite causada por S. agalactiae em algumas pesquisas seja baixo,
estudos realizados no Brasil demonstraram que esta bactéria continua a ser um dos patégenos mais
importantes na etiologia da mastite bovina, o qual tem sido isolado em diferentes regi6es do pais
com prevaléncias que variaram de 3,2% a 33% (SANTOS et al., 2007).
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2.4 - A mastite e seu impacto na qualidade do leite

Segundo Guerreiro et al. (2005), o leite, por natureza, € um alimento rico em nutrientes,
contendo proteinas, carboidratos, gorduras, vitaminas e sais minerais e sua qualidade ¢ um dos
temas mais discutidos atualmente dentro do cenério nacional de producéo leiteira.

A melhoraria da qualidade do leite obtido no Brasil comegou a tomar forma em 2002,
através da Instrucdo Normativa n°51/2002, publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento —~MAPA (BRASIL, 2002), que estabeleceu regras para sua estocagem, transporte e
requisitos de qualidade. A IN51 foi revista em 29 de dezembro de 2011, através da publicacdo da
Instrucdo Normativa n® 62 (IN62) (BRASIL, 2011) e posteriormente em 03 de maio de 2016 (IN 7)
(BRASIL, 2016), visando basicamente adequar 0s prazos para 0s produtores se enquadrarem aos
critérios estabelecidos pela Legislacdo. A legislacdo vigente estabelece os parametros que indicam a
saude da glandula maméria e a qualidade higiénico-sanitaria do leite através da Contagem de
Células Somaticas (CCS), com no maximo 500.000 cels/ml de leite e a Contagem Bacteriana Total
(CBT), com limite maximo de 300.000 UFC/mI de leite.

O leite tem sua composicdo e qualidade alteradas quando oriundo de vacas com mastite. A
intensidade das alteracdes depende da resposta inflamatoria do animal, dos fatores de viruléncia do
agente etiologico da doenca e da extensdo do tecido afetado (ZAFALON et al., 2005). A resposta
imune pode variar entre diferentes agentes patogénicos e cada agente pode determinar alteracdes
especificas no leite (BANNERMAN et al., 2004; LEITNER et al., 2006).

Segundo Philpot e Nickerson (1991), os leucdcitos correspondem a 98 a 99% das células
somaticas encontradas no leite. O processo inflamatério provoca a liberacdo de substancias
quimicas devido a acdo dos agentes patogénicos e da destruicdo de tecido secretor, o que induz a
passagem de leucdcitos do sangue para o interior da glandula. Estas células tém a funcdo de
combater 0s agentes patogénicos.

A CCS individual normal é de aproximadamente 68.000 células/mL™ no leite de uma vaca
com todos os quartos mamarios sem nenhum tipo de infeccdo. Escores de CCS individual acima de
200.000 cel./mL de leite sdo indicativos de processo infeccioso na glandula mamaria (LAEVENS et
al., 1997; SCHEPERS et al., 1997; DJABRI et al., 2002).

A mastite é a principal causa do aumento da contagem de células do leite que, na maioria
dos casos, é resultado de uma infecgdo bacteriana. Como resultado da inflamacéo, as paredes dos
vasos sanguineos se tornam dilatadas e diversas substancias do sangue passam junto com 0S

leucdcitos para a luz da glandula, misturando-se ao leite. Entre estas substancias podem ser citados
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os ions Cl e Na e bicarbonatos que alteram as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do leite.
Devido as lesbes no tecido mamario, as células secretoras se tornam menos eficientes, isto &, com
menor capacidade de produzir e secretar o leite. 1sso explica a perda de qualidade e a reducdo da
producéo do animal (BRITO; BRITO, 2001).

A CCS ¢ o instrumento mais preciso de avaliacdo da satde da glandula mamaria. E
considerada normal, para tanque de mistura, a CCS menor ou igual a 200 mil células mL™; sendo
que valores superiores a este limite sdo indicativos de mastite no rebanho (SANTOS; FONSECA,
2007). Segundo Viguier et al. (2009), o aumento da CCS é o principal indicador de mastite no
rebanho.

De acordo com Machado et al. (2000), as células somaticas sdo normalmente, células de
defesa do organismo que migram do sangue para o interior da glandula mamaria com o objetivo de
combater agentes agressores, mas podem ser tambem, células de descamacéo do epitélio glandular.
Deste modo, a CCS de uma vaca permite a quantificacdo do grau de infeccdo da glandula mamaria,
e a avaliacdo periddica da CCSt do rebanho permite a determinacdo da incidéncia média de mastite
no rebanho.

O monitoramento da CCS no leite de animais individuais ou no leite de tanque é uma
ferramenta valiosa para a avaliacdo do nivel de mastite subclinica no rebanho, para a estimativa das
perdas quantitativas e qualitativas de producdo do leite e derivados, como indicativo da qualidade
do leite produzido na propriedade, sendo essencial para se estabelecer as medidas de prevencao e
controle da mastite (MULLER, 2002).

Djabri et al. (2002) verificaram que a CCS em animais acometidos pela mastite apresenta
variaces que dependem do patégeno envolvido, podendo variar entre 105.000 células/mL™ em
infeccBes acometidas por Corynebacterium bovis, até 1.151.000 célulassmL™ em infeccdes
causadas por E. coli. Neste mesmo estudo, verificaram que S. aureus e S. uberis induziram um
contagens de 357.000 e 1.024.000 células/mL™, respectivamente.

RIBAS et al. (2014) avaliaram os ECS (escores de células somaticas) e suas relacdes com 0s
teores de gordura, proteina, lactose e sdlidos totais em 1.950.034 amostras de leite do leite cru de
tanques de expansdo. Verificaram que altas CCSt influenciaram a composicao do leite, afetando sua
qualidade, alterando a permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula maméria e reduzindo a
secrecdo dos componentes do leite sintetizados (proteina, gordura e lactose) pela acdo direta dos
patdgenos ou de enzimas.

Schukken et al. (2009) relataram que as IIM causadas por Staphylococcus coagulase
negativa (SCN), mais frequentes em novilhas quando comparado as vacas multiparas, resultaram

em um aumento moderado da CCS. IIM ocasionadas por Corynebacterium causaram aumento
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moderado da CCS, enquanto aquelas ocasionadas por S. agalactiae, Streptococcus spp. e S. aureus
apresentaram impacto relevante na CCS.

De acordo com Haas et al., (2002), variagdes da CCS podem ser observadas durante o curso
da infeccdo e em funcdo do agente etioldgico da mastite. Um exemplo é a mastite causada por
coliformes, na qual CCS ¢ baixa antes e depois da ocorrencia da mastite clinica, enquanto que, no
caso clinico de mastite por S. aureus e Streptococcus, a CCS aumenta no inicio da infeccdo e
permanece elevada até a cura, e pode ocorrer de manter-se num nivel elevado mesmo apos a
eliminagdo da mastite.

A analise de leite de tanque é amplamente aceita como ferramenta para a avaliacdo da
qualidade do leite e monitoramento da saude do Ubere do rebanho (RYSANEK et al., 2007).
Segundo Jayarao e Wolfgang (2003), a contagem bacteriana do leite do tanque pode fornecer uma
base de informacdes significativas em relacdo as praticas de higiene de manejo de ordenha e de
limpeza de equipamentos de ordenha. Além disso, a analise de leite de tanque € menos onerosa,
menos trabalhosa e mais répida do que a analise de leite de animais individuais. Por outro lado,
segundo Jayarao et al. (2004), os resultados de cultura de leite de tanque tém sido criticados pela
sua baixa sensibilidade em detectar patdgenos contagiosos da mastite, como S. agalactiae e/ou S.
aureus dentro do rebanho. O aumento da sensibilidade de deteccdo de S. agalactiae e/ou S. aureus
pode ser alcancado com a realizacdo de analises microbioldgicas seriadas, repetindo-se a cultura
durante um periodo de tempo, cultivando-se maiores volumes de leite ou utilizando-se de meios de
cultura seletivos e enriquecidos.

Apesar da baixa sensibilidade de deteccdo, a cultura de leite de tanque possui alta
especificidade para patdgenos contagiosos, sendo uma ferramenta util no monitoramento destes
micro-organismos, uma vez que a presenca de S. agalactiae ou S. aureus por meio de cultura
microbiolégica pode ser considerado um indicador confidvel da presenca destes patégenos no
rebanho (GODDEN et al., 2002).

2.5 - Resisténcias aos antimicrobianos em patdgenos causadores de mastite

Uma das principais preocupacdes atualmente no controle da mastite é a resistencia dos
patdgenos aos antimicrobianos, fenbmeno que vém crescendo em importancia (BRITO; BRITO,
2001).

BRITO et al. (2001) determinaram a concentracdo minima inibitéria (CMI) de alguns
antimicrobianos para o Staphylococcus aureus isolados da mastite e verificaram que 100% das

amostras foram susceptiveis a cefalotina, eritromicina, gentamicina, norfloxacina e oxacilina, 91% a
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tetraciclina e a tilosina, 65% a ampicilina e & penicilina G. Todas os isolados testados foram
susceptiveis a neomicina, exceto um que apresentou um padréo intermediario.

Zanette et al. (2010) pesquisaram o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em isolados
de S. aureus, por meio da técnica de difusdo em disco. Verificaram que os antibidticos com maior
eficacia in vitro foram ciprofloxacino e sulfazotrim, com 97,44% e a vancomicina, com 94,87%. As
drogas menos efetivas foram a penicilina, com 46,15% de resisténcia e tetraciclina, com 30,77%.

Saeki et al. (2011), também pesquisando sobre o perfil de sensibilidade aos antibioticos
comerciais em isolados de Staphylococcus aureus, verificaram que os antibioticos mais eficientes
foram a gentamicina (10 pg), cefalexina (30 pg) e ciprofloxacina (10 pg) com 100% de eficécia,
seguidos de norfloxacino (94,6%).

Moroni et al. (2006), avaliaram a suscetibilidade aos antimicrobianos em Staphylococcus
aureus isolados do leite de vacas acometidas pela subclinica 3-lactamicos, na Italia. Demonstraram
que as concentracdes inibitorias minimas (CIM) somente para certas penicilinas R-lactamase—
resistentes (especificamente cloxacilina) ou combinagdes com penicilina (amoxacilina +
clavulanato) foram consistentemente eficazes contra Staphylococcus aureus, enquanto que 0s outros
derivados de [3-lactdmicos e drogas de outros grupos farmacéuticos foram ambos moderadamente
eficazes ou ineficazes.

Hartwig et al. (2014) determinaram a Concentra¢do Minima Inibitéria (CMI) do sulfato de
cefquinoma, avaliando sua eficacia frente aos agentes bacterianos: Staphylococcus spp. (coagulase
negativo), Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus pyogenes, Trueperella pyogenes, Nocardia spp., Corynebacterium spp.
e Bacillus cereus, isolados de amostras de leite de vacas que apresentavam mastite clinica ou
subclinica. As CMIs para cada uma das bactérias testadas variaram em um intervalo de 0,014 a
115,781 pg.ml?, mas as CMIs obtidas para a maioria dos agentes bacterianos foram inferiores a 2
pg.ml™, com excecdo da Nocardia spp. que somente foi inibida em concentragdes maiores de
antibioticos, e do Staphylococcus aureus que apresentou resisténcia a todas as concentraces de
sulfato de cefquinoma avaliadas.

Diniz et al. (2010) avaliaram a resistencia a oxacilina em Staphylococcus aureus
provenientes de animais com histérico de mastite recorrente, através da concentrac¢do inibitéria
minima (CIM). Verificaram 51,35% de isolados resistentes a oxacilina, salientando o0s problemas
de insucesso do tratamento e da recorréncia da infecgdo associado a estes isolados.

Santos et al. (2006) avaliaram a susceptibilidade aos antimicrobianos em Staphylococcus
spp. isolados de vacas com mastites clinica ou subclinica, na regido de Uberlandia-MG.

Demonstraram que dois isolados de Staphylococcus coagulase positiva foram resistentes a oxacilina
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com CIM de 512 mg/mL e 1028 mg/mL, respectivamente, evidenciando uma elevada porcentagem
de cepas resistentes, reforcando a importancia do uso adequado e monitorado de antibioticos.

Schlegelové et al. (2002) determinaram a CIM de estirpes de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus coagulase negativo (SCN), Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, E. faecium e Bacillus cereus, isolados de 111 amostras de leite de tanque de expansao,
frente aos antimicrobianos amicacina, ampicilina, ampicilina + sulfabactan, cefalotina (CLT),
cefotaxima, clindamicina, cloranfenicol (CMP), o co-trimoxazole, eritromicina (ERY), gentamicina,
neomicina, norfloxacina, oxacilina, penicilina, estreptomicina (STR), tetraciclina (TTC) e
vancomicina. A resisténcia contra um ou mais antimicrobianos foi encontrada em 93% de S. aureus,
40% dos SCN, 73% de E. coli, 88% de E. faecalis, 55% de E. faecium, e uma cepa L.
monocytogenes. A maior parte dos micro-organismos, particularmente os enterococos, foram
resistentes a STR, TTC, e ERY (MICso 4 pg/mL). Alta resisténcia a CLT foi verificada para 11
estirpes de E. coli (MIC 256 pg/ml) que tambem foram resistentes a CMP (MICgy 16 pg/ml). O
maior nimero de fendtipos de resisténcia foi encontrado para E. coli (16), seguido de SCN (12).
Dezoito fendtipos de resisténcia idénticos foram demonstrados em E. coli, E. faecalis e E. faecium,
S. aureus e SCN isolados a partir da mesma amostra de leite de tanque de expansdo. Segundo 0s
autores, 0s resultados demonstram o problema da resisténcia ndo apenas entre 0s agentes
patogénicos, mas também entre bactérias indicadoras que podem se tornar disseminadoras de genes
de resisténcia.

Bengtsson et al. (2009) relataram a resistencia aos antimicrobianos em diversos patdgenos
causadores de mastite. Entre os isolados de S. agalactiae, dois eram resistentes a tetraciclina, um
CIM elevadas (>8 mg/L) para a clindamicina, eritromicina (1 mg/L) e espiramicina (> 64 mg / L),
indicando também a resisténcia adquirida a estes agentes antimicrobianos.

Guérin-Faublée et al. (2002) analisaram a susceptibilidade a antimicrobianos em diferentes
espécies de Streptococcus isolados de 1M, incluindo 50 cepas de Streptococcus uberis, 42 de S.
dysgalactiae e oito de S. agalactiae. A resisténcia a tetraciclina foi a mais frequente (em particular
para as estirpes de S. dysgalactiae). Todas as cepas de S. dysgalactiae e S. agalactiae foram
suscetiveis B-lactamicos, mas 44% das cepas de S. uberis mostraram uma elevada resistencia a
penicilina. Também se observou resisténcia elevada a estreptomicina (CIM >1024 mg/L) em 18%,
25% e 4,8% de S. uberis, S. dysgalactiae e S. agalactiae, respectivamente, enquanto que 10%, 0% e
4,8 foram resistentes a kanamicina. Todos as cepas de S. dysgalactiae e de S. agalactiae foram
sensiveis a penicilina G. Oito cepas de S. agalactiae foram resistentes ao trimetoprim. Todos 0s
isolados avaliados foram suscetiveis a cloranfenicol, rifampicina e rifaximina. Em geral, 48%, 7,1%

e 0% de S. uberis, S. dysgalactiae e S. agalactiae, respectivamente foram sensiveis a todos 0s
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antimicrobianos compostos testados. Altas prevaléncias de resisténcia foram observadas para

tetraciclina e trimetoprim entre os isolados de S. dysgalactiae e S. agalactiae.

3 CONSIDERACOES FINAIS

A mastite é a enfermidade mais relevante na pecuéria leiteira, acarretando prejuizos aos
produtores, devido as perdas produtivas e despesas com tratamentos, e para as industrias de
laticinios, devido a perda de qualidade da matéria-prima. Pode ainda causar problemas a satde do
consumidor, seja pela presenca de patdgenos transmissiveis no leite e derivados, seja por residuos
de drogas administradas com intuito de tratar os animais afetados pela doenca. Diante disto,
ressalta-se que a mastite deve ser motivo de atencdo e preocupacdo entre todos os segmentos
envolvidos na cadeia leiteira, e que os estudos sobre a mesma devem ser permantentes, tendo em

vista que sua epidemiologia é processo bastante dindmico.
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Resumo

A mastite bovina é a doenga mais relevante em bovinos leiteiros em todo o mundo, ocasionando
expressivos prejuizos aos produtores, a industria lactea e consumidores. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o impacto econdmico da mastite bovina sobre a producdo e economia em condicgdes de
exploracGes brasileiras. Para tal, foram estimadas as perdas de producdo de leite e 0s prejuizos
econdmicos em relacdo as contagens de células somaticas no leite do tanque (CCSt) e contagem
bacteriana total (CBT), em rebanhos da regido de Campos das Vertentes, uma importante bacia
leiteira do Estado de Minas Gerais. Para se calcular as perdas de producdo, utilizaram-se as médias
de trés CCSt, de 306 propriedades, obtidas em intervalos de 15 dias entre as coletas, sendo
estimadas as perdas por meio da equacdo de regressdo linear y= - 4,7908 + 0,0226x, na qual a
variavel “x” representa a contagem de células sométicas do tanque (CCSt) e “y”a perda em % de
producao de leite. As médias de CCSt e de CBT entre as propriedades amostradas foram de 482.650
celssmL e 43.710 UFC/mL de leite, respectivamente, verificando-se que 35,6% dos
estabelecimentos se encontravam acima dos limites estabelecidos pela legislagdo vigente para a
CCSt e 7,84% para CBT. Os resultados demonstraram que a media de producdo diaria nas
propriedades foi de 488,43 litros de leite e que estimativas de perdas médias diarias na producéo
devido a mastite foram de 6,80%. N&o se observaram diferencas significativas quanto as perdas
percentuais de producdo em funcdo da producdo diaria das propriedades. Os resultados obtidos
evidenciam a necessidade de um controle mais efetivo da mastite, visando minimizar as perdas de
producdo leiteira e melhorar os indices econdémicos, assim como elevar a sanidade do rebanho e a
qualidade da matéria-prima ofertada.

Summary

Bovine mastitis is the most relevant disease in dairy cattle worldwide, causing significant losses to
producers, the dairy industry and consumers. The objective of this study was to evaluate the
economic impact of bovine mastitis on production and economy under Brazilian farm conditions.
For this, milk production and economic losses were estimated in relation to bulk milk somatic cell
counts (BMSCC) and total bacterial counts (TBC) in herds of the mesoregion of Campos das
Vertentes, an important dairy region of Minas Gerais State. In order to calculate the production
losses, were calculated the means of three BMSCC of 306 dairy herds, obtained at intervals of 15
days between the collections. The losses were estimated through the linear regression equation: Y =
- 47908 + 0.0226x, where the variable "x" represents the BMSCC, and “Y” represents the
estimative of milk production losses. The mean values of BMSCC and TBC among the farms
studied were 482,650 cells / mL and 43,710 CFU / mL of milk, respectively. About 35.6% and 7,
84% of the establishments were above to the BMSCC and TBC limits established by the current
legislation, respectively. The results showed that the average daily production in the farms was
488.43 liters of milk, and the average daily production losses due to mastitis among the farms were
6.80%. No significant differences were observed regarding the production losses as a function of
the milk production scores of the properties. The results obtained evidenced the need for a more
effective control of mastitis, aiming to minimize losses of milk production and to improve
economic indexes, as well as to increase the sanity of the herd and the quality of the raw milk
produced.

Introducéo

A cadeia do leite e de seus derivados desempenham papel relevante na producdo de alimentos e na
geracdo de emprego e renda no Brasil, se configurando entre os principais setores do agronegdcio
nacional (Barbosa et al., 2001). O Brasil é 0 4° produtor mundial de leite e é responsavel por 70%
do volume total produzido pelo MERCOSUL, com uma captagdo de 23,17 bilhdes de litros em
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2016 (IBGE, 2017). Além disso, o pais possui 0 segundo maior rebanho de vacas leiteiras do
mundo, com cerca de 23 milhdes de cabegas (FAO, 2017).

Dentro desta conjuntura, Minas de Gerais lidera a producéo de leite nacional, sendo responsavel por
aproximadamente 26% do leite adquirido pela indUstria lactea brasileira em 2016 (IBGE, 2017),
destacando-se neste Estado a regido do Campo das Vertentes, com uma produgédo estimada em
382,6 milhdes de litros, em 2015 (IBGE, 2016). No entanto, apesar do sucesso alcangado pela
cadeia do leite e seus derivados, ainda ha entraves que precisam ser superados. Entre estes, é de
grande relevancia a elevada prevaléncia de mastite, uma patologia que compromete a qualidade e a
eficiéncia do setor e que provoca as maiores perdas econdmicas em sua cadeia produtiva (Brito e
Brito, 2001; Keefe, 2012).

As lesbes no tecido mamario causadas pela mastite reduzem a producdo e secrecdo do leite pelas
células secretoras do parénquima mamario, provocando alteragdes fisico-quimicas e
microbioldgicas no leite (Philpot e Nickerson, 2002). Os maiores impactos decorrente da mastite
estdo associados com a reducdo na quantidade e qualidade do leite produzido. Além disso, essa
patologia causa aumentos substanciais nos custos de producao devido a substituicdo de matrizes, e
também, impactos na salde publica associadas a veiculacdo de agentes patogénicos e intoxicacoes
alimentares devido ao consumo de leite contaminado sem pasteurizacdo (Santos e Fonseca, 2007;
Costa, 2014).

A mastite pode se apresentar nas formas clinica ou subclinica. A primeira apresenta sinais
evidentes, como edema e aumento de temperatura do Ubere, endurecimento, dor, grumos e pus no
local e alteracGes das caracteristicas do leite (Coser et al., 2012). Ja a forma subclinica, apesar de
nao apresentar sinais visiveis de inflamagao no ubere, ¢ caracterizada pelo aumento no nimero de
células somaticas, elevacéo dos teores de cloro e sodio, além da diminuicdo dos niveis de caseina,
lactose e gordura, afetando a qualidade e o volume do leite produzido (Cullor et al., 2006).

A forma de apresentacdo subclinica favorece a disseminacdo da mastite nos rebanhos, além de
causar uma falsa tranquilidade ao produtor em relacdo a inexisténcia de mastite em seu rebanho.
Estimativas indicam que, para cada caso clinico desta enfermidade, ocorram 35 casos subclinicos
(Santos e Fonseca, 2007). De acordo com Cassoli e Machado (2007), a prevaléncia de mastite
subclinica no rebanho nacional foi estimada em 40%, causando perdas de 6% na producéo de leite e
uma menor remuneracao em casos de pagamentos por qualidade.

A reducdo da producdo leiteira em decorréncia da mastite subclinica esta associada com o aumento
da CCS em resposta ao processo infeccioso (Tozzeti et al., 2008). As células somaticas compostas
por leucdcitos, que migram do sangue para o interior da glandula mamaria, com o objetivo de
combater os agentes causadores da mastite, e também por células de descamacdo do epitélio
glandular (Philpot e Nickerson, 2002).

Como resultado do processo inflamatorio, as paredes dos vasos sanguineos se tornam dilatadas e 0s
leucdcitos e outros elementos sanguineos se concentram no leite. Entre estes, podem ser citados
fons de cloro e sddio, que alteram as caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas do leite (Brito e
Brito, 2001). Tsenkova et al. (2001) relataram que o aumento da CCS do leite é acompanhado de
alteracdo no perfil das proteinas do leite e na concentracdo de ions, sendo um indicador geral da
salde da glandula maméria, utilizado como um sinalizador da presenca da mastite subclinica, sendo
aceita por isso, como teste padrao para determinar a qualidade do leite.

Outro ponto que se deve destacar em relagdo a qualidade do leite corresponde a contagem
bacteriana total (CBT), a qual mede a microbiota do leite, que depende da carga bacteriana inicial e
da taxa de multiplicagdo dos microrganismos, além de avaliagdo da higiene de ordenha e das
condicdes de estocagem e transporte do leite cru, sendo uma importante ferramenta no controle da
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qualidade da matéria-prima, permitindo inferir sobre os provaveis efeitos indesejaveis acerca do
rendimento industrial de produtos lacteos. Alem disso, o leite com elevada CBT representa risco
para a saude do consumidor, pelo potencial de veiculacdo de micro-organismos e toxinas
microbianas resistentes a pasteurizacdo (Vargas et al., 2013).

Estudos prévios avaliaram a importancia econdmica da mastite (Magalhdes et al., 2006; Lopes et
al.; 2011; Saeki et al., 2011; Aguiar et al., 2014). No entanto, h& ainda poucos estudos sobre 0s
impactos econdmicos da mastite em condigdes de exploracdo brasileiras. Desta forma, no presente
trabalho, foram estimadas, em fungdo dos escores se de células sométicas no leite do tanque, as
perdas de producdo de leite e os prejuizos econdmicos decorrentes da mastite em propriedades
leiteiras da regido do Campo das Vertentes, Minas Gerias.

Material e Métodos

No presente estudo, foram analisadas 306 propriedades rurais produtoras de leite, localizadas na
bacia leiteira da regido de Campos das Vertentes, Minas Gerais. As propriedades integrantes do
estudo eram vinculadas a um laticinio da regido e ocupavam uma area aproximada 12.564 km2,
tendo um efetivo bovino estimado em 34.000 animais (FAEMG, 2006). Ndo foram aplicados
critérios probabilisticos para a escolha das propriedades estudadas, sendo a inclusdo das mesmas
feitas com base no relacionamento prévio dos proprietarios com um laticinio e a unidade de
pesquisa.

Amostras de aproximadamente 40 mL de leite foram coletadas assepticamente no tanque de
expansdo, de cada propriedade apds homogeneizagdo. Estas ap0s serem coletadas foram mantidas
em frascos individuas estéreis, em recipientes isotérmicos a 4°C, até envio aos laboratorios
integrantes de Rede Brasileira de Qualidade do Leite para realizacdo da contagem de celulas
somaticas do tanque (CCSt) e contagem bacteriana total (CBT).

Foram realizadas trés analises de CCSt e CBT em cada propriedade, em intervalos de 15 dias, no
periodo entre mar¢o e abril de 2017. Os valores de producéo diaria de leite em cada propriedade no
periodo experimental foram obtidos junto ao laticinio que captou o leite produzido.

Apos calcular a média da CCSt das trés coletas realizadas nas propriedades amostradas, as perdas
em % na producdo de leite causadas pela mastite foram estimadas por meio da equacdo de regressao
linear proposta pelo National Mastitis Council (NMC) (Nickerson et al., 1996).

Y =-4,7908 + 0,0226x.

onde:

[}

y” representa a percentagem de perda na produgdo de leite;
“x” indica a quantidade de células somaticas no tanque (CCSt).

Apos os calculos das perdas percentuais na producdo de leite, estas foram convertidas em perdas
quantitativas diarias de leite (PDL), para cada produtor, através do calculo da diferenca entre a
producdo diaria sem perdas devido a CCSt e a real producdo diaria da propriedade. A seguir, foram
estimadas as perdas anuais em litros de leite e impacto econdmico anual.

Para analise dos prejuizos econémicos, as perdas quantitativas de leite foram multiplicadas pelo
valor do leite pago, através da formula seguinte:

Prejuizos econémicos = (Dias x (PDL) x (preco L/leite)
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Onde:
PDL = Perda diéria de leite estimada para cada produtor;
Dias = periodo de tempo avaliado;
Preco L/leite = preco pago para a venda do leite.

Os valores pagos pelo leite foram obtidos por avaliagdes realizadas pelo Centro de Estudos
Avancados em Economia Aplicada (CEPEA) Leite — ESALQ — USP em 06 de junho de 2017.

Para avaliar se havia diferencas entre os niveis de perdas nos diferentes estratos de producdo, as
propriedades foram agrupadas da seguinte forma: produtores que produziam diariamente menos de
100 L/dia; produtores que produziam entre 101 e 500 L/dia; produtores que produziam entre 500 e
1000 L/dia e propriedades que produziam acima de 1000 L/dia.

As perdas médias de producdo e as estimativas de perdas econdmicas anuais foram calculadas de
forma descritiva. Fez-se a comparacdo entre as medias dos agrupamentos das producbes das
propriedades para CCSt, CBT e % de perdas correlacionadas com CCSt, pelo teste de Analise de
Variancia, com um nivel de significAncia de 5%. Também foi calculada a correlacdo de Pearson
entre as variaveis CCSt e CBT. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico SPSS 20.0®.

Resultados e Discussao

A producédo diaria média de 548 litros verificada entre as propriedades (Tabela 1) foi superior a
média nacional que ¢ de 52 litros/dia, e tambem acima da média do Estado de Minas Gerais, que foi
estimada em 184 litros/dia (IBGE, 2006), mas proxima dos resultados encontrados por Pereira et al.
(2016), que verificaram producdo média diaria de leite de 7701697 L/dia, em propriedades no
Estado de Minas Gerais. Segundo estes autores, a baixa média de producdo diaria pode ser reflexo
da metodologia censitaria utilizada pelo IBGE, que inclui fazendas de gado de corte que
comercializam algum excedente de leite dos bezerros, 0 que pode ndo traduzir a realidade das
fazendas leiteiras, sendo que os resultados neste estudo corroboram para esta teoria.

Na avaliacdo da perda de producdo devido a CCSt (Tabela 1) observou-se uma perda média de
6,27% na producdo total nas propriedades estudadas, e ao se comparar os diversos estratos de
producdo, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre eles (p>0,05), demonstrando que 0s
niveis de perdas de producdo sdo semelhantes nos diferentes estratos de producédo. Estes resultados
corroboram os obtidos por Magalhaes et al. (2006), os quais observaram perdas de 1,02 a 21,15%,
correspondentes a CCSt entre 171.000 e 2.488.000 cels/mL. Segundo Edmondson (2002), a medida
que a CCS é reduzida, a producdo de leite aumenta, em razdo da menor incidéncia de lesdes nos
tecidos do Ubere.

Veiga (1996) avaliou as perdas de producdo em 12 rebanhos com um nimero médio de 30 vacas em
lactacdo e uma producdo minima de 7 kg/vaca/dia, tendo verificado, em funcédo das CCS individual,
que as perdas de producdo devido a mastite foram da ordem de 7,6%. Estes resultados foram
proximos aos encontrados no presente estudo. Este mesmo autor apds o levantamento das perdas de
producdo, implementou um programa de controle estratégico para reducao da CCS, verificando que
seis meses apos a implantacdo do mesmo as perdas foram reduzidas para 3,1%, demonstrando com
isso o retorno econémico decorrente do controle da mastite nos rebanhos.
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Tabela 1 — Contagens de celulas sométicas no leite do tanque (CCSt) e contagem bacteriana total
(CBT) e estimativas de perdas de producdo de leite entre produtores amostrados em funcdo dos
escores de producgdo (Bulk milk somatic cell counts (BMSCC), total bacterial counts (TBC) and
estimates of losses of milk production between producers sampled according to production scores)

Estimativas de

CCStx1000  CBTx1000 perdas de producio

Producéo diaria N Meédia (L) cels/mL UEC/mL

(%)

<100 L 60 63,25 453,83 41,22 5,71
101-500 L 162 24211 485,88 46,16 6,36
501 — 1000 L 4 66474 501,54 43,19 6,59
>1001 L 40 196681 489,84 35,93 6,39
p:gggtsoizs 306 548,00 482,65 41,62 6,27

Né&o se observaram diferencas estatisticas entre as médias de CCSt, CBT e estimativas de perdas de producdo pelo teste
de ANOVA (p>0,05).

Bueno et al. (2002) estimaram o percentual de reducdo na producdo através do somatério dos
produtos entre o percentual de quartos afetados, e valores de reducdo na producdo, em rebanhos
leiteiros da regido de Pirassununga, SP, os quais encontraram um percentual de reducao que variou
entre 3,82% e 10,79%, resultados estes proximos dos encontrados neste estudo.

A média da CCSt entre todas as propriedades amostradas foi de 482.650 cels/mL de leite (Tabela
1), demonstrando que, na média, o leite captado pelo laticinio esta em conformidade com a
legislacdo vigente, a Instrucdo Normativa (IN) 07 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2016),
que regulamenta um méaximo de 500.000 cels/mL de leite. No entanto, estes escores de CCSt ainda
se encontram muito aquém daqueles aceitos no mercado internacional, sobretudo na Unido
Europeia, onde os limites maximos sdo inferiores a 400.000 cels./mL, mas com tendéncias a
diminuir nos proximos anos, ja que nos paises escandinavos e Australia, a média nacional de CCSt
foi de 200.000 a 250.000 cels/mL (More, 2009). Outro aspecto importante é que CCSt acima de
200.000 cels/mL ja ¢ indicativo de perdas de producdo e na qualidade do leite, indicando mastite
subclinica em niveis elevados no rebanho (Barbosa et al., 2002; Coldebella et al., 2004; Magalhaes
et al., 2006). De acordo com Silva et al. (2010) altos indices de CCSt causam inUmeros prejuizos as
industrias de laticinios por afetarem de forma direta a composi¢do do leite, reduzindo o rendimento
industrial e o tempo de vida de prateleira do leite e seus derivados.

Para a variavel CBT pode-se observar que todos os estratos de producdo (Tabela 1) estavam dentro
dos limites estabelecidos pela IN 07, que determina que a contagem maxima seja inferior a 300.000
UFC/mL de leite. Estes resultados traduzem o esforco do laticinio por parte de sua equipe de
assisténcia técnica aos produtores, sendo corroborados pelos resultados de Brito et al. (2007) que
relataram a reducgéo imediata de CTB de 883.000 para 74.000 UFC/mL em trabalho realizado em
diferentes regibes brasileiras (Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul), depois de serem implantadas medidas basicas de higiene da ordenha e limpeza dos
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utensilios. No entanto, se contrapdem aqueles obtidos por Souza et al. (2008), que verificaram uma
média para CBT de 892.000 UFC/mL em rebanhos localizados em Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Espirito Santo.

Nossos resultados apontaram que 2,61% das propriedades analisadas ainda se encontravam acima
do limite de 300.000 UFC/mL e que 35,62% dos produtores estavam fora dos parametros legais
para CCSt. Estes produtores além de terem perdas de producdo também prejudicam os laticinios
que adquirem este leite de qualidade inferior. Leites com alta CCSt apresentam aumento da
atividade proteolitica, decorrente principalmente da atividade da plasmina. Ocorre ainda que o leite
proveniente de vacas com mastite apresenta menor teor de caseina devido a redu¢do da sua sintese e
a ocorréncia de protetlise, comprometendo o rendimento do leite usado na fabricagdo de queijos e
outros lacteos derivados (Andrade, 2008).

Na Tabela 2, pode-se observar as medias de CCSt das propriedades que ndo estavam em
conformidade com a legislacdo vigente de acordo com os estratos de produgdo. As contagens
médias foram bastante elevadas nos diferentes estratos, verificando-se que 107 produtores estavam
em inconformidade com este quesito, correspondendo a 35,62% das propriedades amostradas. Estes
resultados foram similares aos encontrados por Souza et al. (2005), que ao avaliarem as
caracteristicas e praticas de manejo associadas a CCSt em 175 rebanhos leiteiros, observaram que
51% dos rebanhos apresentavam contagens acima de 500.000 cels/mL de leite.

Tabela 2 — Contagens de células sométicas no leite do tanque (CCSt) e contagem bacteriana total
(CBT) em propriedades que apresentavam CCSt superior a 500.000 cels/mL, em funcdo dos
extratos de producdo (Bulk milk somatic cell counts (BMSCC) and total bacterial counts (TBC) on
properties that had somatic cell counts above 500,000 cells / mL, according to production scores)

CCSt x1000 CBT x1000
Producao diaria N Média (L)
cels/mL UFC/mL

<100 L 17 66 839 82

101 -500 L 62 266 777 65

501 - 1000 L 14 576 911 105
>1001 L 14 1671 801 37

Total dos produtores 107 456 806 69

com CCSt >500.000

Pode-se observar pelos dados da Tabela 3 que apenas 15,35% das propriedades apresentavam
CBT>100.000 UFC/mL. No entanto, somente 2,61% das mesmas estavam em inconformidade com
a IN 07, que estabelece contagens inferiores a 300.00 UFC/mL para o leite do tanque. Nestas
propriedades (CBT>100.000 UFC/mL), as CCSt eram mais elevadas, demonstrando existir
correlagdo entre as varidveis (r=0,63). Este resultado é corroborado por Lopes Janior et al. (2012)
que verificaram uma correlagdo entre CCS e CTB maior que 0,60. A correlacdo entre CCSt e CBT
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verificada em nosso estudo, ainda que de baixa intensidade, demonstra que existe a associagéo entre
o fendmeno inflamatério da glandula mamaéria, indicado pelos escores de CCSt, e a eliminacgdo de
bactérias no leite em decorréncia da mastite. Outra possivel explanagdo para esta associacdo seria a
existéncia de fatores determinantes comuns para o incremento dos niveis de mastite no rebanho e,
consequentemente da CCSt, e 0 aumento da CBT. Um destes fatores poderia ser a falha de higiene
na ordenha (falhas na limpeza de equipamentos de ordenha; uso de &gua de ma qualidade
microbioldgica nos processos de limpeza e desinfeccdo; falhas na anti-sepsia de tetos, dentre
outros).

Segundo Vargas et al. (2013), a elevacdo da CBT pode ser ocasionada pela contaminagdo tanto por
utensilios que entram em contato com o leite, pele de tetos e Ubere, como pela glandula mamaria
infectada, principalmente por estreptococos causadores de mastite subclinica, o que, explicaria o
aumento simultdneo da CBT e CCSt. Também no estudo realizado por Benites et al. (2003),
verificou-se que nas mastites ocasionadas por bactérias do género Streptococcus houve um
incremento na contagem bacteriana dos quartos afetados significativamente maior em relacdo as
contagens observadas nos quartos afetados por Staphylococcus ou por Corynebacterium.

Tabela 3 — Contagem bacteriana total (CBT) e contagens de células somaticas no leite do tanque
(CCSt) em propriedades que apresentavam CBT superiores a 100.000 UFC/mL, em funcdo dos
estratos de producédo (Total bacterial counts (TBC) and bulk milk somatic cell counts (BMSCC) in
properties that had TBC counts above 100,000 CFU / mL, according to production scores)

Media de CBT Media de CCSt
Producao diaria N Média (L)
X 1000 UFC/mL X 1000 cels/mL
<100 L 5 55 259 694
101 -500 L 14 256 278 849
501 - 1000 L 2 534 507 1382
>1001 L 2 3232 256 482
Total dos produtores
com CBT >100.000 24 495 285 819

UFC/mL

O impacto da mastite na producéo, estimado por meio da CCSt, teve uma relevancia significativa
nas propriedades estudadas, visto que na média os produtores perderam anualmente 8.884 litros de
leite, 0 que representou perdas anuais de 2.718.581,64 de litros, equivalentes a R$ 3.833.200,11 de
acordo com os precos pagos pelo laticinio em junho de 2017 (Tabela IV). No estrato de maior
producdo (>1001 L/dia), que responde por 52,1% da producédo captada pelo laticinio, as perdas de
producéao foram estimadas em 1.317.579,60, o que corresponde a R$ 1.857.787,24.

Os resultados do nosso estudo apontaram uma estimativa de perdas de R$0,083 para cada litro de
leite produzido. No estudo realizado por Lopes et al. (2011), no qual estimou-se que o impacto
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econdmico anual da mastite, tomando por referéncia uma vaca em lactacdo, foram estimadas perdas
anuais médias de R$ 0,2146 e de R$0,4311/kg de leite produzido para os escores de CCSt de
250.000 e 1.000.000 de céls./mL de leite, respectivamente. Esta diferenca, em relacdo ao nosso
estudo, pode estar relacionada com a metodologia utilizada pelos autores supracitados, na qual se
contabilizaram, no calculo do impacto econémico, 0s custos com medidas preventivas e
terapéuticas, incluindo o descarte de vacas cronicamente acometidas, descarte de leite, além do total
em perdas na producdo em decorréncia da queda de producéo.

E importante salientar que a mastite além de causar perdas para o produtor em funcdo de menor
producédo dos animais afetados, gastos com medicagéo, descarte de leite de animais em tratamento,
descarte e Obitos eventuais de animais e 0s custos inerentes as medidas de controle, causa perdas
para a industria, em funcdo das alteracdes na composicdo do produto, representadas principalmente
pela diminuicdo dos teores de caseina e gordura, e diminui¢do da vida de prateleira dos produtos.
Tais fatos, demonstram a necessidade de um controle mais efetivo da mastite nos rebanhos da
regido estudada, ndo somente visando proporcionar maior renda para 0s produtores, mas também a
oferta de matéria-prima de melhor qualidade para os laticinios. Estudos prévios demonstraram a
viabilidade econdmica da adocéo destas praticas. Em um destes estudos, Lopes et al. (2012)
verificaram que as despesas com as medidas preventivas para a mastite representaram, no maximo,
19,7% dos custos totais relativos ao impacto econdémico da doenca, 0 que demonstra vantagens em

Tabela 4 - Estimativas anuais de perdas econdmicas e de producéo de leite em funcdo dos estratos
de producdo (Annual estimates of economic and milk production losses according to production
scores)

PrOdUQé.O Produgao Corrigida p/ Perdas de leite

Producdo diaria N estimada devido a CCSt Perdas (R$)
anual CCST <200.000 cels/mL (L)
<100 L/dia 60 1.157.514,60 1.221.438,60 63.924,00 90.132,84
101-500 L/dia 162 11.962.463,94 12.767.898,78 805.434,84  1.135.663,12
501-1000 L/dia 44 8.920.807,28 9.452.450,48 531.643,20  749.616,91
>1001 L/dia 40 23.995.028,40 25.312.608,00 1.317.579,60 1.857.787,24
Todos os 306 46.035.814,22 48.754.395,86 2.718.581,64 3.833.200,11
produtores
Conclusoes

Conclui-se que, em funcdo dos escores de CCSt, que os produtores tém uma perda média de 6,27%
de sua producdo diaria de leite, 0 que resulta em um impacto econémico negativo anual elevado. Os
escores médios de CCSt verificados, embora préximos dos limites legais, demonstram a
necessidade de um controle mais efetivo da mastite, pois uma parcela consideravel dos produtores
ainda se encontra acima dos limites permitidos pela legislagdo vigente.
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Considerando-se a importancia econémica e de salde publica da mastite bovina, torna-se
indispensavel a proposicdo estratégias de controle para a doenca que sejam de baixo custo,
atendendo assim aos interesses dos produtores em melhorar a produtividade e a rentabilidade de
seus sistemas de producdo, bem como atendendo as demandas dos laticinios por matéria prima de
melhor qualidade e maior rendimento industrial, maior vida de prateleira, melhor qualidade dos
produtos, e dos consumidores quanto a qualidade e seguranca alimentar.
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Prevaléncias, relacdo com qualidade do leite e resisténcia a
antimicrobianos em Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae
isolados de tanques de expansao em rebanhos da regiao de Campo das
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ABSTRACT.- Mesquita A. A., Rocha C. M. B. M,, Bruhn F. R. P, Custédia D. A. C, Braz M. S., Costa G. M. da,
[Prevalence, milk quality and resistance to antimicrobials relationships in Staphylococcus aureus and
Streptococcus agalactiae isolated from bulk milk in the dairy herds from Campos das Vertentes, Minas
Gerais, Brazil, in 2017} Prevaléncia, relacdo com qualidade do leite e resisténcia a antimicrobianos em
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae isolados de tanques de expansdo em rebanhos da regido de
Campos das Vertentes, Minas Gerais, Brasil, em 2017. Pesquisa Veterinaria Brasileira XXX. Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Campus Universitario, Caixa Postal 3037, CEP 37200-000,
Lavras/MG. * Autor para correspondéncia: gmcosta@dmv.ufla.br

Bovine mastitis is the most frequent disease worldwide in dairy herds, causing high economic losses to
producers and industry, as well as having implications for public health due to the zoonotic potential of some
agents involved in its etiology and the presence of antimicrobial residues in milk. Considering the multifactorial
aspect of the disease, the knowledge of the agents involved in its etiology and the profiles of antimicrobial
susceptibility is very importance. This study evaluated the prevalence of Staphylococcus aureus and
Streptococcus agalactiae in dairy herds from region of Campos das Vertentes, Minas Gerais/State, and its relation
with the bulk milk somatic cell counts (BMSCC), total bacterial counts (TBC), and daily production. In addition,
analyses of the resistance of these pathogens to the antimicrobials most commonly used in the treatment of
mastitis in dairy herds were done. The study involved 306 dairy herds, totaling approximately 34,000 animals
and covering an area of approximately 12,564 km2. A prevalence survey of S. aureus and S. agalactiae pathogens
was carried out through microbiological analyzes of milk samples from bulk milk. For the detection of S. aureus,
the modified Baird-Parker Agar medium was used for the detection of S. agalactiae, the modified Edwards Agar
medium, enriched with 5% defibrinated sheep blood. The disc diffusion technique was used to evaluate
antimicrobial resistance. Our results showed high prevalence of S. aureus (70.3%) and S. agalactiae (67.0%) in
dairy farms in the studied region. No variation was observed in the distribution of S. aureus and S. agalactiae as a
function of the daily production of the studied properties. There were associations between BMSCC and the
presence of pathogens S. aureus and S. agalactiae, and also between CBT and the presence of S. agalactiae,
demonstrating the negative interference of these pathogens in these quality issues. High levels of resistance and
multiresistance were observed for S. aureus and S. agalactiae pathogens in the studied herds. The results indicate
the need for more effective control measures for contagious mastitis pathogens in the region studied and more
judicious use of the antimicrobials in order to reduce the problem of resistance to them.

INDEX TERMS: Mastitis, mastitis pathogens, bulk milk analysis, antibiotics, multiresistance.

RESUMO.- A mastite bovina é a doenc¢a de maior frequéncia mundial em rebanhos leiteiros, acarretando grandes
prejuizos econdmicos aos produtores e a industria. Além disso tem implicacdes na saude publica devido ao
potencial zoonoético de alguns agentes envolvidos em sua etiologia e a presenca de residuos de antimicrobianos
no leite. Considerando o aspecto multifatorial da doenga, o conhecimento dos agentes envolvidos em sua
etiologia e os perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos é de suma importancia. Neste estudo, se avaliou a
prevaléncia de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae em rebanhos na regido do Campo das Vertentes,
Minas Gerais e a sua relacdo com os indices de contagem de células somaticas do tanque de expansio (CCSt),
contagem bacteriana total (CBT) e producdo diaria, além de analisar a resisténcia destes patégenos aos
antimicrobianos mais comumente utilizados no tratamento da mastite em rebanhos leiteiros. O estudo envolveu
306 propriedades, totalizando aproximadamente 34.000 animais e abrangendo uma area aproximada 12.564
km?. Foi realizado um levantamento de prevaléncia dos patogenos S. aureus e S. agalactiae, através de analises
microbioldgicas de amostras de leite de tanque de expansdo. Para a deteccdo de S. aureus utilizou-se o meio
seletivo Agar Baird-Parker modificado e para a detec¢do de S. agalactiae, o meio seletivo Agar Edwards
modificado, enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado. Foi utilizada a técnica de difusdo em discos para
a avaliacdo de resisténcia aos antibioticos. Os resultados apontaram altas prevaléncias dos patdgenos S. aureus
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(70,3%) e S. agalactiae (67,0%) nas propriedades leiteiras da regido de Campos das Vertentes. Ndo se
observaram varia¢des nas distribuicdes dos patégenos S. aureus e nem S. agalactiae em funcdo da producio
diaria das propriedades estudadas. Verificaram-se associagcoes entre a CCSt e a presenga dos patoégenos S. aureus
e S. agalactiae, e também entre a CBT e a presenca de S. agalactiae, demonstrando a interferéncia negativa destes
patégenos nestes quesitos de qualidade. Niveis elevados de resisténcia e de multirresisténcia foram observados
para os patégenos S. aureus e S. agalactiae nos rebanhos estudados. Os resultados apontam a necessidade de
medidas mais efetivas de controle para os patégenos contagiosos na regido estudada e do uso mais criterioso dos
antimicrobianos, visando minimizar o problema da resisténcia aos mesmos.

TERMOS DE IN DEXACAO: Mastite, patégenos da mastite, andlise leite do tanque, antibiéticos, multirresisténcia.

INTRODUCAO

A mastite é um processo inflamatério causado geralmente pela presen¢a de micro-organismos no interior
da glandula mamaria. Apesar dos inimeros esfor¢os para o seu controle, esta doenga representa um dos
principais entraves para a bovinocultura leiteira, sendo considerada a principal causa de prejuizos econémicos
para esse setor em dambito mundial (Freitas et al. 2005).

As perdas econdmicas decorrentes da mastite estdo associadas com a diminui¢do na produg¢ao do animal
acometido pela enfermidade, que ocasiona gastos decorrentes da elevagdo dos custos com mao-de-obra, gastos
com medicamentos, descarte de leite de animais afetados, servigos veterinarios e com a morte ou o descarte
precoce de animais (Oviedo-boyso et al. 2007; Lopes et al. 2011; Lopes et al. 2012). Os prejuizos econdmicos
também decorrem da perda de qualidade do leite, uma vez que esta doenga promove alteragdes na composicao
do leite e estd associada com o aumento da contagem de células somaticas (CCS), acarretando em pregos
inferiores pagos ao produtor, assim como o descarte do produto que apresenta residuos de antimicrobianos
(Langoni et al. 2001).

As bactérias envolvidas na etiologia da mastite podem colocar em risco a saude humana, podendo ocasionar
toxi-infec¢des alimentares aos consumidores de produtos lacteos (Coser et al. 2012; Forsythe 2013). Além disto,
o leite pode conter bactérias resistentes que podem ser transmitidas aos seres humanos (De Vliegher et al,
2012).

A mastite, nas formas clinica ou subclinica, é geralmente ocasionada por bactérias gram-positivas dos
géneros Staphylococcus e Streptococcus, e também por bactérias gram-negativas, principalmente os coliformes
(Ruegg 2012). Dentre estas bactérias, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus
dysgalactiae, Escherichia coli e Staphylococcus uberis, estao associados normalmente com os danos mais graves a
glandula mamadria que os promovidos por outros micro-organismos, sendo, por isso, denominados patégenos
principais ou maiores (Reyher et al. 2012).

A identificacdo dos patogenos causadores da mastite bovina pode ser realizada por meio da cultura ou de
testes moleculares em amostras de leite coletadas de quartos individuais, pools de quartos afetados ou amostras
do leite de tanque de expansido. Varios estudos apontam a aplicabilidade deste recurso no monitoramento dos
agentes causadores da mastite bovina (Brito et al. 1998; Carneiro 2009; Ribas et al. 2014).

As bactérias S. aureus e S. agalactiae sdo os patégenos mais frequentemente isolados na mastite bovina em
rebanhos bovinos brasileiros, com tendéncia crescente para a resisténcia aos antimicrobianos (Brito et al. 2001).
Estudos prévios apontaram que, em Minas Gerais, Estado em que se produziu cerca de 26% do leite adquirido
pela industria em 2016 (IBGE 2017), S. agalactiae estava presente em 60% das propriedades avaliadas na Zona
da Mata (Brito et al. 1999) e 39,7% de fazendas de diferentes municipios do Estado (Elias et al. 2012). Oliveira
(2013), ao estudar a etiologia da mastite em aproximadamente 6.000 vacas em lactacdo provenientes de 112
rebanhos de propriedades localizadas em Minas Gerais e no Rio de Janeiro, verificaram prevaléncias de S. aureus
e S. agalactiae em 93,0% e 41,0% dos animais avaliados, respectivamente. Cunha et al. (2015), em um estudo
realizado no municipio de Vicosa, na Zona da Mata mineira, observaram uma prevaléncia de mastite subclinica
de 55,4% nos rebanhos leiteiros avaliados. Os agentes etioldgicos mais frequentemente isolados nesse estudo
foram Corynebacterium sp. (32,99%), S. aureus (28,35%) e S. agalactiae (13,66%).

A mastite causada por S. aureus e S. agalactiae resulta em grandes variagdes na composicdo do leite e na
CCS, sendo observado valores médios de CCS de 440.000 e de 640.000 células/mL, respectivamente, em animais
portadores destes patégenos (Wilson et al. 1997). A presencga destes patdgenos no leite é indicativo de matéria-
prima de qualidade inferior, com componentes alterados, principalmente dos indicadores de qualidade do leite,
como CBT e CCS (Peter et al. 2013). O aumento da CCS, que é decorrente principalmente da passagem de
leucoécitos para o interior da glandula mamaria, é um indicador da ocorréncia de inflamagio intramamaria e uma
ferramenta empregada para monitorar os niveis de mastite em rebanhos leiteiros (Souza et al. 2009).

A mastite bovina é a doenca que mais demanda a utilizagdo de antimicrobianos, que sdo administrados,
principalmente, para o tratamento dos casos clinicos e na terapia da vaca seca (Erskine et al. 2004). A
antibioticoterapia executada de forma indiscriminada é um fator determinante para a selecdo de cepas
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resistentes, potencialmente mais periculosas para a saide publica (OIE, 2010). De acordo com Santos et al.
(2006), o incremento da resisténcia bacteriana, geralmente estd associado ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, decorre de mecanismos de transferéncia e alteragdo génica, como mutagdo, conjugacio,
transdugio e transformacio. Rajala-Schultz et al. (2009) relataram que o tratamento no periodo seco, associado
com contagem elevadas de células somdticas e com um histérico de mastite, tem potencial para a selecdo de
cepas resistentes a antimicrobianos.

Estudos indicam que S. aureus e S. agalactiae apresentam grande variacdo nos perfis de resisténcia aos
antibidticos, assim como a ocorréncia de multipla resisténcia entre algumas cepas. O fendmeno da resisténcia,
associado ao uso indiscriminado de antibidticos e a falhas no manejo, é o maior entrave para o sucesso da
antibioticoterapia no combate a mastite (Medeiros 2015), podendo disseminar cepas resistentes no ambiente e
causar sérios problemas de saude publica (Santos et al. 2006). Desta forma, é enfatizado o uso mais criterioso
destes medicamentos, bem como a importancia da realizagdo de testes de antibiograma para a escolha dos
farmacos mais adequados para o tratamento e prevencdo da mastite bovina (Diniz et al. 2010; Jain et al. 2012;
Costa etal. 2013).

A elevada prevaléncia e o impacto econémico e sanitario da mastite nos rebanhos brasileiros requerem o
monitoramento periddico dos patégenos envolvidos nesta enfermidade e de seus perfis de suscetibilidade aos
antimicrobianos. S. aureus e S. agalactiae possuem uma posi¢do de destaque na etiologia da mastite, visto que
tanto a incidéncia quanto a prevaléncia desses agentes em rebanhos bovinos leiteiros no Brasil foram mais
elevadas quando comparadas aos demais agentes causadores desta doenga (Cremonesi et al. 2005; Nader Filho
et al. 2007). Além disto, é importante que seja estudada a resisténcia dessas bactérias aos antimicrobianos
comumente empregados no combate a mastite, permitindo o monitoramento da dindmica de resisténcia e a
adocgdo de protocolos terapéuticos mais efetivos para o combate da mastite. O monitoramento periédico dos
agentes envolvidos na etiologia da mastite bovina e dos perfis de suscetibilidade aos antibi6ticos é de suma
importancia uma vez que se verificam variacdes espaciais e temporais nestes quesitos.

Neste estudo, avaliou-se a prevaléncia de S. aureus e S. agalactiae em rebanhos na regido do Campo das
Vertentes, Minas Gerais, e a sua relagdo com os indices de CCSt, CBT e producdo diaria, além de analisar a
resisténcia destes patdgenos aos antimicrobianos mais comumente utilizados no tratamento da mastite em
rebanhos leiteiros.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 306 amostras de leite provenientes de tanques de expansdo de propriedades rurais,
localizadas na bacia leiteira da regido de Campos das Vertentes, Minas Gerais, totalizando aproximadamente
34.000 animais e abrangendo uma area aproximada 12.564 km? (FAEMG, 2006). Nao foram aplicados critérios
probabilisticos para a escolha das propriedades estudadas, sendo a inclusio das mesmas feitas com base no
relacionamento prévio dos proprietarios com um laticinio e a unidade de pesquisa.

Foi realizado um estudo de prevaléncia, em carater descritivo, dos patoégenos S. aureus e S. agalactiae nessas
propriedades. Para isso, foram utilizadas amostras de aproximadamente 40 mL de leite, coletadas
assepticamente nos tanques de expansdo apds homogeneizacido. As amostras foram acondicionadas em frascos
esterilizados, armazenadas -20°C até serem avaliadas.

Para a detec¢do de S. aureus, uma aliquota de 50puL de cada amostra foi semeada em placa de Petri contendo
o meio seletivo Agar Baird-Parker modificado, sendo incubada a 37°C durante 24-48h. As amostras que
apresentaram crescimento de colonias sugestivas foram submetidas a diferenciacdo fenotipica. Foram
consideradas positivas para S. aureus as colonias que, apds incubagdo, apresentaram coloracdo cinzenta escura a
preta, aspecto lustroso e forma convexa, com 1-5 mm de didametro, com um halo claro com 2-5 mm de largura em
sua periferia.

Para a deteccdo de S. agalactiae, uma aliquota de 50uL de cada amostra de leite foi semeada em placas de
Petri com meio seletivo Agar Edwards modificado, enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado. As placas
foram incubadas por 24-48h, a 37°C. Foram consideradas positivas as col6nias com coloracdo azulada, aspecto
brilhante e forma convexa, com 1-5 mm de didmetro, com ou sem zona opaca na periferia das colonias.

Foram selecionadas cinco coldonias sugestivas de cada um dos agentes de interesse (S. aureus e S.
agalactiae) que foram submetidas a testes confirmatérios de acordo com NMC (2000) e estocadas em BHI
contendo glicerol (15% v/v) a -202C até a realiza¢do dos testes.

Para a realizagdo de testes de susceptibilidade a antibioticos, foram selecionados, ao acaso, trés isolados de
S. aureus de 99 propriedades diferentes positivas para S. aureus e trés isolados provenientes de 93 propriedades
positivas para S. agalactiae. Os trés isolados de cada agente provenientes de cada fazenda foram utilizados para
compor um pool de bactérias a ser utilizado nos testes de antibiogramas.
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Os testes de resisténcia aos antibidticos in vitro foram realizados através do método de difusdo por discos,
de acordo com as especificagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2013). Para isso, as
amostras mantidas em cada BHI foram transferidas para tubos de ensaio com 2 mL de caldo Muller Hinton e
incubadas a 37°C por 18-24 horas, sendo posteriormente diluidas em solucdo salina esterilizada até que fosse
obtida uma turbidez equivalente a 0,5 da escala padrdao de McFarland. A seguir, as amostras foram semeadas
sobre a superficie de placas com meio cultura contendo o Agar Mueller-Hinton, sendo este suplementado com 5%
de sangue ovino para os testes de suscetibilidade envolvendo S. agalactiae. Foram testados os antibidticos:
ampicilina, cefalotina, cefotaxima, cefoperazona, ceftiofur, cloranfenicol, enrofloxacino, florfenicol, gentamicina,
lincomicina, neomicina, nitrofurantoina, novobiocina, polimixina B, penicilina G, oxacilina, sulfazotrim,
tetraciclina, estreptomicina e ciprofloxacina. Amostras de S. aureus (ATCC-25923) e de Escherichia coli (ATCC
25992) foram utilizadas como controle dos testes de antibiograma.

Os resultados dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos foram avaliados de acordo com os padrdes
definidos pelo CLSI (2008) e do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLSI, 2003). As
bactérias avaliadas foram classificadas como sensiveis e resistentes, de acordo com padrdes definidos
previamente pelo CLSI e NCCLSI, obtendo-se os indices de resisténcia percentuais para cada antimicrobiano
testado. Amostras que apresentaram resultados intermediarios foram consideradas resistentes para realizacdo
dos calculos estatisticos. A partir desses resultados, foi calculado o Indice de Resisténcia Multipla (MAR) de
acordo com Krumperman (1983).

Para a avaliagdo da correlagdo entre a presenca do S. aureus e S. agalactiae com os indices de CCSt, CBT e
producao diaria de leite, foram utilizados os dados mais recentes de qualidade do leite coletados pelo laticinio
que adquiriu o leite das propriedades avaliadas. Esses dados foram obtidos a partir de andlises quinzenais
realizadas nos laboratérios integrantes de Rede Brasileira de Qualidade do Leite. Os resultados das cinco
analises recentes de cada propriedade foram utilizados para a obten¢do das médias aritméticas de CCSt e de CBT.
Estas, por sua vez, foram correlacionadas com presenga/auséncia dos patogenos S. aureus e S. agalactiae nas
propriedades. As relacdes entre a presenca/auséncia de S. aureus e S. agalactiae e os indices de CCSt, CBT e a
producdo diaria de leite das propriedades foram avaliadas por meio do teste do X2 de Pearson, com nivel de
significancia de 5,0%.

Para se verificar a existéncia de diferenca na distribuicdo das variaveis quantitativas (producdo de leite,
CCST e CBT) e entre varidveis qualitativas (presenca de S. aureus e S. agalactiae) foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney, uma vez que ndo se observou normalidade na distribuicdo dos dados pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov.

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS,
Chicago, EUA) versao 20.0 para Windows.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A produgio diaria média de leite entre os rebanhos estudados foi de 486 litros de leite, demonstrando
maior produtividade em relacdo a média nacional de producdo por propriedades que gira em torno de 40,9
litros/dia (IBGE 2006), e superior a média de producao do Estado de Minas Gerais que é proxima de 184 litros
(FAEMG, 2009).

Os resultados do presente estudo apontaram uma elevada prevaléncia dos patégenos S. aureus (70,3%) e S.
agalactiae (67,0%) nas propriedades estudadas (306). Os rebanhos analisados, 47,71% apresentavam ambos os
agentes, 89,54% apresentavam um dos dois agentes e apenas 10,45% das propriedades estudadas eram
negativas para ambos os agentes (Tabela 1).

Nossos resultados sdo corroborados por estudos prévios citados na literatura. Brito et al. (1999)
verificaram prevaléncias de 77,80% para S. aureus e de 60% para S. agalactiae ao analisarem 6315 amostras de
leite, originarias de 48 rebanhos bovinos localizados na Zona da Mata e Campo das Vertentes do Estado de Minas
Gerais. Noutro estudo, envolvendo 112 rebanhos localizadas nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, com
aproximadamente 6.000 vacas em lactagdo, Oliveira et al. (2013) verificaram prevaléncias para S. aureus e S.
agalactiae de 93,0% e 41,0%, respectivamente. Arcuri et al. (2006) avaliaram a qualidade microbiolégica do leite
em 24 rebanhos, situados nas regides Sudeste de Minas Gerais e Norte do estado do Rio de Janeiro, observando a
presenca do S. aureus e S. agalactiae em 22 e 12 dos 24 rebanhos, respectivamente, uma prevaléncia de 91,66%
para o S. aureus e 50% para S. agalactiae, constatando também uma alta prevaléncia destes patégenos nos
rebanhos estudados.

Prevaléncias elevadas de infec¢des intramamarias nos rebanhos com o envolvimento destes agentes, ditos
contagiosos, estdo geralmente associadas ao aumento dos escores de CCSt, o que endossa o fato de as contagens
médias serem de 483.000 cels/mL entre os rebanhos e cerca de 50% das propriedades apresentam contagens
superiores a 400.000 cels/mL de leite. As altas prevaléncias verificadas em nosso trabalho para S. aureus e S.
agalactiae (Tabela 1), demonstram que as medidas de controle para as mastites contagiosas nao estdo sendo
corretamente aplicadas, constatacdo corroborada por Brito et al. (1999) e Rodrigues et al. (2017). Tal fato
salienta a necessidade da ado¢do de medidas especificas para o controle destes patégenos contagiosos que
impactam a produtividade dos rebanhos e a qualidade do leite produzido, sobretudo na CCSt.

Tabela 1 - Prevaléncia de Staphylococcus aureus e de Streptococcus agalactiae no leite de tanques de
expansdo de rebanhos bovinos leiteiros da regido do Campo das Vertentes, MG, no ano de 2017

Fatores Unidade Valores % IC

S. aureus Presente 215 70,3

Ausente 91 29,7 (24,9-35,1)
S. agalactiae Presente 205 67,0

Ausente 101 33,0 (28,0-38,5)
Presenca de ambos os agentes Presente 146 4771
Auséncia de ambos os agentes Ausente 32 10,45
Presenca de um ou de ambos Presente 274 89,54

0s agentes

As anadlises de CCSt e de CBT foram compiladas nas Tabelas 2 e 3, de acordo com a producio diaria de leite
das propriedades. Os resultados demonstram que a qualidade da matéria-prima entre os produtores amostrados
esta dentro dos padrdes exigidos pela Instrucdo Normativa 07 (IN 07), que seria até 500.000 cel./mL de leite e
CBT de 300.000 UFC/mL de leite. Entre as propriedades estudas 92,16% apresentaram CBT < 100.000 UFC/mL,
sendo que apenas 7,84% apresentavam contagens acima de 300.000 UFC/mL.
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Tabela 2- Contagens de células somaticas no leite de tanques de expansido (CCSt) de rebanhos bovinos da
regiao de Campos da Vertente/MG, 2017

CCSt x 1.000 (cels/mL)
. aes Total
Produgio diaria banh
<200 201-500 501-1.000 >1.000 T€DANios

<100 10 (16,67%) 33 (55,00%) 12 (20,00%) 5 (8,33%) 60
100-500 18 (11,11%) 81 (50,00%) 55 (33,95%) 8 (4,94%) 162

500-1000 3 (6,98%) 28 (65,12%) 8 (18,60%) 4(9,30%) 43

>1000 3(7,32%) 22 (53,66%) 13 (31,71%) 3 (7,32%) 41
Total 34 (11,11%) 164 (53,59%) 88 (28,76%) 20 (6,54%) 306

Tabela 3- Contagem bacteriana total (CBT) no leite de tanques de expansao de rebanhos bovinos da

regido de Campos da Vertente/MG, 2017

CBT x 1.000 (UFC/mL)

. s Total
Producao diaria banh
<10 11-50 51-100 >101 TEDanios
<100 18 (30,00%) 29 (48,33%) 7 (11,29%) 6 (9,68%) 60
100-500 45 (27,77%) 86 (53,08%) 17 (10,56%) 14 (8,70%) 162
500-1000 14 (32,56%) 24 (55,81%) 3 (6,98%) 2 (4,65%) 43
>1000 11 (27,50%) 23 (56,09%) 5(12,50%) 2 (5,00%) 41
Total 89 (29,08%) 161 (52,61%) 32 (10,46%) 24 (7,84%) 306

Nossos resultados apontaram que 35,3% das propriedades amostradas apresentavam CCSt acima de
500.000 cel./mL e que 50% das mesmas apresentam contagens superiores a 400.000 cels/mL de leite. Estas
observacoes também estdo em concordancia com Rodrigues et al. (2017) que verificaram uma média anual
geométrica de CCST em rebanhos do Sudeste do Brasil de 518.000 cels/mL de leite, com um intervalo de
confianca entre 491.000 e 546.000 cels/mL de leite, resultados préximos aos encontrados no nosso estudo, que
foi de 483.000 cels/mL.

Escores de CCSt acima de 200.000 cels/mL ja sdo indicativas de perdas de producio e qualidade do leite,
indicando mastite subclinica em niveis elevados no rebanho (Barbosa et al. 2002; Coldebella et al. 2004;
Magalhies et al. 2006). Segundo Silva e Nogueira (2010) altos indices de CCSt causam intimeros prejuizos as
industrias de laticinios por afetarem de forma direta a composi¢ao do leite e, consequentemente, diminuirem o
tempo de vida de prateleira do leite e seus derivados.

Os resultados obtidos para CCSt demonstram que melhorias no controle da mastite precisam ser adotadas
nestas propriedades, uma vez que os escores de CCSt observados em grande parte das propriedades estdo acima
daqueles aceitos no mercado internacional, sobretudo na Unido Europeia, onde os limites maximos sio inferiores
a 400.000 cels./mL, mas com tendéncias a diminuir nos préximos anos, ja que nos paises escandinavos a média
nacional de CCSt foi de 200.000 a 250.000 cels/mL (More 2009).

Rodrigues et al. (2017) constataram, em funcdo da analise histérica das CCSt em rebanhos da regido Sudeste
do pafs, que aproximadamente, 40 a 50% dos rebanhos leiteiros desta mesma regido nio alcangardo o limite de
400.000 cels/mL de leite para CCSt previstos na legislacdo (IN 07/2016) para os proximos anos. Segundo estes
autores, para se alcangar este valor seria necessario além de um programa de controle de mastite, abater uma
quantidade grande de vacas com infec¢des cronicas de mastite subclinica.

Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstram que nas propriedades com menores indices de CCSt a
prevaléncia dos patdgenos S. aureus e S. agalactiae é geralmente baixa, podendo se observar que 23,53% das
propriedades com CCSt abaixo de 200.000 ndo apresentavam nenhum dos dois agentes, enquanto que nas
propriedades com CCSt acima de 1.000.000 apenas 10% eram isentas destes patdégenos., verificando-se que
netas propriedades as prevaléncias para S. aureus e S. agalactiae forma de 85% e 65%, respectivamente.
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Tabela 4 - Prevaléncia dos patégenos Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, em fun¢ao das
contagens de células somaticas (CCSt), no leite de tanques de expansao de rebanhos leiteiros da regiao
de Campos da Vertente/MG, 2017

Presenca de S. aureus 19 (55,88%) 114 (69,51%) 66 (75,00%) 17 (85,00%) 216 (70,30%)

Presenca de S. agalactiae 15 (44,12%) 112 (68,29%) 65 (73,86%) 13 (65,00%) 205 (66,99%)

Presenca de ambos os

Jgentes 8 (23,53%) 76 (46,34%) 50(56,82%) 12 (60,00%) 146 (47,71%)

Auséncia de ambos

0, 0, 0, 0, 0,
o5 agentes 8 (23,53%) 15 (9,15%) 7 (7,95%) 2(10,00%) 32 (10,46%)

Na Tabela 5, pode-se observar que as propriedades que apresentaram CBT acima de 100.000 UFC/mL
tinham niveis mais elevados de co-infecgdo por S. aureus e S. agalactiae (87,50%), enquanto que apenas 38,20%
das propriedades que tinham CBT abaixo de 10.000 UFC/mL apresentavam os dois patégenos conjuntamente.

Tabela 5 - Prevaléncias dos patdgenos Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, nos diversos
escores de contagem bacteriana total (CBT), no leite de tanques de expansao de rebanhos leiteiros da
regiao de Campos da Vertente/MG, 2017

Presenca de S. aureus 59 (66,29%) 120 (75,00%) 22 (40,00%) 15(62,50%) 215 (70,59%)

Presenca de S. agalactiae 51 (57,30%) 111 (69,38%) 26 (47,27%) 17 (70,83%) 205 (66,99%)

Presenca de ambos os

0, 0, 0, 0, 0,
Jgentes 34(38,20%)  85(53,13%)  33(60,00%) 21 (87,50%) 173 (56,54%)

Auséncia de ambos os

0, 0, 0, 0, 0,
agentes 13 (14,61%) 15 (9,38%) 2 (3,64%) 2(8,33%) 32 (10,46%)

A prevaléncia de S. aureus foi maior que a de S. agalactiae em todas as faixas de producao, excecdo para a
faixa de 500-1000 litros/dia, na qual se observou a menor prevaléncia para S. aureus (60,47%), enquanto a
prevaléncia de S. agalactiae foi de 67,44% (Tabela 6). No extrato de produgao > 1000 L/dia foi que se observou a
menor prevaléncia para S. agalactiae, no entanto nao se verificou diferenca representativa para nenhuma das
faixas de produgao (p>0,05).

Nao foi observada relagio entre a presenca dos patogenos S. aureus e S. agalactiae entre si (p=0,601), ou
seja, eles podem estar presentes nos rebanhos independentes um do outro. Nao houve relacdo entre a producdo
diaria de leite e presencga dos patdgenos (S. aureus e S. agalactiae) (p>0,05), o que demonstra que os mesmos
estdo igualmente distribuidos entre os rebanhos, independente da faixa de producio (Tabela 7). Ndo se verificou
associagdo entre a produgio diaria e a CBT e nem entre a producdo diaria com a CCSt (p>0,05), demonstrando
que o nivel de produgido das propriedades ndo influenciou nestes quesitos (Tabela 7).

Verificou-se associagdo entre as variaveis CCSt e a presenga do S. aureus (p=0,003), CCSt e a presenga do S.
agalactiae (p=0,002), e CBT com a presenca do S. agalactiae no rebanho (p=0,009), indicando que estes agentes
quando presentes nos rebanhos interferem negativamente na CCSt e que a presenca de S. agalactiae esta
relacionada com incremento na CBT. Rebanhos afetados por S. agalactiae apresentaram contagens médias de
46.000 UFC/mL, enquanto em rebanhos afetados por S. aureus esta média foi de 40.000 UFC/mL (Tabela 7).
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Segundo Vargas et al. (2013), a elevagido da CBT é influenciada pela higienizacdo de todos os utensilios que
entram em contato com o leite, ordenhadeira, tanque de expansio, limpeza de tetos e Ubere, bem como pela
sanidade da glandula mamaria, principalmente quando esta se encontra infectada por estreptococos causadores
de mastite subclinica. Estes fatos explicam o aumento simultineo da CBT nos rebanhos afetados por S.
agalactiae, conforme verificado em nosso estudo. Tal observacdo é corroborada por Zadoks et al. (2004), que
relataram que a elevacdo da contaminacdo bacteriana do leite, medido por meio da CBT de tanques de expansao,
pode ser influenciada pela glandula mamaria infectada, principalmente por S. agalactiae.

Lopes Junior et al. (2012) verificaram relacdo entre CCS, CBT e patdgenos da mastite, encontrando uma
correlacdo entre CCS e CBT maior que 0,60 para todos os agentes estudados, no qual o coeficiente angular das
regressoes lineares para S. agalactiae (0.542) foi o maior em relagdo aos outros patégenos da mastite, seguido de
S. aureus (0,503), sugerindo que a intensidade do processo inflamatoério, aferida pela CCSt, foi associada com a
carga de bactéria (CBT) presente no leite do animal acometido pela mastite.

Tabela 6 - Variagdes nas prevaléncias de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae e
inadequacdes com relacio a contagem de células somaticas no leite do tanque (CCSt) e contagem
bacteriana total (CBT), em func¢ido da escala de producio diaria de leite, no leite de tanques de expansao
de rebanhos leiteiros da regiao de Campos da Vertente /MG, 2017

Producio Presenca de S. Presenca de CCSt>500.000 CBT>100.000
diériaiL) N(%) aureus S. agalactiae cels/mL UFC/mL
N(%) N(%) N(%) N(%)
<100 62 (20,26%) 46 (73,02%) 43 (68,25%) 19 (30,16%) 1(1,59%)
100-500 163 (52,94%) 115 (70,55%) 111 (68,10%) 64 (53,27%) 5 (1,63%)
500-1000 42 (14,05%) 26 (60,47%) 29 (67,44%) 12 (27,91%) 1(2,33%)
>1000 39 (12,75%) 28 (71,79%) 22 (56,41%) 14 (35,90%) 1(2,56%)
Todas as 306 (100%) 215 (70,30%) 205 (67,00%) 109 (35,62%) 8 (2,61%)
propriedades ’ ’ ’ ’

Tabela 7 - Rela¢des entre as varidveis quantitativas: producio diaria de leite, contagem de células
somaticas no leite do tanque (CCST) e contagem bacteriana total (CBT), em rebanhos leiteiros da regiao
de Campos da Vertente/MG positivos para Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, em 2017

S. aureus S. agalactiae
Variaveis Valor de p Valor de p
Positivo Negativo Positivo Negativo
Prevaléncian (%) 70,3 (215) 29,7 (91) 67,0 (205) 33,00 (101)
Média de Produgdo  4¢7 528 0,223 460 538 0,216
diaria (L)
CCStmédia
503.000 434.000 0,003* 503.000 442.000 0,002*
(cels/mL)
CBT média "
(UFC/mL) 40.000 38.0000 0,867 46.000 38.000 0,009

Relac¢des significativas através do teste de Mann-Whitney, com nivel de significancia de 5%.

Os resultados dos testes de antibiograma (Tabela 8) demonstraram que indices de resisténcia dos isolados
de S. aureus aos antimicrobianos testados variaram entre 2% e 72%. Os antimicrobianos mais eficientes no
combate ao S. aureus foram sulfazotrim com 98% dos isolados sensiveis, florfenicol (97%), cloranfenicol (95%),
nitrofurantoina (94%) e ciprofloxacino (91%). Os maiores indices de resisténcia foram observados para a
polimixina B (72%), penicilina G (69%), ampicilina (60%), estreptomicina (58%) e tetraciclina (49%). Os Indices
de Resisténcia Multipla (MAR) para os isolados variaram entre 0,00 e 0,76, com média de 0,30, tendo sido
observado que 84% dos isolados apresentaram multirresisténcia aos antimicrobianos.

Os resultados dos testes de antibiogramas para S. agalactiae (Tabela 8) demonstraram a resisténcia global
dos isolados variou de 1% a 97%. Os antimicrobianos mais efetivos nos testes in vitro foram florfenicol com 99%
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dos isolados sensiveis, sulfazotrim (85%), nitrofurantoina (76%), ciprofloxacina (75%) e ampicilina (63%). Os
antimicrobianos para os quais se observaram as maiores taxas de resisténcia foram a novobiocina (97%),
oxacilina (97%), polimixina B (96%), estreptomicina (96%) e lincomicina (95%). Os Indice de Resisténcia
Multipla (MAR) variaram entre 0,10 e 0,90, com média de 0,61. Todas as amostras analisadas apresentaram
multirresisténcia aos antibiéticos testados.

No Brasil, os perfis de sensibilidade de amostras de S. aureus e de S. agalactiae isolados de bovinos
acometidos por infec¢des intramamarias (IIM) foram previamente avaliados em diferentes estudos.

Riedner et al. (1987) submeteram 187 amostras de S. aureus isoladas em Santa Maria/RS ao antibiograma e
verificaram que gentamicina, cloranfenicol e sulfazotrim apresentaram os melhores resultados, enquanto
penicilina e ampicilina foram as drogas menos efetivas.

Langoni et al. (1991) submeterem 285 amostras de S. aureus isolados no municipio de Jaboticabal/SP a
testes de antibiograma, tendo verificado que cefaloridina, gentamicina e cloranfenicol foram as drogas mais
efetivas e que penicilina, ampicilina e sulfazotrim foram aquelas para as quais se verificaram as maiores taxas de
resisténcia.

Cardoso et al. (2000), no periodo de 1994 a 1997, isolaram e submeteram ao antibiograma 127 amostras de
S. aureus provenientes de 23 municipios do Estado de Minas Gerais. Os antibiéticos mais efetivos in vitro foram
cefotaxima (100%), enrofloxacina (98,4%), gentamicina (98,4%), rifampicina (96,1%), cloranfenicol (90,4%),
sulfazotrim (86,6%) e novobiocina (85,8%). Os farmacos para os quais se observaram os maiores indices de
resisténcia foram a polimixina B (8,7%), ampicilina (28,6%) e penicina G (29,1%).

Donatele et al.(2002) avaliaram a suscetibilidade a antibiéticos em 180 cepas de S. aureus, isoladas de
mastite subclinica, provenientes de rebanhos do Estado do Rio de Janeiro, verificando elevados indices de
resisténcia para os antibidticos 3-lactamicos (82,9%) e tetraciclinas (24,4%), sendo que os maiores indices de
sensibilidade foram obtidos para sulfazotrim e gentamicina.

Resultados discordantes do nosso estudo foram relatados por Freitas et al. (2005) que verificaram indices
de resisténcia superiores a 50% para gentamicina, lincomicina, tetraciclina e oxacilina em isolados de S. aureus
provenientes de rebanhos leiteiros do Estado de Pernambuco.

Segundo os resultados de Santos et al. (2006), os estafilococos geralmente apresentam resisténcia a varios
antibiéticos, incluindo os beta-lactdmicos, aminoglicosideos, cloranfenicol, quinolonas, macrolideos e oxacilina.
Semelhante aos nossos resultados, Coelho et al. (2007) observaram elevados indices de resisténcia a penicilina
(67,7%) e a ampicilina (64,4%) para S. aureus. No entanto, a gentamicina apresentou maior efetividade frente
aos isolados testados, com apenas 12,5% dos isolados resistentes.

Nunes et al. (2007) avaliaram a resisténcia 234 patdgenos de mastite, isolados em propriedades produtoras
de leite em Portugal, observando niveis elevados de resisténcia para a penicilina (78,7%) e para ampicilina
(65,6%) em isolados de S. aureus, resultados semelhantes aos observados em nosso estudo. Estes autores citam
que estes resultados podem ser reflexos da pressdo seletiva sobre estirpes resistentes, devido a
antibioticoterapia mal direcionada.

Fontana et al. (2010) avaliaram a resisténcia de cepas de S. aureus isoladas de 174 vacas leiteiras, de nove
propriedades diferentes no municipio de Jatai-GO, tendo observado 100% de resisténcia para a oxacilina,
penicilina e ampicilina, resultados estes acima dos resultados encontrados neste estudo. Estes autores relataram
que o uso indiscriminado de drogas antimicrobianas tem contribuido para o elevado indice de resisténcia aos
antibioticos.

Os resultados deste presente trabalho corroboram com os resultados de Costa et al. (2013), os quais
avaliariam o perfil de resisténcia em 352 isolados de S. aureus, provenientes de 35 rebanhos leiteiros localizados
na regido sul do Estado de Minas Gerais, observando que o maior indice de resisténcia foi para polimixina B
(82%), seguido pelos B-lactamicos, ampicilina e penicilina, com indices de resisténcia de 80,92 e 80,45%,
respectivamente. Estes mesmos autores ainda observaram multirresisténcia com indice MAR que variou entre
0,2 a 0,5, diferente do presente estudo que apontou indice MAR variando entre 0,00 e 0,76.

Duarte et al. (2004) estudaram 85 isolados de S. agalactiae obtidos de mastite clinica e subclinica em
rebanhos nacionais e avaliaram o perfil de resisténcia aos antimicrobianos gentamicina, tetraciclina e
eritromicina, observando que todos os isolados foram resistentes a gentamicina, enquanto 44,7% e 10,5% foram
resistentes a tetraciclina e eritromicina, respectivamente. Estes resultados foram discrepantes dos obtidos no
presente estudo, no qual observamos indices de resisténcia de 51% para gentamicina e de 77% para tetraciclina
para os isolados de S. agalactiae.

Silva (2015) pesquisou a resisténcia a antibidticos utilizados no controle da mastite em cepas de S.
agalactiae isoladas de rebanhos bovinos de diferentes regides brasileiras. O estudo apontou indices de
resisténcia de 26,23% para a eritromicina, 47,54% para tetraciclina, 3,28% para a gentamicina, 98,36% para a
sulfonamida e de 29,51% para a clindamicina. Todos os isolados foram susceptiveis a penicilina, ceftiofur e
cefalotina. Os resultados deste estudo diferiram do nosso trabalho, principalmente no que se refere ao indice de
resisténcia para a gentamicina que alcangou 51% em nosso estudo.
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De acordo com os dados da Tabela 9, pode-se observar que das 99 amostras de S. aureus analisadas 48
foram resistentes a mais de cinco antimicrobianos, ou seja, 48,48% das bactérias de S. aureus foram resistentes a,
no minimo, cinco antibidticos. Quando se observa os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos para S.
agalactiae, das 93 amostras analisadas 89 foram resistentes a mais de cinco antibidticos testados, ou seja,
95,70% das amostras analisadas foram resistentes a pelo menos cincos antimicrobianos entre os 20 testados.

Nossos resultados apontaram para indices globais de resisténcia e de multirresisténcia mais elevados para
S. agalactiae em relagdo ao S. aureus. Diferentes trabalhos se referem a maior dificuldade de tratamento das
infeccdes intramamarias ocasionadas por S. aureus em funcdo ndo somente do incremento dos indices de
resisténcia aos antimicrobianos, mas também pelos mecanismos de escape ao sistema imune e préprios
anrtimicrobianos no interior da glandula infectada, tais como a invasdo intracelular, formag¢do de biofilmes,
producao de leucotoxinas, proteases de IgA, etc (Novick et al. 2001; Deleo et al. 2009). Por outro lado, temos
verificado uma dificuldade crescente com relagdo ao tratamento das mastites ocasionadas por S. agalactiae,
inclusive com a faléncia de protocolos classicos de blitzterapia, o que em parte pode estar associado com os
indices elevados de resisténcia observados em nosso estudo e na nossa rotina laboratorial (dados nao
mostrados).

As variagoes nos resultados dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos verificados para os agentes
testados no presente estudo em relacdo aos estudos prévios encontrados na literatura, podem ser justificados
por variagdes espaciais e temporais quanto ao isolamento dos isolados, bem como devido as diferentes
metodologias empregadas nos ensaios de suscetibilidade (CIM, difusao em discos), quanto a origem dos isolados
(mastite clinica ou subclinica, isolados de tanques de expansdo), e a pressdo de sele¢cdo, decorrente do uso
seletivo e ou indiscriminado de antimicrobianos.

Estes resultados demonstram que ha uma alta resisténcia aos principais antibidticos utilizados no
tratamento da mastite entre as amostradas estudadas, necessitando de um acompanhamento constante nestes
perfis de suscetibilidade, visando a escolha mais criteriosa dos antimicrobianos de forma a obter taxas de cura
mais altas e minimizar o advento da resisténcia aos farmacos.

O monitoramento periddico e permanente dos patdgenos envolvidos na etiologia da mastite bovina e de
seus indices de resisténcia aos antibidticos é fundamental, uma vez que estes processos sdo bastante dinamicos,
verificando-se varia¢des espaciais e temporarias nestes parametros. Segundo Myllys et al. (1994), a resisténcia
aos antimicrobianos é um fator importante no estabelecimento e disseminagdo de clones bacterianos em um
rebanho, tendo estreita associagio com mudangas no manejo, tais como a utilizacdo de tratamento antibiotico
sistematico, estabulacdo e a introdu¢do de ordenhadeira mecéanica, fatores que atuam como forcas seletivas
sobre patdgenos causadores de mastite.

Tabela 8 - Resultados dos testes de suscetibilidade a antimicrobianos em amostras de Staphylococcus
aureus e de Streptococcus agalactiae isoladas de leite de tanques de expansao de rebanhos leiteiros da
regido de Campos da Vertente/MG, 2017

Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae
N de % de IC95% N de % de IC95%
Antibidticos amostras amostras (Lim. Inferior - amostras  amostras (Lim. Inferior -
resistentes resistentes  Lim. Superior) resistente resistente Lim. Superior)
s s
Ampicilina 59 60 (49,8-68,7) 34 37 (27,5-46,7)
Cefalotina 24 24 (16,9-33,5) 62 67 (56,6-75,4)
Cefoperazona 28 28 (20,4-37,8) 79 85 (76,3-90,8)
Cefotaxima 35 35 (26,6-45,2) 82 88 (80,1-93,3)
Ceftiofur 25 25 (17,7-34,6) 73 78 (69,1-85,6)

Continua...
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Tabela 8 - Resultados dos testes de suscetibilidade a antimicrobianos em amostras de Staphylococcus
aureus e de Streptococcus agalactiae isoladas de leite de tanques de expansdo de rebanhos leiteiros da
regiao de Campos da Vertente/MG, 2017

Staphylococcus aureus Streptococcus agalactiae
N de % de IC95% N de % de IC 95%
Antibiéticos amostras amostras  (Lim. Inferior- amostras  amostras  (Lim. Inferior -
resistentes  resistentes  Lim. Superior) resistente resistente Lim. Superior)
Ciprofloxacina 9 9 (4,9-16,4) ;3 255 (17,1-34,4)
Cloranfenicol 5 5 (2,2-11,3) 41 44 (34,4-54,2)
Enrofloxacino 17 17 (11,0-25,8) 44 47 (37,5-57,4)
Estreptomicina 57 58 (47,7-66,3) 89 96 (89,5-98,3)
Florfenicol 3 3 (1,0-8,5) 1 1 (0,0-4,0)
Gentamicina 21 21 (14,3-30,3) 47 51 (40,6-60,5)
Lincomicina 34 34 (25,7-44,1) 88 95 (88,0-97,3)
Neomicina 31 31 (23,0-41,0) 76 82 (72,6-88,3)
Nitrofurantoina 6 6 (2,8-12,6) 22 24 (16,2-33,2)
Novobiocina 45 45 (36,0-55,3) 90 97 (96,0-100)
Oxacilina 38 38 (29,4-48,2) 90 97 (90,9-98,9)
Penicilina G 68 69 (57,9-76,1) 80 86 (77,5-91,7)
Polimixina B 71 72 (62,2-79,7) 89 96 (89,5-98,3)
Sulfazotrim 2 2 (0,6-7,1) 14 15 (9,2-23,7)
Tetraciclina 49 49 (39,9-59,2) 72 77 (67,9-84,7)

Tabela 9 - Resisténcia multipla em amostras de Staphylococcus aureus e de Streptococcus agalactiae
isoladas do leite de tanques de expansdo de rebanhos leiteiros da regiio de Campos da Vertente/MG,
2017

Patogenos Numero de antibiéticos aos quais as amostras foram resistentes
0 1 2 3 4 >5
S. aureus 7 7 15 8 14 48

S. agalactiae 0 0 2 0 2 89
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CONCLUSOES

Nosso estudo apontou altas prevaléncias dos patégenos S. aureus e S. agalactiae em propriedades leiteiras
da regido de Campos das Vertentes. Em grande parte das propriedades foi observada a co-infeccdo por estes
agentes.

Foi observada a relacdo entre CCSt e a presenca dos patoégenos S. aureus e S. agalactiae, e também relagiao
entre a CBT e S. agalactiae, indicando que a presencga destes patdgenos interfere negativamente nestes dois
quesitos de qualidade.

Nao se observou variagdes nas distribuicdes dos patédgenos S. aureus e nem S. agalactiae em fungdo da
producdo diaria das propriedades estudas.

Niveis elevados de resisténcia foram observados para os patégenos S. aureus e S. agalactiae nos rebanhos
estudados. O fendmeno da multirresisténcia foi observado para ambos os agentes, em niveis mais elevados para
S. agalactiae em relagdo ao S. aureus.
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Fatores de risco para contagens elevadas de células somaticas no leite do
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High bulk milk somatic cell counts (BMSCC) are indicative of failures related to the control of mastitis in the herd,
which compromises the quality of the milk and generates great losses for the producers and for the industry. A
case-control study was carried out in dairy herds in the Campos das Vertentes region of Minas Gerais State,
Brazil, in order to contribute to the knowledge of the risk factors involved with elevated BMSCC. The study
involved 46 dairy herds, of which 30 were considered cases (CCSt = 700,000 cels/mL of milk) and 16 control
farms (CCSt < 200,000 cels / mL of milk). Sixteen qualitative variables and four quantitative variables were
analyzed. The results showed that the risk factors for BMSCC = 700,000 cels / mL of milk were the presence of
Staphylococus. aureus and Streptococcus agalactiae pathogens in bulk milk, non-use of pre and post-dipping, non-
use of disposable paper towel for drying of mammary glands, non-monitoring of mastitis by means of CMT or
individual somatic cell counts (SCC), non-implementation of the milking line and therapy of dry cows and
failures in hygiene of teats and udders before milking. Moderate correlations were also observed between
elevation of BMSCC and counts of S. aureus and S. agalactiae in bulk milk, and moderate correlation between S.
aureus counts and S. agalactiae counts. Failures with regard to the maintenance and use of milking equipment,
including manual pressure application in milking assemblies, unregulated milking vacuum pressure, vacuum loss
during milking, and maintenance failures of milking machine and bulk milk tank were also pointed out as
important risk factors of BMSCC elevation. The results of this study provided subsidies for the elaboration of
prevention and control programs for mastitis, allowing the adaptation of the BMSCC within the levels required
by current legislation, enabling the improvement of raw material quality and greater gains for producers and
industry.

INDEX TERMS: Somatic cell counts, Risk factors, Mastitis, Brazil., case-control study.

RESUMO

Altas contagens de células somaticas no leite do tanque (CCSt) sdo indicativas de falhas relacionadas com o
controle da mastite no rebanho, o que compromete a qualidade do leite e gera grandes perdas para os
produtores e para a industria. Visando identificar os fatores de risco envolvidos com a CCSt elevada, foi realizado
um estudo de caso-controle em rebanhos bovinos leiteiros da regido de Campos das Vertentes, em Minas Gerais.
0 estudo envolveu 46 propriedades, das quais 30 foram consideradas casos (CCSt = 700.000 cels/mL de leite) e
16 propriedades controles (CCSt < 200.000 cels/mL de leite). Foram analisadas 16 variaveis qualitativas e 4
variaveis quantitativas. Os resultados demonstraram que os fatores de risco para valores de CCSt = 700.000
cels/mL de leite foram a presenca dos patégenos Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, ndo utilizacdo
do pré e de pds-dipping, nado utilizacdo de papel toalha descartavel para a secagem dos tetos, ndo monitoramento
da mastite por meio do CMT ou CCS individual, ndo implementa¢do da linha de ordenha e da terapia de vacas
secas e falhas na higiene de tetos e de ubere antes da ordenha. Também se observou correlacbes moderadas
entre elevacdo da CCSt e as contagens de S. aureus e S. agalactiae no leite do tanque, e correlacio moderada entre
contagem de S. aureus e contagem de S. agalactiae. Falhas com relagio a manutencio e utilizagdo dos
equipamentos de ordenha, aplicacdo de pressdo manual nos conjuntos da ordenha, pressdo de vacuo da ordenha
desregulada, perda de vacuo durante a ordenha e falhas de manutencdo da ordenhadeira e do tanque de
expansdo foram também apontadas como fatores de risco para elevacdo da CCSt. Os resultados deste estudo
possibilitaram identificar fatores de risco importantes para contagens elevadas de CCSt, fornecendo subsidios
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para a elaboracdo de programas de preveng¢do e controle para a mastite e para a melhoria da qualidade do leite,
gerando maiores ganhos para os produtores e para a industria.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Contagem de células somaticas, Fatores de risco, Mastite, Brasil., Estudo caso-controle.
INTRODUCAO

Atualmente, verifica-se crescente preocupacao dos consumidores quanto a qualidade, funcionalidade e aos
riscos associados com os produtos adquiridos para a sua alimentacdo (Carvalho 2010). Essa tendéncia tem
elevado o consumo de leite e derivados, tendo ocorrido um aumento de 42,6% na aquisicdo anual per capita
desses produtos entre 2000 e 2015, perfazendo um total de 174 litros de produtos lacteos/ano consumidos por
habitante no Brasil (IBGE 2016). O elevado valor nutricional do leite, devido a riqueza em proteinas, gorduras,
carboidratos, vitaminas e sais minerais, tém contribuido para este aumento no consumo de lacteos (Ribeiro
2008).

Esta maior preocupag¢ao com a qualidade ocasionou mudangas na legislagdo, visando adequar a produgao
leiteira as exigéncias do mercado consumidor. Nesse sentido, foram criadas as Instru¢des Normativas IN51
(Brasil 2002), IN62 (Brasil 2011) e a IN7 (Brasil 2016), que regulamentam a produc¢do e os parametros de
qualidade do leite produzido no Brasil. A sua adogao fez com que ocorressem mudancas na forma de pagamento
pelo leite adquirido pelos laticinios, sendo introduzidas bonificagdes para produtos com maiores porcentagens
de constituintes nutricionais e indices superiores de qualidade, indicados principalmente por redug¢des na
contagem bacteriana total (CBT) e na contagem de células somaticas do leite do tanque (CCSt) (Guerreiro et al,
2005).

O leite proveniente de rebanhos com valores elevados de CBT e CCSt resulta na produc¢do de derivados de
pior qualidade (Politis e Ng-Kwai-Hang 1988). Altera¢des na composi¢do do leite decorrentes de infec¢des das
glandulas mamarias, denominadas mastites, reduzem o valor nutricional dos produtos e criam problemas em seu
processamento, podendo gerar produtos fora dos padrdes de qualidade desejados. Valores elevados de CCSt
também estdo diretamente relacionados com a queda no rendimento da produgao dos derivados lacteos (Santos
e Fonseca 2006; Lopes et al. 2012). Além disso, o aumento na CBT decorrente da infec¢do intramamaria (I1IM)
ocasionada por certos patdégenos da mastite, tais como o Streptococcus agalactiae, diminui o prazo de validade do
leite (Barbano e Santos 2006).

Entre os parametros de qualidade do leite, a CCSt é um 6timo indicativo da saude da glandula mamaria.
Quando ocorre a infeccdo bacteriana e o processo inflamatorio se instala, a contagem de células somaticas do
leite (CCS) pode alcancar valores elevados devido ao aumento do niimero de leucdcitos que migram para as
glandulas mamadrias para combater os agentes infecciosos (Dong et al. 2012). Nesse sentido, a realizacdo de
avalia¢des periddicas da CCS permite determinar a frequéncia média de mastite no rebanho (Machado et al.
2000).

Segundo o National Mastitis Council (NMC 1996) a prevaléncia da mastite no rebanho tem uma relacdo
direta com a CCSt. Contagens de 200.000 cels/ml de leite apontam que, aproximadamente, 6% dos quartos
mamarios do rebanho estdo infectados e, quando esta atinge 1.500.000 cels/ml de leite, é indicativo de que cerca
de 48% dos quartos mamarios do rebanho podem estar acometidos pela mastite.

A mastite é uma doenga multifatorial, desta forma caracteristicas especificas dos animais, assim como do
ambiente onde ocorre a ordenha e dos procedimentos de manejo sdo considerados fatores de risco importantes
para ocorréncia da mesma (Omore et al. 1996). Entre os primeiros podem ser citados o niimero de pari¢des, o
estadio da lactacdo, a produtividade individual (Souza 2005). Fatores de risco relacionados o manejo da ordenha,
tais como a realizacdo de ordenha manual ou mecanica, a nao anti-sepsia de tetos antes e ap6s os procedimentos,
estdo associados a ocorréncia de [IM com valores elevados de CCSt (Brito et al. 1998).

De acordo com Cavazos (2003), o funcionamento inadequado dos equipamentos de ordenha, o nio
treinamento e a falta de motivagdo dos ordenhadores também estio associados com o aumento da CCSt. Para o
controle e a prevencdo de mastite, e consequentemente reducdo da CCSt, devem também ser feitos
periodicamente testes microbiolégicos laboratoriais para se avaliar os patdgenos presentes e monitorar os
indices de infeccdo do rebanho, auxiliando na adog¢do das alternativas de controle mais indicadas em
conformidade com os agentes presentes nos rebanhos (NMC 2000).

No que se refere aos agentes causadores da mastite, embora dezenas de agentes possam estar envolvidos, S.
aureus, Streptococcus uberis, S. agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Escherichia coli sdo os agentes sdo os mais
comuns (Ranjan et al. 2006) e geralmente estdo associados com quadros mais graves de mastite (Reyher et al.
2012). Segundo Keefe (2012), S. agalactiae e S. aureus sdo considerados principais patégenos de mastite por
causa de seu grande impacto na produgdo e na qualidade do leite, principalmente na CCSt. O principal método de
propagacao para esses agentes patogénicos dentro do rebanho se da pelas vacas infectadas, as quais atuam como
reservatorios destes patégenos. De acordo com Brito et al. (1999), entre essas bactérias, denominadas patdgenos
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principais ou maiores, S. aureus e S. agalactiae sdo os agentes mais frequentemente isolados de casos de mastite,
sendo responsaveis por aproximadamente 26% das infec¢des intramamarias em bovinos leiteiros, em Minas
Gerais.

Considerando o aspecto multifatorial da mastite, o estudo dos fatores de risco para a doenga é de grande
importancia, considerando que os fatores intervenientes na doeng¢a sdo muito dindmicos e variam entre
rebanhos. Uma das alternativas para a realizacdo deste tipo de estudo sdo os Estudos de Caso Controle (ECC),
que engloba avaliagdes epidemiolégicas observacionais, longitudinais, retrospectivas e analiticas. O objetivo dos
ECC é gerar hipdteses para investigacdes futuras para doencas cujos fatores de risco nao sdo completamente
conhecidos ou para estudos confirmatérios para testar hipéteses pré-estabelecidas através da investigacdo de
fatores suspeitos (Régo 2010).

Apesar de haver diversos estudos focando aspectos relativos a CCSt e seu impacto na qualidade do leite e
estudos relativos aos fatores de risco para a mastite em rebanhos bovinos leiteiros brasileiros (Vilela e Nogueira
2010; Costa et al. 2012; Mendonga et al. 2016), verifica-se uma caréncia de estudos recentes sobre os fatores de
risco para o incremento da CCSt. Tais estudos podem auxiliar na ado¢do de politicas publicas para o controle da
mastite e a melhoria da qualidade do leite, resultando em maior produtividade para os produtores, maior
rendimento para a industria lactea e maior seguranca alimentar para o consumidor. Desta forma, visando
contribuir com o conhecimento dos fatores que contribuem para a ocorréncia da mastite nos rebanhos bovinos
leiteiros da regido de Campos das Vertentes/MG e a adogdo de medidas mais efetivas para mitigar as elevadas
CCSt verificadas em rebanhos desta regido, foi realizado um estudo de caso-controle para o levantamento dos
principais fatores de risco relacionados com a elevagdo da CCSt.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo caso-controle para testar a associagdo de varidveis biologicas e do manejo sanitario
e de ordenha com a CCSt dos rebanhos. A CCSt foi considerada como a variavel dependente. Assim para a
realizacdo do estudo, foram selecionadas, ao acaso, 46 propriedades produtoras de leite localizadas na bacia
leiteira da regido de Campos das Vertentes, em Minas Gerais. As propriedades analisadas totalizaram uma area
aproximada 12.564 km2 e possuiam aproximadamente 1600 animais no total (FAEMG 2006), sendo que 30
foram consideradas casos e as demais propriedades (16), como controles. As fazendas selecionadas como casos
apresentaram CCSt = 700.000 cels/mL de leite, valores que indicam uma prevaléncia elevada de mastite no
rebanho. As propriedades consideradas controles, por sua vez, apresentavam CCSt < 200.000 cels/mL de leite,
indicando baixa prevaléncia da mastite e qualidade superior do leite.

Foram levantadas informagdées sobre os fatores de risco relacionados com escores elevados de CCSt, ou seja,
as variaveis biologicas, do manejo sanitario e de ordenha. Também foram considerados fatores de risco a serem
testados, a presenca ou auséncia dos patogenos S. aureus e S. agalactiae nas amostras de leite obtidas nos
tanques de expansao destas propriedades.

Para as avaliagdes foram utilizados os resultados das trés ultimas analises de CCSt de cada propriedade,
foram utilizados os dados de qualidade do leite fornecidos pelo laticinio que foram obtidos junto aos laboratdrios
integrantes de Rede Brasileira de Qualidade do Leite.

As variaveis independentes foram levantadas por aplicacdo de um questionario e observacio in loco por
meio de visita técnica as propriedades. Todos os dados foram obtidos por uma equipe treinada, constituida pelos
técnicos assistencialistas do laticinio que recebe o leite das propriedades estudadas. Os critérios de decisdo para
a escolha das variaveis testadas foram aqueles que ofereciam explicagdo bioldgica coerente para o aumento da
CCSst.

Na entrevista, foram levantadas as seguintes variaveis independentes: uso do teste de Tamis ou também
conhecido como teste de caneca de fundo preto; realizacdo do pré-dipping e do pos-dipping; secagem dos tetos
com papel toalha descartavel apos o pré-dipping; realizagdo mensal do California Mastitis Test (CMT); a utilizacdo
de linha de ordenha para animais identificados com mastite clinica e subclinica; a adogdo de terapia de vacas
secas e tratamento de casos clinicos. Além disso, foi avaliado se as propriedades possuiam vacas com problemas
de hiperqueratose; se o escore corporal de todos os animais indicava boa nutricdo do rebanho e se havia animais
com estresse térmico em algum momento da ordenha.

Em relacdo a ordenha foram avaliados: a limpeza dos tetos e do ubere antes da ordenha; o emprego de
pressdo manual durante a ordenha; a ocorréncia de entradas de ar nos conjuntos de ordenha durante a ordenha;
a pressdo de vacuo da ordenhadeira em conformidade com o recomendado pelo fabricante; a realizacdo de
manutencdes periddicas e regulagens nas ordenhadeiras e tanques de expansdo e a limpeza automatica da
ordenhadeira e de tanques de expansdo. Também foi verificado se a duragido do periodo de ordenha era superior
a 2 horas e 30 minutos ap6s a chegada dos animais na sala de espera e se a rotina de ordenha era tranquila, sem
presenca de cies ou algum tipo de estresse aos animais.
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Para avaliar qualitativa e quantitativamente a presenca de S. aureus e/ou de S. agalactiae, amostras de
aproximadamente 40 mL de leite foram coletadas diretamente no tanque de expansdo nas propriedades
estudadas e submetidas a analises microbioldgicas, utilizando-se meios seletivo-indicadores para a identificacdo
destes patégenos. Para o S. aureus, foi utilizado Agar Baird-Parker modificado, e para S. agalactiae foi empregado
Agar Edwards modificado enriquecido com 5% de sangue ovino. Apés a identificacdo da presenca dos patégenos
nas propriedades, estimou-se a concentracdo dos mesmos em UFC/mL de leite, através do cultivo de dilui¢es
seriadas das amostras positivas nos meios seletivos empregados. As colonias sugestivas dos agentes de interesse
foram submetidas a testes confirmatoérios, de acordo com Chair et al. (2004).

Foram realizadas andlises descritivas de todas as variaveis levantadas. Para varidveis quantitativas, foi feito
o teste de normalidade dos dados de Kolmogorov-Smirnov. Testes ndo paramétricos foram utilizados, incluindo o
Coeficiente de Spearman para testar as correlacdes e Teste Mann-Whitney para comparacdes de médias
ranqueadas, considerando nivel de significancia de 5%.

Para testar as associagdes, andlises univariadas foram realizadas por meio do teste de Qui-quadrado de
Pearson, com nivel de significancia de 5%. Em etapa seguinte, foram calculadas as razdes de chances (Odds
Ratio), com intervalo de confianca de 95%.

Para realizar os testes de correlagdes entre as varidveis quantitativas CCSt, producdo diaria de leite,
contagem de S. aureus e contagem de S. agalactiae, empregou-se o teste ndo paramétrico de Spearman’s, com
niveis de significancia de 1% e 5%.

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS,
Chicago, EUA) versao 20.0 para Windows.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as propriedades-caso (CCSt 2700.000 cels/mL), 80% apresentavam o patdgeno S. agalactiae e 76,6%
a presenca do S. aureus, enquanto que nas propriedades-controle (CCSt <200.000 cel./mL) somente 18,75%
foram positivas para S. aureus e 50% foram positivas para S. agalactiae. Os resultados demonstraram que
presenca destes patdgenos no rebanho é um fator de risco de grande importancia para o aumento da CCSt
(Tabela 1). A presenca do patégeno S. aureus aumentou em cerca de 14 vezes o risco de ter uma CCSt acima de
700.000 cels/mL de leite (p=0,00), enquanto que a presenca do patdégeno S. agalactiae aumentou esse risco em
quatro vezes (p=0,035).

A presenca de S. aureus e/ou de S. agalactiae tem uma estreita associagdo com a elevacdo da CCSt do
rebanho, devido a sua natureza contagiosa e por causarem predominante mastites subclinicas, impactando
negativamente a qualidade do leite (Jayarao et al. 2004; Keefe 2012). Segundo Philpot e Nickerson (2002) a
elevacdo da CCSt se deve ao incremento das infec¢des intramamarias, sobretudo das mastites subclinicas, que
ocorre na presenga destes patdgenos.

A mastite, devido ao processo inflamatério, desencadeia a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias que
induzem a passagem de leucécitos do sangue para o interior da glandula, ocasionando com isso o aumento da
CCS individual e consequente aumento da CCSt. Devido as lesdes no tecido mamario, as células secretoras podem
se tornar menos eficientes, isto é, com menor capacidade de produzir e secretar o leite (Brito e Brito, 2001).

A maioria das varaveis estudadas foram confirmadas como fatores de risco para CCSt acima de 700.000
cels/mL de leite (Tabela 1). Tal fato pode ser observado para as variaveis pré-dipping (OR= 0,163; p=0,026),
secagem dos tetos com papel toalha descartavel (OR=0,061 e p=0,001) e pés-dipping (OR= 0,071; p=0,001). A
implantacdo destas praticas reduziu o risco em ter elevadas CCSt, indicando que sdo fatores protetivos. Na ndo
utilizacdo de pré-dipping, secagem dos tetos com papel descartavel e pds-dipping aumentaram o risco de altas
CCStem 6,1, 16,4 e 14,08 vezes, respectivamente.

Apenas as variaveis tratamento de vacas com mastite clinica, realizagdo do teste da caneca de fundo escuro
(Teste Tamis) e limpeza automatica de ordenha, ndo foram correlacionados com os escores de CCSt, sugerindo
que a utilizacdo destas medidas ndo reflete na CCSt (Tabela 1 e 2). Os procedimentos de limpeza e sanificagao
dos equipamentos de ordenha tem impacto mais marcante na contagem bacteriana total (CBT) em relacgdo a
CCSt, embora possam propiciar novas [IM e consequentemente aumento da CCSt quando existem falhas cronicas
neste quesito.

Souza et al. (2005) observaram caracteristicas do rebanho e praticas de manejo associadas a elevadas CCSt,
em 175 rebanhos leiteiros, localizados na Zona da Mata de Minas Gerais, verificando que a realizacdo do Teste
Tamis nio foi correlacionada com a CCSt, resultado este corroborado pelo presente estudo. Este mesmo autor
observou também que os fatores associados a alta CCSt foram a ndo adoc¢do de linha de ordenha e a nao
realizacdo de pré e pos-dipping, em concordancia com os nossos resultados.

Os fatores de risco para a mastite foram estudados por Mendonga et al. (2016) em 186 rebanhos com CCSt
superior a 400.000 células/mL, localizados da Zona da Mata, Minas Gerais. Os resultados apontaram que os
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principais fatores de risco para alta CCSt nos rebanhos foram relacionados ao manejo inadequado: nao realizar o
Teste de Tamis, alimentar as vacas antes e durante a ordenha e néo realizar pds-dipping.

Nosso estudo apontou que a variavel realizacdo do Teste Tamis nio foi associada com a CCSt, entretanto, o
que se esperava era exatamente o contrario. A execucdo deste teste permite identificar os animais acometidos
pela mastite clinica para o pronto tratamento e o descarte do leite dos mesmos que geralmente vai apresentar
elevada CCS. Desta forma, era esperado que a execu¢do do mesmo fosse um fator de prote¢do contra CCSt
elevada. Na pratica, entretanto, se observa que o teste muitas vezes é executado fora das recomendagdes e
muitas vezes os animais positivos ndo recebem qualquer tratamento e nem o leite dos quartos acometidos pela
mastite clinica é descartado. Tal fato, pode justificar os resultados aqui obtidos.

No presente estudo, a imersao dos tetos em solucdo desinfetante apds a ordenha, pés-dipping, o tratamento
de vacas secas e a segregacdo de animais no momento da ordenha, também conhecido como linha de ordenha,
foram constatados como fatores de protecdo para o incremento da CCSt em concorddncia com os trabalhos de
Allore et al. (1998) e Berry e Hillerton (2002). Entretanto, diferente dos resultados obtidos por estes
pesquisadores, o tratamento precoce de casos clinicos de mastite ndo foi observado como fator de risco. Isto
pode ter ocorrido pelo fato que quase a totalidade das propriedades estudadas tinha esse manejo presente, tanto
as propriedades com CCSt baixas quanto aquelas com altas CCSt, mas a frequéncia e a forma como esta medida
era implementada ndo foram avaliadas.

Nas propriedades que realizavam o monitoramento da mastite por meio do CMT, terapia de vaca seca e a
linha de ordenha foi observado efeito protetivo (p<0,05), sendo que a nao utilizacdo destas praticas aumentou o
risco de se ter CCSt acima de 700.000 cels/mL em 100, 10 e 8,4 vezes, respectivamente (Tabela 1).

Oliveira et al. (2012) realizaram o levantamento dos fatores de risco associados com a mastite bovina
(CCS>200.000cels/mL) em 21 propriedades da microrregido de Garanhuns, Pernambuco, observando que os
fatores de risco associados a enfermidade foram a nao utilizacdo da terapia da vaca seca, ndo utilizagdo da
secagem dos tetos com papel toalha e ndo aplicagdo do pré-dipping, resultados estes que corroboraram os
obtidos o presente estudo.

Nossos resultados demonstram que a deficiéncia na adogdo de procedimentos que visem ao controle e a
prevencdo da mastite nos rebanhos, exce¢ido para Teste Tamis e tratamento de casos clinicos, contribuem para o
incremento da CCSt e a manutencdo da mastite nos rebanhos estudados.

Segundo Lopes et al. (2011) CCSt elevada pode determinar perdas econdmicas diretas ao produtor, ja que
grande parte dos laticinios ja adota o sistema de pagamento por qualidade do leite, fato que tem influéncia direta
no impacto econémico da mastite. Noutro estudo, Lopes et al. (2012) verificaram que as despesas com a
prevencdo da mastite representam um custo muito menor em relacio as medidas curativas e as perdas
produtivas ocorridas pela CCSt elevada, o que demonstra vantagens em se investir nas boas praticas de manejo
de ordenha, o que ird contribuir significativamente para diminui¢do da CCSt e, consequentemente, para reduzir o
impacto econdmico da mastite.

Nossos resultados demonstraram que todas variaveis estudadas relacionadas aos equipamentos foram
confirmadas como fatores de risco para CCSt acima de 700.000 (Tabela 2). Para a variavel manutencdo da
ordenhadeira e do tanque de resfriamento do leite, foi observada uma associacdo completa, ou seja, todos os
produtores que tinham algum tipo de falha na manutenc¢do ou regulagem da ordenhadeira e/ou no tanque de
resfriamento do leite tinham uma CCSt = 700.000, e todos os produtores que ndo apresentavam nenhum
problema com estes equipamentos tinham a CCSt <200.000 (p=0,000), demonstrando que estas variaveis tem
forte associacdo com a CCSt.

Tabelas 1 - Variaveis relacionadas com o manejo sanitario associadas com valores de contagens de
células somaticas no leite do tanque (CCSt) = 700.000 cels/mL

o : Rebanhos 0dds

Variaveis Categorias Casos Controles Valor p* Ratio (IC 95%)

Ausente 7 13 14,23
Staphylococcus aureus Presente 23 3 0,000 (3,13-64,70)

. Ausente 6 8 4,00

Streptococcus agalactiae Prosente " g 0,035 (1,06 - 15,07)
Teste de Tamis Realiza 16 * 0,117 -

Nao realiza 14 12

Continua...
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Tabelas 1 - Varidveis relacionadas com o manejo sanitario associadas com valores de contagens de
células somaticas no leite do tanque (CCSt) = 700.000 cels/mL

Rebanhos odds
Variaveis Categorias Valor p* .
Casos Controles Ratio (1C 95%)
Realiza 16 14
. 0,163
Pré-dipping 0,026 '
N3o realiza 14 2 (0,03-0,084)
Secagem dos tetos com Realiza 9 14 0001 0,061
papel toalha descartavel Nio realiza 21 2 ’ (0,01-0,32)
Realiza 10 14
. 0,071
Pés-dipping 0,001 '
Nao realiza 20 2 (0,01-037)
Realiza 5 17
0,01
CMT 0,000 ’
Nio realiza 27 1 (0,00-0,10)
Realiza 2 6
Linha de ordenha 0,015 0(’]101; 068
Nao realiza 28 10 (0,02- 0,68)
Realiza 20 17 010
Terapia de vaca seca 0,012 '
Nio realiza 12 1 (0,01-0,83)
Tratamento de Realiza 27 17 0.290 )
casos clinicos Niio realiza 5 1 ’
Higiene dos tetos Boa 14 17 0000 0,05
antes da ordenha ruim 18 1 ’ (0,01-0,39)

*Valores de p<0,05 foram significativas através do teste do y2 de Pearson (95%).

As variadveis que estdo relacionadas aos equipamentos como pressdo no conjunto de ordenhas e perda de
vacuo durante a ordenha foram observadas também como fatores de risco. A presenca destas variaveis nas
propriedades ocasionou aumento nos riscos de CCSt = 700.000 cels/mL em 8,90 e 6,65, respectivamente (Tabela
2).

Coentrao et al. (2008) estudaram os fatores de risco para mastite subclinica (CCS>200.000 cels/mL de leite)
em 2.657 vacas, de 24 rebanhos de Minas Gerais, entre os periodos de novembro de 2005 e junho de 2006,
observando que os principais fatores de risco para mastite subclinica foram relacionados com as rachaduras ou
fissuras nas partes de borracha do equipamento de ordenha, inadequacido das teteiras, deficiéncia na
manutencdo dos pulsadores, falta de treinamento dos ordenadores e a ndo utilizacdo de diagndstico
microbiologico para mastite. Grande parte dos fatores de risco apontados por estes pesquisadores esta
relacionada ao funcionamento inadequado e a falta de manutenc¢io da ordenhadeira, corroborando os resultados
do nosso trabalho.

O equipamento de ordenha desregulado ou com defeito, a falta de treinamento dos funcionarios e a nao
realizacdo de procedimentos recomendados em programas de controle e preven¢do da mastite foram os fatores
de risco encontrados por Brito et al. (2002) e Cavazos (2003) para CCS elevadas, sendo que essas variaveis
interagem e influenciam na frequéncia do aumento da CCSt do rebanho e, consequentemente, na presenca da
mastite.
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Tabelas 2 - Variaveis relacionadas aos equipamentos de ordenha associadas com valores de contagens
de células somaticas no leite do tanque (CCSt) = 700.000 cels/mL

Rebanhos odds

Variaveis Categorias Valor p* .
s Casos Controles P Ratio (1C 95%)
Limpeza automatica da Fossul 18 6 0217 )
ordenha N3o possui 12 10 ’
Pressdo nos conjuntos da Realiza 11 1 0021 8,90
ordenha Nio realiza 21 17 ! (1,05'76,04‘)
Pressio de vacuo da Normal 22 17 0036 0,13
ordenha Desregulado 10 1 ’ (0,02-1,11)
Perda de vacuo durante a Sim 9 1 0055 6,65
ordenha Nio 23 17 ! (0,77'57,63)
N . Bom 0 16

Manuteng¢ido ordenhadeira e -
tanque de expansao Ruim 30 0 0,000 Indefinido

*Valores de p<0,05 foram significativas através do teste do y2 de Pearson (95%).

Quanto as varidveis quantitativas, foi observada correlacao entre as CCSt e concentragdo dos patdgenos S.
aureus e S. agalactiae no leite (Tabela 3), desta forma, ndo somente a presenca dos mesmos é um fator de risco
para elevadas CCSt (Tabela 1), mas também suas concentra¢des no leite do tanque, decorrente a severidade e da
frequéncia das IIM ocasionadas por estes patdgenos. O aumento das contagens destes agentes no leite do tanque
geralmente estd associado com prevaléncias mais elevadas de mastites dos mesmos no rebanho, desta forma, o
que se espera é que com o aumento da populacdo destas bactérias no leite ocorra concomitante aumento nas
CCSt.

Souza et al. (2009) avaliaram o efeito de patégenos da mastite sobre a CCS, em 3.987 amostras de leite, de
2.657 animais, oriundos de 24 rebanhos leiteiros localizados nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais.
Verificaram a CCS foram 264.000 cels/mL para amostras de leite sem crescimento bacteriano. Quando foi isolado
S. agalactiae, a média de CCS foi 1.520.000 cels/mL de leite, sendo que em 50,0% das amostras a CCS foi = 23.000
cels/mL. Estes mesmos autores também observaram que a presenca do S. aureus foi responsavel pela segunda
maior elevagdo da CCS, com média de 966.000 células/mL. Estes resultados corroboram os do presente estudo,
demonstrando que estes patdgenos quando presentes no rebanho tem grande impacto na CCSt.

Tabela 3 - Variaveis quantitativas associadas com valores de contagens de células somaticas no leite do
tanque (CCSt) = 700.000 cels/mL

Controles! Casos 2
Variaveis
Mediana Q1-Qs Min-Max Mediana Q1-Qs Min-Max
CCSt
162,25 130,25-190,79 51-209 934,00 786,96-1118,21  707-1573
(cels/mLx103)
Pr"d‘ig‘;"t‘;%g“ade 224,50  139,50-323,00  52-3673 290,58 168,98-566,75 59-1736
Contagem de S. 0 0,00-0,00 0-1400 110,00 9,00-1325,00 0-83000
aureus (UFC/mL)
Contagem de S.
agalactiae 525 0,00-2380,00 0-3800 3650 52,75-25250,00  0-166000
(UFC/mL)

1 - Propriedades com CCSt abaixo de 200.000 cels/mL de leite; 2-Propriedades com CCSt acima de 700.000 cels/mL de leite.
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Tabela 4 - Correlacdes contagens de células somaticas no leite do tanque (CCSt), producio diaria de leite,
contagem de Staphylococcus aureus e contagem de Streptococcus agalactiae

Variaveis cest Produ(,‘aq diaria de Contagem de S. Contagem'de S.
leite aureus agalactiae

CCSt 1,000 0,194 0,4001 0,3202

Produgdo didria de 0,194 1,000 0,110 -0,075
leite

Contagem de S. 0,4002 0,110 1,000 0,4061

aureus
Contagem de 5. 0,3201 -0,075 0,4061 1,000

agalactiae

1- Correlagdo de Spearman com nivel de significancia de 0,01; 2- Correlagdo com nivel de significancia de 0,05.

Os resultados para correlacdo entre producao didria de leite e contagem de S. aureus (p=0,467) e entre
producado didria de leite e contagem de S. agalactiae (p=0,627) ndo foram significativos, demonstrando que a
producao diaria das fazendas ndo influencia nas concentrac¢des destes patdgenos no leite (Tabela 4). No entanto,
observaram-se correlacbes moderadas entre CCSt e contagem de S. aureus (p = 0,006) e contagem de S.
agalactiae (p = 0,032), indicando que quanto maior a concentra¢ao dos patégenos maior serd a CCSt. Também foi
observada uma correlacdo moderada (p=0,006) entre contagem de S. aureus e contagem de S. agalactiae
(p=0,06), demonstrando que quando presentes conjuntamente suas concentrac¢des sao influenciadas entre si.

Botaro et al. (2013) avaliaram a existéncia de correlagdo entre o nimero de UFC/mL de S. aureus e a CCS em
amostras de leite de quartos mamarios individuais, tendo verificado auséncia de relacao de dependéncia entre as
variaveis (p=0,1948). Esta diferenca em relagdo aos nossos resultados pode ser devido a diferencas nas amostras
analisadas, uma vez que nosso estudo foi realizado em leite proveniente de tanques de expansao. Entretanto,
outros estudos apontaram aumento na taxa de eliminacdo de S. aureus no leite de animais cronicamente afetados
por S. aureus concomitantemente com o incremento da CCS (Sears et al. 1990; Shoshani et al. 2000).

Cortinhas (2013), estudando a relagdo entre CCS e contagem de patégenos da mastite em rebanhos do
Estado de Sdo Paulo, encontrou uma mediana para contagem de S. aureus e S. agalactiae de 180 e 300 UFC/mL,
respectivamente, e média de 300 e 13.041 UFC/mL para S. aureus e S. agalactiae, apontando para uma baixa
correlacdo positiva entre contagem de S. aureus com a CCS, e também moderada correlacdo positiva entre a
contagem de S. agalactiae com a CCS (r=0,49). Estes resultados corroboram os obtidos em nosso estudo que
também apontou correlacdo positiva entre a CCSt e a contagem destes patégenos no leite.

Djabri et al. (2002) observaram que um Unico quarto mamadrio infectado com S. aureus e S. agalactiae
resultou em 357.000 cels/mL e 857.000 cels/mL de leite, respectivamente, corroborando para a observagao de
que a presenca destes dois patdégenos tem correlacdo direta com a CCS. A presenca destes patdgenos,
considerados patégenos maiores, também foram relacionados com incremento na CCS por Reis et al. (2011). A
correlacdo entre concentracdo dos patdgenos S. aureus e S. agalactiae com a CCSt demonstra este parametro
pode ser indicativo da presenca e da concentracdo destes patdgenos no rebanho, podendo ser utilizado como
indicativo da mastite subclinica, conforme relatado por Deb et al. (2013).

Os resultados do presente estudo apontaram que as praticas de prevencdo e de controle da mastite
relacionadas com o manejo de ordenha, manuten¢do de equipamentos de ordenha e de monitoramento da
mastite tem estreita correlacdo com os niveis de CCSt no rebanho, justificando investimentos na implementacdo
destas praticas, conforme observado por Lopes et al. (2011). Estes pesquisadores relataram que as despesas com
prevencdo da mastite, onde se incluem realizacdo de cultura e antibiograma, monitoramento da CCSt e CCS
individual, realizacdo pré-dipping e pds-dipping, vacinagio, tratamento de vacas secas e manutencdo de
ordenhadeira representaram, no maximo, 10,8% do impacto econdmico associado com a CCSt elevada no
rebanho, salientando o retorno economico decorrente da implantacdo destas medidas que irdo contribuir
significativamente para diminuicdo da CCSt e a melhoria da qualidade do leite.

Os resultados deste estudo servirdo para fornecer subsidios para a elaboragdo de estratégias para a
resolucdo dos problemas sanitarios que influenciam na CCSt, principal a mastite, melhorando a produtividade
dos rebanhos envolvidos, e ndo menos importante, a qualidade da matéria-prima e, com isso, gerar maior
lucratividade aos produtores e para a industria.

CONCLUSAO

Os resultados do experimento permitem concluir que a presencga e a concentragio dos patdgenos S. aureus e
S. agalactiae sdo fatores de risco relevantes para CCSt = 700.000 cels/mL de leite.
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Também se observou correlagdes moderadas entre CCSt e contagem de S. aureus e contagem de S.
agalactiae, resultando que quanto maior a concentragio dos patégenos maior sera a CCSt, e correlagdo moderada
entre contagem de S. aureus e contagem de S. agalactiae, demonstrando que quando presentes conjuntamente
suas concentrac¢des sdo influenciadas entre si.

A nao utilizacdo das medidas classicas de controle e de prevencdo da mastite relacionadas ao manejo e
higiene de ordenha, pré e pds-dipping, utilizacdo de papel toalha descartavel para a secagem dos tetos,
monitoramento do rebanho por meio do CMT, implementacdo da linha de ordenha, terapia de vacas secas e
falhas com relagao a higiene de tetos e de Ubere, foi apontada como fatores de risco relevantes para CCSt =
700.000 cels/mL de leite.

Entre as variaveis relacionadas aos equipamentos foram apontadas como fatores de risco para CCSt =
700.000 cels/mL de leite: realizar pressao nos conjuntos da ordenha, pressao de vacuo da ordenha desregulada,
perda de vacuo durante a ordenha e falhas na manuteng¢ao da ordenhadeira e tanque de expansao.
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