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RESUMO

No presente estudo foram realizados trés trabalhos em dois rebanhos de vacas mesticas (2
Holandés-Zebu e ¥ Holandés —Zebu) que foram divididos em capitulos intitulados: Associagédo
entre dados climéticos e zootécnicos com presenca de novas infecgBes intramamarias em vacas
mesticas (Capitulo 1); Dados climéticos e zootécnicos associados a ocorréncia e etiologia da
mastite em vacas ¥ Holandés-Zebu (Capitulo 2); Genétipos de Staphylococcus aureus isolados
de vacas com infec¢des intramamarias subclinicas transientes e persistentes e clinicas em dois
rebanhos mesticos brasileiros (Capitulo 3). O objetivo do primeiro capitulo foi identificar
variaveis zootécnicas e climaticas associadas com a presenga de novas de infecgdes
intramamarias em vacas mesticas ¥2 HZ e % HZ. As variaveis ordem de parto, relacdo gordura e
proteina (G/P), temperatura méaxima e umidade relativa do més da coleta foram
significativamente associadas a novas infecgdes intramamarias, enquanto producdo de leite
demonstrou ser fator de prote¢do no rebanho de vacas %> HZ. No rebanho de vacas % HZ foi
considerado como fator de risco, a varidvel relacdo G/P, diferentemente da variavel ordem de
parto que demonstrou ser um fator de protecdo. Os patdgenos mais frequentemente isolados nos
dois rebanhos foram Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-negativo e o
Corynebacterium sp. No segundo capitulo foram identificadas as variaveis zootécnicas e
climaticas associadas com a presenca dos patdgenos causadores de mastite e com a alta
celularidade no leite de vacas mesticas %2 HZ. O resultado deste estudo demonstrou que as
variaveis ordem de parto, relacdo gordura e proteina, temperatura maxima e umidade relativa do
més da coleta sdo fatores de risco em relacéo a alta CCS, e as variaveis nitrogénio ureico do
leite, producdo de leite e precipitacdo do més da coleta, fatores de protecdo. Em relagdo a
presenca de patégenos, ordem de parto, temperatura maxima, indice temperatura e umidade e
umidade relativa do més foram considerados fatores de risco e temperatura minima do més foi
fator de protecdo. No terceiro capitulo, os gendtipos de 124 amostras de S. aureus provenientes
de vacas %2 e ¥% HZ com mastite subclinica persistente e transiente, de vacas que apresentaram
mastite subclinica e clinica por S. aureus e de vacas que apresentaram mastite subclinica
causada por outros patdgenos e clinica por S. aureus foram avaliados por meio da técnica de
Pulsed Field Gel Eletrophoresis (PFGE). O resultado do estudo demonstrou que a maioria dos
casos de mastite bovina nos rebanhos deve-se a ocorréncia de cinco pulsotipos predominantes
(A, G, I, K e B) e trés subtipos Al, G2 e A9. A identificacdo dos fatores que favorecem a
ocorréncia da mastite, assim como a determinacdo epidemioldgica de S. aureus permitem
implementar medidas que sejam efetivas no controle da mastite.

Palavras-chave: infeccdo intramamaria, clima, contagem de células somaticas, Staphylococcus
aureus, pulsotipos



ABSTRACT

In the present study three studies in two dairy herds of crossbred cows (Holstein-Zebu % and %
Holstein-Zebu) were performed and divided into chapters entitled: Association between climate
and zootecnical data with the presence of new intramammary infections in crossbred cows
(chapter 1); Climate and zootechnical data associated with the occurrence and etiology of
mastitis in ¥ Holstein-Zebu cows (Chapter 2) and Staphylococcus aureus genotypes isolated
from cows with transient and persistent subclinical and clinical intramammary infections in two
Brazilian crossbred dairy herds (Chapter 3). The aim of the first chapter was to identify
production and climatic variables associated with the presence of new intramammary infections
in crossbred cows %2 and % HZ. The variables parity, the fat and protein (F/P), maximum
temperature and relative humidity of the month of collection were significantly associated with
new intramammary infections, while milk production was shown to be a protection factor in the
herd of ¥ HZ cows. In the herd of cows % HZ were considered a risk factor to the variable F/P
ratio, unlike the variable parity that was shown to be a protective factor. The most frequent
pathogens in both herds were S. aureus, coagulase-negative Staphylococcus and
Corynebacterium sp. In the second chapter, production and climatic variables associated with
the presence of pathogens causing mastitis and high cellularity in milk of crossbred cows (2
HZ) were identified. The result of this study showed that the variables parity, fat and protein
ratio, maximum temperature and relative humidity at the month of sampling collection were risk
factors in relation to high SCC. Variables such as milk urea nitrogen, milk production and
rainfall at the of sampling were protective factors. Regarding the presence of pathogens, the
variables parity, maximum temperature, index temperature and humidity and relative humidity
of the month were considered as risk factors and as a protection factor the minimum
temperature variable at the month of sampling. In the third chapter, we compare Staphylococcus
aureus genotypes from transient and persistent subclinical and clinical intramammary infections
in two crossbreed dairy herds. A total of 124 samples were evaluated using the technique of
Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE). The majority of bovine mastitis cases were related to
five predominant pulse types (A, G, I, K e B) and to three subtypes Al, G2 e A9. The
identification of the factors that improve the risks of mastitis and the epidemiological
determination of S. aureus allow effective measures to control this disease.

Keywords: intramammary infection, climate, somatic cell count, Staphylococcus aureus,
pulsotype
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INTRODUCAO GERAL

A producdo de leite é uma importante fonte de renda para a economia do pais, pois gera milhGes
de empregos diretos em propriedades rurais que produzem e comercializam leite. A pecuéria
brasileira caracteriza-se por diversos sistemas de producao de leite que atendem a pluralidade de
regides e de racas, niveis de intensificacdo, uso de insumos e manejo.

Em Minas Gerais, ainda prevalecem sistemas produtivos tradicionais, sustentados
principalmente em animais mestigcos, originados do cruzamento de Bos taurus taurus x Bos
taurus indicus. Os dois sistemas de producdo avaliados neste estudo apresentam caracteristicas
comuns & maioria dos rebanhos do Estado. O rebanho do sistema de produgdo A é constituido
por vacas %2 Holandés — Zebu (HZ) ordenhadas com a presenca do bezerro ao pé e o sistema de
producdo B composto por vacas ¥ Holandés — Gir ordenhadas sem a presenca do bezerro ao pé.

Independentemente das caracteristicas do sistema de producdo, inimeros fatores podem
interferir sobre a producdo e a qualidade do leite em um rebanho, sendo a mastite uma das
causas que desempenham maior influéncia negativa sobre a qualidade e quantidade do leite,
resultando no aumento na contagem de células somaticas (CCS).

Vaérios fatores que favorecem a ocorréncia da mastite bovina tém sido relatados na literatura,
especialmente em rebanhos especializados. Estes fatores podem estar relacionados ao rebanho
envolvendo praticas de manejo higiénico sanitario, principalmente manejo de ordenha, e
relacionados ao animal individualmente (caracteristicas anatdmicas e fisiol6gicas, doencas),
assim como a fatores ligados ao meio ambiente, envolvendo as condi¢Bes climaticas
(temperatura, precipitacdo, umidade do ar).

No Brasil, Staphylococcus aureus destaca-se como principal agente causador da mastite nos
rebanhos. Devido a dificuldade de controle, a alta prevaléncia nos rebanhos, ao potencial de
produzir toxinas no leite e a facilidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos, é o
agente patogénico causador da mastite mais estudado e tem sido objeto de estudos
epidemioldgicos.

Para conhecer a complexidade etiol6gica das mastites causadas por S. aureus e compreender a
disseminagdo dentro do rebanho, faz-se necessaria a identificacdo fenotipica e caracterizagdo
genotipica das cepas envolvidas nos casos desta enfermidade.

Diversos trabalhos tém avaliado a mastite e sua influéncia na qualidade do leite em rebanhos
leiteiros de alta producdo, como bovinos da raca Holandesa. Até onde se sabe, ndo existem
estudos que identificaram variaveis climaticas e zootécnicas que estejam associadas a alta CCS
e presenca de patogenos causadores de mastite em rebanhos de vacas mesticas ¥2 HZ e % HZ,
bem como n&o hé& dados comparando os gendtipos dos S. aureus dos casos de mastite subclinica
persistente e transiente e de mastite clinica em rebanhos de vacas mesticas %2 e % Holandés -
Zebu.

Diante da escassez de dados cientificos publicados com o gado mestico sobre estas informacoes,
este estudo foi desenvolvido.
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OBJETIVOS
Identificar variaveis zootécnicas e climaticas associadas com a presenca de novas
infecgBes intramamarias em vacas mesticas %2 HZ e % HZ.

Identificar variaveis zootécnicas e climaticas associadas com a deteccdo dos patdgenos
causadores de mastite e com alta celularidade no leite de vacas mesticas ¥ HZ.

Identificar e comparar os genétipos dos S. aureus dos casos de mastite clinica e
subclinica persistente e transiente em rebanhos de vacas mesticas %2 HZ e ¥ HZ.

12



CAPITULO 1

ASSOCIACAO ENTRE DADOS CL[MATICOS E ZOQTECNICOS COMA
PRESENCA DE NOVAS INFECCOES INTRAMAMARIAS EM VACAS
MESTICAS

13



RESUMO

No presente estudo foi avaliado o efeito dos dados climéticos e de varidveis zootécnicas sobre a
presenca de novas infecgdes intramamarias em dois rebanhos constituidos por vacas mestigas %2
HZ (sistema de producdo A - SPA) e % HZ (sistema de produgdo B — SPB). Durante o periodo
de estudo (setembro de 2011 a julho de 2014), coletou-se mensalmente amostras compostas de
leite das vacas em lactacdo dos dois sistemas de producdo para realizacdo da andlise de
qualidade composicional do leite (gordura e proteina) e de contagem automética de células
somaéticas (CCS), totalizando 2.757 e 2.078 amostras nos sistemas de producdo A e B,
respectivamente. Os dados climaticos, temperatura minima, maxima e média, precipitacdo
pluviométrica e umidade relativa do ar foram registrados mensalmente e no dia da coleta. A
andlise estatistica dos dados foi realizada por um modelo multivariado de regressao logistica
para cada sistema de producdo. No sistema de producdo A (vacas ¥ HZ), as variaveis ordem de
parto, a propor¢do gordura e proteina (G/P), temperatura maxima e umidade relativa foram
significativamente associadas a novos casos de infec¢des intramamarias, no entanto, a variavel
producéo de leite demonstrou ser fator de prote¢do. No sistema de producdo B (vacas ¥ HZ), a
variavel relacdo gordura e proteina foi considerada fator de risco a presenca de novas infeccdes
intramamarias, diferentemente da variavel ordem de parto que demonstrou ser um fator de
protecdo. O aumento de uma ou mais destas variaveis favorece a ocorréncia de novos casos de
mastite subclinica em vacas mesti¢as em lactacdo. Os patdgenos mais frequentes nas amostras
dos dois sistemas de producdo foram Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp. coagulase
negativo e Corynebacterium sp. Para que seja implementado um programa de prevencdo e
controle da mastite é fundamental o conhecimento dos fatores de risco e patdgenos causadores
da doenga no rebanho.

Palavras-chave: clima, indice temperatura-umidade, contagem de células somaéticas, patdgeno,
mastite bovina, vaca mestica
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ABSTRACT

The present study evaluated the effect of climatic and zootechnical data with the presence of
new intramammary infections in crossbred cows. During the study period (September 2011 to
July 2014), milk samples were collected monthly from lactating cows to perform compositional
quality analysis of milk (fat and protein) and somatic cell counts, totaling in production system
A and B 2.757 and 2.078 milk samples, respectively. The climatic data, minimum, maximum
and average temperature, rainfall and relative humidity were recorded on the day of collection.
Statistical analysis of the data was performed by a multivariate logistic regression model. In the
production system A, the variables parity, the fat and protein (F/P), maximum temperature and
relative humidity of the month of collection were significantly associated with new
intramammary infections, while milk production was shown to be a protection factor in the herd
of Y2 HZ cows. In the herd of cows % HZ were considered a risk factor to the variable F/P ratio,
unlike the variable parity that was shown to be a protective factor.The increase of one or more
of these variables favor the the presence of new intramammary infections of lactating cows. The
most frequent pathogens in the samples of the two production systems were Staphylococcus
aureus, Staphylococcus sp. Coagulase negative and Corynebacterium sp. In order to implement
a mastitis prevention and control program, knowledge of the risk factors and pathogens that
cause the disease in the herd are fundamental.

Keywords: climate, index temperature and humidity, somatic cell count, pathogen, bovine
mastitis, crossbreed cows
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1. INTRODUCAO

A mastite € uma doenca endémica, de carater multifatorial e responsavel por prejuizos
econdmicos para atividade leiteira em todo o mundo. O desencadeamento desta enfermidade
esta vinculado a complexa triade: animal, agente etiol6gico e/ou meio ambiente e, dessa forma,
o clima pode influenciar indiretamente esta triade de fatores (Green et al., 2006).

A mudanca climatica € uma das principais ameacas para a sobrevivéncia de varias espécies,
ecossistemas e a sustentabilidade dos sistemas de producdo de gado em todo o mundo,
especialmente nos paises tropicais e temperados (Gale et al., 2009). Nos Gltimos anos, 0 nimero
de pesquisas buscando o bem-estar animal tem se intensificado na tentativa de minimizar perdas
econdmicas decorrentes dos efeitos do clima sobre a produgao animal (Souza et al., 2010).

Dentre as variaveis climaticas, a elevada temperatura ambiental, a umidade do ar e a radiagdo
solar direta sdo os principais responsaveis por causarem o desconforto fisiolégico, denominado
estresse térmico, o qual pode promover altera¢cbes no bem-estar, na eficiéncia produtiva e na
salde das vacas leiteiras, favorecendo a ocorréncia da mastite (Renaudeau et al., 2012).

Os rebanhos em regides subtropical, tropical e semiaridas estdo sujeitos a alta temperatura do
ambiente (Ta), umidade relativa do ar (UR) e radiacdo solar por extensos periodos. O Brasil é
um pais localizado na regido tropical e destaca-se como um dos maiores produtores mundiais de
leite. O rebanho nacional é composto predominantemente por animais mesticos, originados do
cruzamento de Bos taurus taurus x Bos taurus indicus, que incorporaram rusticidade, eficiéncia
na producdo de leite e capacidade de adaptar as condigdes tropicais (Fonseca et al., 2009).

Embora véarios estudos tenham investigado a influéncia do clima sobre a CCS (Green et al.,
2006; Hammani et al., 2013; Lambertz et al., 2014), a maioria das conclusdes cientificas baseia-
se em racas de bovinos leiteiros altamente especializadas como a raca holandesa. Portanto, até
onde se sabe, at¢ o momento ndo ha estudos relatando o efeito dos dados climaticos e de
variveis zootécnicas sobre a ocorréncia de novas infec¢bes intramamarias por um longo
periodo em rebanhos de vacas mesticas 2 HZ e % HZ. Portanto, o objetivo deste estudo foi
identificar varidveis zootécnicas e climéaticas associados com a presenca de novas infecgOes
intramamarias em vacas mesticas ¥2 HZ e % HZ.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em dois sistemas de producdo localizados no municipio de Prudente de
Morais em Minas Gerais, Brasil, no periodo de setembro de 2011 a julho de 2014, com exce¢do
do més de dezembro de 2012 quando néo foi possivel a realizagdo da coleta de amostras.

2.1 Descricao dos sistemas de producgéo

Os sistemas de producdo sdo caracterizados como semi-intensivos, fechados, distintos e
independentes. O sistema de producdo A (SPA) localiza-se a 19°27'11.27° latitude Sul,
44°09'55.42”’ longitude Oeste e 732 m de altitude e & composto por vacas ¥2 HZ com producéo
média de 9,1 litros/vaca/dia. O sistema de producdo B (SPB) esta localizado a 19°26'42.40’
latitude Sul, 44°09'6.06”* longitude Oeste e 732 m de altitude e o rebanho é constituido por
vacas ¥ Holandés — Zebu com produgdo média de 10,1 litros/vaca/dia.

16



Nos dois sistemas de producéo, as vacas foram avaliadas em diferentes estagios da lactacdo. As
vacas eram ordenhadas duas vezes ao dia, em equipamento mecanico duplo seis/seis, sem
mecanismo de extracdo automatica de teteiras nos dois sistemas de producdo. No SPA a
ordenha era realizada com a presenca de bezerro ao pé.

Por se tratar de um estudo longitudinal, ocorreu, ao longo do periodo, uma variagdo mensal no
nimero de animais em lactacdo, sendo avaliadas 164 vacas no SPA e 115 no SPB.

2.2 Coleta de amostras

Durante o periodo de estudo, coletaram-se mensalmente, no dia da pesagem do leite, amostras
compostas de leite das vacas em lactacéo, conforme descrito por Schreiner e Ruegg (2003) para
realizacdo da andlise de qualidade composicional do leite (gordura e proteina) e de contagem de
células somaticas (CCS), totalizando 2.757 amostras no SPA e 2.078 no SPB.

As amostras compostas de leite foram obtidas diretamente de medidores de leite acoplados ao
equipamento de ordenha e acondicionadas em frascos contendo bronopol (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol). Imediatamente ap6s a coleta, as amostras foram acondicionadas em
caixas térmicas contendo gelo reciclavel e transportadas para o laboratério onde foram
submetidas as analises laboratoriais.

2.3 Determinacéo da composicao e CCS do leite

As amostras de leite foram analisadas quanto aos teores de gordura, proteina e contagem de
células somaticas no equipamento eletrdnico CombiScope FTIR 400® (Delta Instruments;
Drachten, Holanda) que combina o principio de Transformada de Fourier no infravermelho
médio e citometria de fluxo, respectivamente. As analises para determinagdo da composicao do
leite foram realizadas segundo IDF (2000) e a contagem de células somaéticas segundo IDF
(1995).

2.4 Analise microbioldgica

Foram coletadas bimestralmente de todas as vacas em lactacdo, no periodo de abril de 2013 a
julho 2014 (16 meses), amostras compostas de leite para isolamento e identificacdo de
patdgenos causadores de mastite subclinica. Foram submetidas a analise microbioldgica, 610 e
513 amostras do SPA e SPB, respectivamente.

Para isolamento e identificacdo dos patégenos causadores da mastite subclinica foram coletadas
amostras compostas dos quatro quartos mamarios das vacas em lactacdo. Antes da coleta das
amostras, foi realizado o descarte dos trés primeiros jatos, com posterior desinfec¢do dos tetos
com solugdo pré-dipping. No momento da coleta, foi realizada antissepsia do esfincter do teto,
utilizando-se algoddo umedecido em &lcool a 70%. Os jatos foram retirados de cada teto
individualmente, formando amostras compostas de aproximadamente 50 mL. Elas foram
acondicionadas em frascos estéreis, congeladas a -20°C e enviadas ao laboratorio.

Os agentes causadores da mastite foram identificados semeando-se 0,01mL de cada amostra de
leite, com alca calibrada descartavel, em cada quadrante de uma placa de &gar-sangue preparado
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com 5% de sangue desfibrinado de carneiro. As placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48
horas, seguido de observacdo da morfologia das col6nias, testes de coloragdo de Gram e de
identificacdo (Oliver et al., 2004).

2.5 Dados meteorologicos

Os dados meteoroldgicos temperatura minima, maxima e média, precipitacdo pluviométrica e
umidade relativa do ar (Figura 1, 2 e 3) foram obtidos no dia da coleta e mensalmente na
Estacdo Meteoroldgica, localizada no municipio de Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil, latitude
19°29'07”°, longitude 44°10'27’’, altitude 732 m, pertencente ao Instituto Nacional de
Meteorologia.

Valores do indice de temperatura e umidade (ITU), diarios e mensais, foram determinados
utilizando a equacdo, ITU =1,8 x Ta - (1 - UR) x (Ta - 14,3) 32 +, tal como descrito por Kibler
(1964), em que Ta é a temperatura média do ambiente em °C e UR é a umidade relativa média
como uma fragdo da unidade.

2.6 Dados zootécnicos

A producéo de leite foi avaliada mensalmente nos dois sistemas de produgdo, durante as
ordenhas da manha e da tarde, sendo mensurada por meio de medidores de leite acoplados ao
equipamento de ordenha, possibilitando, assim, a avaliacdo da producdo diaria individual dos
animais.

Os dados de dias em lactagdo das vacas (DEL) e ordem de parto foram registrados no software
zootécnico dos sistemas de produgdo (PRODAP Professional GP, Belo Horizonte, Brasil).
Também foi estabelecida a proporcdo do percentual de gordura do leite em relacdo ao de
proteina com o objetivo de avaliar o equilibrio energético dos animais (Buttchereit et al., 2010).

2.7 Analise estatistica

Os dados dos sistemas de producdo A e B foram analisados separadamente. Para analise
estatistica, as vacas foram divididas em animais com alta e baixa celularidade do leite conforme
valor de corte amplamente utilizado para CCS em vacas sadias de < 200.000 células mL™
(Dohoo e Leslie, 1991; Schukken et al., 2003). Identificaram-se também, 0s casos de novas
infeccOes intramamarias de cada animal com base na CCS ao longo do periodo avaliado.

A andlise estatistica dos dados foi realizada com software estatistico STATA versdo 12 (Stata
Corp. College Station, Texas, EUA), utilizando um modelo de regressdo logistica para cada
sistema de producdo. As variaveis foram primeiramente analisadas individualmente, e em
seguida, em combinacdo para avaliar o efeito das variaveis sobre todas as outras. Na primeira
fase da analise, foi feito um modelo logistico para cada uma das varidveis relacionadas com os
resultados de CCS. As variaveis com P valores < 0,20 foram consideradas e utilizadas na
préxima fase da analise. No modelo final, variaveis selecionadas na primeira etapa foram usadas
para desenvolver um modelo de logistica multivariada em que varidveis com P < 0,05 foram
mantidas no modelo final.
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Equac&o da regresséo

Logit (pi) = log (pi / (1- p)) = a + B X;
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No sistema de producdo A (SPA), a maioria das amostras de leite coletadas (66,85 %, n = 1843)
apresentou CCS < 200.000 células mL?, sendo, portanto, provenientes de vacas consideradas
sadias. As amostras provenientes de vacas com mastite subclinica deste sistema representaram
33,25% (n = 915). No sistema de producédo B, das 2.078 amostras compostas de leite analisadas
quanto a CCS, 77,86% (n = 1618) apresentaram CCS > 200.000 células mL™, sendo
consideradas vacas com infecgédo intramamaria (Figura 1).
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[
= 50,00%
-~
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£ 30,00% mSPB
20,00%
10,00%
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SPA SPB
Sistema de Produ¢do - SP

Figura 1 — Porcentagem de amostras de leite provenientes de vacas com mastite subclinica nos
dois sistemas de producdo (SPA e SPB).

O modelo multivariado de regressdo logistica demonstrou que as variaveis ordem de parto,
relacdo gordura e proteina, temperatura maxima e umidade relativa do més da coleta sao fatores
de risco em relacdo as novas infecgbes intramamarias em vacas %2 HZ (SPA), diferentemente
das variaveis producdo de leite que demonstrou ser fator de protecdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Modelo multivariado de regressdao logistica (P < 0,05) das variaveis associadas a
novas infec¢des de vacas ¥2 Holandés — Zebu (SPA)

95% de intervalo de

Variaveis Odds Ratio P valor confianca
Ordem de parto 1,07 0,0017 1,03-1,12
Razado Gordura / Proteina 2,67 <0.001 1,84 - 3,86
Producéo de leite 0,93 <0.001 0,90-0,96
Temperatura maxima (més) 1,04 0,0321 1,00 -1,08
Umidade relativa (més) 7,09 0,0050 1,81-27,85

Em relacdo ao sistema producdo B (vacas ¥ HZ), o modelo de regressao logistica demonstrou
que a variavel relacdo gordura/proteina foi considerada fator de risco as novas infeccdes
intramamérias, diferentemente da variavel ordem de parto que foi fator de protecéo (Tabela 2).

Tabela 2. Modelo multivariado de regressao logistica (P < 0,05) de variaveis associadas a novas
infecgdes intramamarias em vacas ¥ Holandés — Zebu

Odds 959% de intervalo de
Variaveis Ratio P valor confianca
Ordem de parto 0,84 <0.001 0,91 - 19,50
Razdo Gordura / Proteina 4,05 <0.001 7,32 - 21,36

Gordura/Proteina: proporcéao entre o percentual de gordura e proteina do leite

As Figuras 2, 3 e 4 demonstram a variacao dos dados climaticos e a média da CCS (log células /
mL) no periodo de setembro de 2011 a julho de 2014 nos dois sistemas de producao avaliados.
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Temperatura média (¢C) = Umidade relativa do ar (%) CCS (log células mL-1)

Figura 2 — Dados climaticos do dia da coleta e média mensal CCS (log células/mL) ao longo do
periodo avaliado no sistema de producéo A (%2 HZ)
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Figura 3. Sistema de producdo B (% HZ) - dados das temperaturas maxima, média, minima e
média da CCS (log células / mL) no periodo de setembro de 2011 a julho de 2014.
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Figura 4. Sistema de producdo B (% HZ) - dados da precipitacdo, umidade relativa do ar e
média da CCS (log células / mL) no periodo de setembro de 2011 a julho de 2014.

3.1 FATORES DE RISCO

3.1.1 COMUNS AOS SISTEMAS DE PRODU(;AO A-SPAeB-SPB

e RELACAO GORDURA E PROTEINA (G/P)
A relacdo entre teores de gordura e proteina do leite € um parametro utilizado para avaliacdo
nutricional de um rebanho e também para detec¢do de distarbios metabdlicos como, por

exemplo, o balango energético negativo (BEN) (Moyes et al., 2009; Buttchereit et al., 2010). O
BEN é considerado um fendmeno fisiolégico em vacas leiteiras, principalmente de alta
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producdo (Van Straten et al., 2009), e que também pode afetar as vacas mesticas. Desta forma, o
presente estudo demonstrou que vacas mesticas podem apresentar BEN e aumento na relacéo
G/P, assim como vacas leiteiras de racas especializadas, como as da raca holandesa.

Corroborando com os achados do nosso estudo, dados da literatura demonstram que o BEN
compromete a funcdo imunoldgica e presdipde as vacas a doengas infecciosas, como a mastite
(Buttchereit et al., 2010). Segundo Lees e Lievaart (2013), o BEN aumenta as chances de
mastite subclinica e tornam essas vacas com CCS alta mais propensas a mastite clinica, além de
promover a diminuicdo da producdo de leite, mudancas desfavordveis na composicao do leite e
aumento das taxas de descarte.

No inicio da lactagdo, o BEN resulta no aumento na percentagem de gordura e reducdo do teor
de proteinas no leite. A diminuicdo do teor de proteinas ocorre em funcdo da deficiéncia de
aminoacidos provenientes da corrente sanguinea e energia para a sintese de proteina na glandula
mamaria. Ja 0 aumento no teor de gordura do leite, ocorre devido ao déficit de energia que leva
ao aumento da lipélise, aumento da absorcdo de &cidos graxos mobilizados a partir da gordura
corporal (Buttchereit et al., 2010).

A maioria dos dados disponiveis na literatura que avaliam a relagdo entre 0 BEN e a ocorréncia
de mastite foram obtidos em rebanhos de vacas da raca holandesa (Buttchereit et al., 2010; Toni
et al., 2011) e poucos trabalhos publicados abordam a relacdo entre o0 BEN e a mastite
subclinica (Rezamand et al., 2007; Nyman et al., 2008).

Outra explicagdo em relagdo a G/P como fator de risco é o efeito de concentra¢do da gordura do
leite em vacas com mastite devido a reducdo da producéo de leite, resultado dos danos causados
as células secretoras de leite.

3.1.2 FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AO SPA -1/2HZ
e ORDEM DE PARTO

O resultado desse estudo no sistema de producdo A ratifica os dados apresentados na literatura,
que constataram que o aumento da CCS esta relacionado ao aumento da idade da vaca e
consequentemente, a ordem de parto (Berry et al., 2007; Hagnestam-Nielsen et al., 2009; Souza
etal., 2010; Hand et al., 2012; Syridion et al., 2012).

Com o aumento da ordem de parto, as vacas se tornam mais propensas a mastite devido a maior
frequéncia de exposi¢do a infeccdo e aos danos causados & glandula mamaéria por infecces
anteriores (Coldebella et al., 2004; Olde Riekerink et al., 2007; Hagnestam-Nielsen et al., 2009).
Por exemplo, Syridion et al. (2012) relataram que vacas com quatro ou mais lactacdes
apresentam reducdo na producédo de leite e sdo mais susceptiveis & infec¢cdes intramamarias em
funcgdo das lesdes da glandula e do esfincter do teto ao longo da vida do animal.

Outro ponto favoravel a ocorréncia da mastite em animais mais velhos se deve, pelo menos em
parte, a menor eficiéncia do mecanismo de resposta imune comparado aos animais jovens.
Dessa forma, vacas multiparas tém maior susceptibilidade as infec¢des intramamarias crénicas
(Syridion et al., 2012). Corroborando com esta teoria, Mehrzad et al. (2002) observaram que
vacas multiparas sadias apresentam diminuigdo acentuada da atividade fagocitica e bactericida
por neutrofilos, em comparagdo com as primiparas.
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e TEMPERTAURA MAXIMA E UMIDADE RELATIVA

Inimeros trabalhos abordam os efeitos negativos da alta temperatura do ar associada a elevada
umidade relativa do ar sobre a producdo e composicdo do leite, 0 consumo de alimentos, a
reproducdo, a susceptibilidade as doengas infecciosas, incluindo a mastite, e 0s prejuizos
econdmicos significativos a atividade pecuaria (West et al., 2003; Bohmanova et al., 2007;
Gantner et al., 2011; Tao et al., 2011; Hammami et al., 2013; Lambertz et al., 2014),
corroborando com os achados do presente estudo em vacas mesticas %2 Holandés-Zebu.

Os dados da literatura relatam que as altas temperaturas facilitam a sobrevivéncia e
multiplicacdo de patdgenos causadores de mastite e de moscas transportadoras de
microrganismos, o que pode resultar na maior incidéncia de mastite, consequentemente no
aumento de novos casos de infecgdes intramamarias (Lopez-Benavides et al., 2005; Green et al.,
2006; Olde Riekerink et al., 2007; Tao et al., 2011; Archer et al., 2013).

Fatores ambientais e climatoldgicos afetam a incidéncia da mastite em rebanhos leiteiros, que
muitas vezes, apresenta padréo sazonal (Olde Riekerink et al., 2007). O resultado desse estudo
esta de acordo com diversos trabalhos que demonstraram que a ocorréncia de mastite clinica e
subclinica € maior no verdo e menor no inverno. Durante este periodo, hd aumento da
temperatura, excesso de umidade e acimulo de barro nas pastagens e imediacdes da sala de
ordenha, que favorecem a proliferacdo e sobrevivéncia dos patdgenos (Barkema et al., 1998;
Osteras et al., 2006; Green et al., 2006; Olde Riekerink et al., 2007; Lievaart et al., 2007; Archer
etal., 2013).

A condicdo de higiene do Ubere estd diretamente relacionada a quantidade e aos tipos de
bactérias presentes na superficie da glandula mamaria. A presenca de sujidades nos tetos e Ubere
é considerada a principal fonte de microrganismos ambientais para a glandula maméaria e para o
leite (Schreiner e Ruegg, 2003; De Pinho Manzi et al., 2012).

Congruente aos resultados do presente estudo, Zhang et al. (2016) observaram maior frequéncia
de isolamentos dos agentes causadores de mastite (81,04%) na primavera em comparagdo com o
periodo do inverno (52,34%), e maior probabilidade de infeccdo por patdgenos ambientais no
verdo. No presente estudo, a maior ocorréncia de mastite foi associada a presenca de patégenos
contagiosos.

No entanto, Malek et al. (2011) ao avaliarem rebanhos de vacas Gir nos estados de S&o Paulo e

Minas Gerais ndo encontraram diferenca nos valores de CCS entre o periodo do verdo (outubro
a marco, CCS média 123.000 / mL) e inverno (abril a setembro, CCS média 117.000 / mL).

3.2 FATORES DE PROTECAO

321 FATORES DE PROTECAO ASSOCIADOS AO SPA -1/2 HZ

e PRODUCAO DE LEITE
A variavel producdo de leite foi considerada fator de protecdo em relacdo a probabilidade de um

animal apresentar uma nova infeccdo intramamaria no sistema de producdo A. Dados da
literatura demonstram relacéo inversa entre a presenca da mastite subclinica e producéo de leite
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em decorréncia dos danos causados as células epiteliais secretoras e das alteracBes na
permeabilidade vascular no alvéolo secretor durante a infeccdo (De Vliegher et al., 2005; Green
etal., 2006).

A medida que reduz os casos de mastite subclinica, a producéo de leite aumenta, em razdo da
menor incidéncia de lesdes nos tecidos do ubere (Coldebella et al., 2004; Hand et al., 2012), fato
gue pode explicar, pelo menos em parte, porque a producdo de leite estd inversamente
relacionada ao aumento da CCS.

3.22 FATORES DE PROTECAO ASSOCIADOS AO SPB - ¥ HZ
e ORDEM DE PARTO

A variavel ordem de parto no sistema de producdo B foi considerada fator de protecdo em
relacdo a presenca de novas infec¢Bes intramamarias. Este resultado difere dos dados da
literatura, que demonstram que o aumento da CCS esta relacionado com o aumento da ordem de
parto (Berry et al., 2007; Hagnestam-Nielsen et al., 2009; Souza et al., 2010; Hand et al., 2012;
Syridion et al., 2012). Neste rebanho, as novas infeccdes ocorreram principalmente em vacas
primiparas, que diferentemente das vacas multiparas, se infectaram possivelmente devido a
problemas de manejo e alta taxa de patdgenos contagiosos e permaneceram infectadas.

3.3 PATOGENOS ISOLADOS NAS AMOSTRAS DE LEITE DO SPA E SPB

As tabelas 3 e 4 apresentam a analise descritiva das 610 e 513 amostras provenientes do SPA e
SPB, respectivamente, quanto a presenca de patégenos.

Tabela 3. Frequéncia de patdgenos isolados em amostras de leite de vacas do sistema de
producdo A com as respectivas médias e amplitudes de CCS (log células/ml)

Porcentagem CCS (log células/mL)

Pat6genos identificados (SPA) N° amostras % médiae amplitude
Corynebacterium sp. 110 18,03 4,84 (3,00 -6,27)
Staphylococcus aureus 71 11,64 5,39 (3,00 - 6,45)
Staphylococcus sp. coagulase negativo 59 9,67 5,01 (3,00 - 6,27)
Streptococcus uberis 10 1,64 5,78 (3,00 - 6,27)
Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp. 9 148 5,04 (3,00 - 6,38)
Staphylococcus sp. coagulase positivo 8 131 5,48 (4,67 - 5,15)
Streptococcus sp. 8 1,31 5,6 (4,74 - 6,20)
Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. coagulase negativo 5 0,82 5,27 (5,01 - 6,18)
Staphylococcus sp. coagulase negativo e Corynebacterium sp. 4 0,66 5,15 (4,64 - 5,29)
Staphylococcus sp. coagulase negativo e Staphylococcus sp. coagulase positivo 3 0,49 543 (5,31 - 5,49)
Staphylococcus aureus e Streptococcus sp. 2 0,33 5,97 (5,31 - 6,25)
Streptococcus agalactiae 2 0,33 5,44 (4,68 - 6,20)
Streptococcus sp. e Staphylococcus sp. coagulase negativo 2 0,33 5,17 (4,88 - 5,47)
Staphylococcus aureus e Streptococcus equinus 1 0,16 5,62
Pseudomonas sp. 1 0,16 3,00
Streptococcus equinus / Corynebacterium sp. 1 0,16 5,26
Streptococcus equinus / Enterococcus sp. 1 0,16 5,81
Streptococcus sp. / Staphylococcus sp. coagulase positivo 1 0,16 6,70
Streptococcus uberis / Staphylococcus sp. coagulase positivo 1 0,16 534
Nao houve crescimento 302 49,52
Amostras contaminadas 9 1,48
Total 610
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Tabela 4. Frequéncia de patdgenos isolados em amostras de leite de vacas do sistema de
producdo B com as respectivas médias e amplitudes de CCS (log células /ml)

. . . n° Porcentagem CCS (log células/mL)

Pat6genos identificados (SPB) amostras (%) média ¢ amplitude
Staphylococcus aureus 121 23,59 5,84 (6,28 - 6,84)
Staphylococcus  sp. coagulase negativo 94 18,32 5,57 (3,00 - 6,82)
Corynebacterium sp. 57 11,11 5,70 (4,61 - 6,44)
Corynebacterium sp. e Staphylococcus aureus 15 2,92 5,82 (5,49 - 6,66)
Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp.  coagulase negativo 15 2,92 5,85 (5,11 - 6,70)
Streptococcus uberis 14 2,73 6,05 (5,53 - 6,68)
Staphylococcus sp.  coagulase negativo e Streptococcus uberis 10 1,95 5,91 (5,22 - 6,31)
Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis 9 1,76 6,12 (5,20 -6,46)
Streptococcus  sp. 8 1,56 6,00 (5,73 - 6,40)
Staphylococcus sp . coagulase negativo e Staphylococcus sp.  coagulase positivo 7 1,37 5,79 (4,73 - 6,53)
Corynebacterium sp. e Staphylococcus sp.  coagulase positivo 5 0,98 5,45 (4,72 - 5,90)
Corynebacterium sp. e Staphylococcus sp. coagulase negativo 4 0,78 5,63 (5,25 - 6,11)
S. aureus e Streptococcus sp. 3 0,58 6,38 (6,24 -6,72)
Klebsiella sp. 2 0,40 5,74 (5,71 -5,76)
Staphylococcus sp. coagulase negativo e Streptococcus — sp. 2 0,40 6,06 (6,01 - 6,12)
Staphylococcus  sp. coagulase positivo 2 0,40 4,70 (4,69 - 4,71)
Corynebacterium sp. e Streptococcus sp. 1 0,19 6,03
Pseudomonas e Streptococcus uberis 1 0,19 6,29
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae 1 0,19 5,78
Staphylococcus aureus e Enterococcus  sp. 1 0,19 5,93
Staphylococcus aureus e Klebsiella sp. 1 0,19 6,87
Streptococcus agalactiae e Streptococcus uberis 1 0,19 6,05
Né&o houve crescimento 124 24,17
Amostras contaminadas 15 2,92
Total 513 100,0

Esses resultados demonstram que os patdégenos mais frequentes nas amostras tanto no SPA
guanto no SPB foram S. aureus, Staphylococcus sp. coagulase negativo e Corynebacterium sp.
(Tabelas 3 e 4).

A frequéncia desses patdgenos demonstra que a mastite subclinica nos dois rebanhos é de
origem contagiosa e que a contaminagdo ocorre possivelmente no momento da ordenha, de um
animal para o outro, pelas mdos dos ordenhadores, equipamentos de ordenha e por meio de
outros fomites de uso comum. Os patégenos se multiplicam sobre o revestimento externo do
teto, no canal do teto e no interior da glandula mamaria do animal infectado e séo transmitidos
de um animal para o outro (Botaro et al., 2015; Tomazi et al., 2015).

Os dados microbioldgicos desse estudo demonstram a necessidade de melhoria, principalmente,
das préticas do manejo de ordenha, abordando os procedimentos de pré-dipping, pos-dipping,
bem como a higiene do ordenhador, descarte das vacas cronicamente infectadas e manutencdo
periodica do equipamento de ordenha (Langoni 2013).

4. CONCLUSAO

No sistema de producdo A, as variaveis ordem de parto, relacdo G/P, temperatura maxima e
umidade relativa do més foram significativamente associadas & novas infecgdes intramamarias,
bem como a variavel relacdo G/P, no sistema de producéo B.

A identificacdo dos fatores climaticos e varidveis zootécnicas relacionados a ocorréncia de

novos casos de mastite subclinica em rebanhos Y2 e % Holandés-Zebu é importante para
identificar os animais e periodos de maior susceptibilidade.
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Os patdgenos com maior frequéncia isolados nas amostras avaliadas foram S. aureus,
Staphylococcus coagulase negativo e Corynebacterium sp. O predominio desses patégenos
como causadores da mastite subclinica indica deficiéncia nas praticas de manejo de ordenha e
que as propriedades devem atentar para o risco desses animais como portadores e fonte de
infeccéo para o rebanho.
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CAPITULO 2

DADOS CLIMATICOS E ZOOTECNICOS ASSOCIADOS A OQORRENUA E
A ETIOLOGIA DA MASTITE EM VACAS ¥» HOLANDES-ZEBU
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RESUMO

Este estudo identificou as variaveis zootécnicas e climaticas associadas a deteccdo de patdgenos
causadores de mastite e a alta celularidade no leite (CCS >200.000 células mL™) de vacas
mesticas %2 Holandés - Zebu. No periodo de abril de 2013 a julho de 2014 foram coletadas,
mensalmente, 1240 amostras de leite para realizacdo da analise de composi¢do centesimal
(gordura e proteina) e de contagem de células somaéticas (CCS), e bimestralmente, 610 amostras
compostas de leite dos quartos mamarios das vacas em lactacdo para isolamento e identificacdo
dos patdgenos causadores de mastite subclinica. Os dados climaticos, temperatura minima,
méaxima e média, precipitacdo pluviométrica e umidade relativa do ar foram registrados
mensalmente. A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando modelo multivariado de
regressao logistica. O modelo de regressdo logistica apresentou como explicativas as seguintes
variaveis (P < 0,05): ordem de parto, relagdo gordura e proteina (G/P), nitrogénio ureico,
producdo de leite, precipitacdo pluviométrica, temperatura maxima e umidade relativa do ar
obtidas em cada més de coleta associadas a alta contagem de células somaticas (> 200.000
células mL™). As variaveis ordem de parto, temperatura maxima, temperatura minima, umidade
relativa do ar e indice de temperatura e umidade (ITU) do més foram associadas a presenca de
patdgenos causadores de mastite. O resultado deste estudo demonstrou que as variaveis ordem
de parto, relacdo gordura e proteina, temperatura maxima e umidade relativa do ar do més da
coleta sdo fatores de risco em relacdo a alta CCS, e as variaveis nitrogénio ureico, producdo de
leite e precipitacdo do més da coleta sdo fatores de protecdo. Em relacdo a presenca de
patdgenos, o0 modelo demonstrou que a ordem de parto, temperatura maxima, umidade relativa
do ar e ITU do més da coleta sdo considerados fatores de risco e a temperatura minima, fator
protetor.

Palavras-chave: infec¢do intramaméria, vaca mestica, clima, indice temperatura-umidade,
patégeno, contagem de células somaticas
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ABSTRACT

This study identified the zootechnical and climatic variables associated with the presence of
pathogens causing mastitis and with high cellularity in the milk of crossbred %2 Holstein- Zebu.
In the period from April 2013 to July 2014, 1240 milk samples were collected monthly for milk
composition analysis (fat and protein) and somatic cell count (SCC), and bimonthly 610
samples composed dairy cows for isolation and identification of pathogens causing subclinical
mastitis. The climatic data, minimum, maximum and average temperature, rainfall and relative
humidity were recorded monthly. Statistical analysis of the data was performed using a logistic
regression model. The logistic regression model presented the following variables (P < 0.05):
parity, fat and protein (G/P) ratio, urea nitrogen, milk production, rainfall, maximum
temperature and relative humidity obtained monthly that was associated with high SCCs (>
200,000 mL™ cells). The variables parity, maximum temperature, minimum temperature,
relative humidity and temperature and humidity index (THI) were associated with the presence
of pathogens causing mastitis. The results of this study showed that the variables parity, fat and
protein ratio, maximum temperature and relative humidity are risk factors in relation to high
SCC, and the variables urea nitrogen, milk production and precipitation as protective factors.
Regarding the presence of pathogens, the model showed that the parity, maximum temperature,
relative humidity and THI of the month of collection are considered risk factors and the
minimum temperature, protective factor.

Keywords: Intramammary infection, crossbreed cows, climate, temperature-humidity index,
pathogen, somatic cell count
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1. INTRODUCAO

A producdo leiteira € afetada por diversos fatores relacionados ao manejo e as doengas, sendo a
mastite, a enfermidade mais prevalente e a principal causa de prejuizos nos rebanhos leiteiros
(Huijps et al., 2008). E uma doenca multifatorial, geralmente de natureza infecciosa, podendo
ser causada por diferentes microrganismos. Sua ocorréncia é determinada pelas interrelaces
entre hospedeiro, ambiente e agente infeccioso.

O Brasil é um pais localizado na regido tropical e o rebanho é composto predominantemente por
animais mesticos, hibridos de racas europeias (Bos taurus taurus) e zebuinas (Bos taurus
indicus), sujeitos a alta temperatura do ambiente (Ta), umidade relativa do ar (UR) e a radiagao
solar por extensos periodos (Fonseca et al., 2009).

A vaca 1/2 Holandés — Zebu (HZ) é o produto do cruzamento de animais da raca holandesa com
ragas zebuinas. Nesses cruzamentos, obtém-se animais com as caracteristicas de rusticidade e
adaptacédo aos tropicos oriundas da fragdo zebuina, e as boas caracteristicas de producéo leiteira
da fracdo holandesa, sendo que o maior diferencial desse genotipo é o0 100% de grau de heterose
(Chanvijit et al., 2005; Fraga et al., 2016).

Na literatura, h& varios trabalhos que demonstram a influéncia do clima sobre a CCS e o
isolamento de agentes etiol6gicos da mastite bovina de amostras de leite assepticamente
coletadas (Green et al, 2006; Hammani et al., 2013; Lambertz et al., 2014). Porém, a maioria
das publicagdes é feita avaliando ragas puras especializadas de bovinos leiteiros. Até o
momento, estudos que relatam o efeito dos dados climaticos sobre a CCS e sobre a presenca de
patdgenos em rebanho de vacas mestigas ¥ HZ sdo escassos ou inexistentes.

Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar varidveis zootécnicas e climaticas associadas
com a presenca dos patdgenos causadores de mastite e com a alta celularidade no leite de vacas
mesticas ¥2 HZ.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no periodo de abril de 2013 a julho de 2014 (16 meses) em um rebanho
constituido por vacas %2 HZ localizado no municipio de Prudente de Morais em Minas Gerais. O
sistema de producéo, objeto deste estudo, foi 0 mesmo avaliado no capitulo 1. No entanto, nesse
capitulo o periodo de tempo foi menor e englobou a variavel nitrogénio ureico no leite, que ndo
foi analisada nos meses anteriores.

Foram avaliadas vacas ¥2 HZ em diferentes estagios da lactacdo. As vacas eram ordenhadas
duas vezes ao dia, com a presenca do bezerro ao pé, em equipamento mecanico duplo seis/seis,
sem mecanismo de extracdo automatica de teteiras.

Por se tratar de um estudo longitudinal, ocorreu, ao longo do periodo, uma variagdo mensal no
nimero dos animais em lactagdo, sendo avaliadas no total 149 vacas. Durante o periodo de
estudo, coletaram-se 1.240 amostras compostas de leite das vacas em lactagdo para realizacdo
da andlise de qualidade composicional do leite (gordura e proteina) e de contagem de células
somaticas (CCS), e 610 amostras para realizacdo do isolamento e identificacdo dos patégenos
causadores da mastite subclinica.
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Os dados meteoroldgicos temperatura minima, maxima e média, precipitacdo pluviométrica e
umidade relativa do ar (Figura 1 e 2) foram obtidos mensalmente na Estagdo Meteoroldgica,
localizada no municipio de Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil, latitude 19°29'07°’, longitude
44°1027, altitude 732 m, pertencente ao Instituto Nacional de Meteorologia.

Valores de ITU mensais foram determinados utilizando a equacéo, ITU =1,8 x Ta - (1 - UR) X
(Ta - 14,3) 32 +, tal como descrito por Kibler (1964), em que Ta é a temperatura média do
ambiente em °C e UR ¢é a umidade relativa do ar média como uma fracdo da unidade.

A coleta de amostras para realizagdo da analise de qualidade composicional do leite (gordura e
proteina) e de CCS, foi realizada mensalmente, no dia da pesagem do leite, apés o0s
procedimentos diarios da ordenha. As amostras compostas de leite foram obtidas diretamente de
medidores de leite acoplados ao equipamento de ordenha e acondicionadas em frascos contendo
bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol). Imediatamente apds a coleta, as amostras foram
acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo reciclavel e transportadas para o laboratério
para realizagdo das analises laboratoriais.

As amostras de leite foram analisadas quanto aos teores de gordura, proteina, nitrogénio ureico e
contagem de células somaticas no equipamento eletrdnico CombiScope FTIR 400® (Delta
Instruments; Drachten, Holanda) que combina o principio de Transformada de Fourier no
infravermelho médio e citometria de fluxo, respectivamente. As analises para determinacdo da
composicao do leite foram realizadas segundo IDF (2000) e a contagem de células somaticas
segundo IDF (1995).

A producéo de leite foi avaliada, mensalmente, durante as ordenhas da manhé e da tarde, sendo
mensurada por meio de medidores de leite acoplados ao equipamento de ordenha,
possibilitando, assim, a avaliagdo da producdo diaria individual dos animais.

Para isolamento e identificacdo dos patégenos causadores da mastite subclinica foram coletadas
bimestralmente amostras compostas dos quartos mamarios das vacas em lactagdo. Antes da
coleta das amostras, foi realizado o descarte dos trés primeiros jatos, com posterior desinfeccéo
dos tetos com solugdo pré-dipping. No momento da coleta, foi realizada antissepsia do esfincter
do teto, utilizando-se algoddo umedecido em alcool a 70%. Os jatos foram retirados de cada teto
individualmente, formando amostras compostas de aproximadamente 50 mL, cada uma, que
foram acondicionadas em frascos estéreis, congeladas a -20°C e enviadas ao laboratério.

Os agentes causadores da mastite foram identificados semeando-se 0,01mL de cada amostra de
leite, com alca calibrada descartavel, em cada quadrante de uma placa de agar-sangue preparado
com 5% de sangue desfibrinado de carneiro. As placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48
horas, seguido de observacdo da morfologia das coldnias, testes de coloracdo de Gram e de
identificacdo dos patogenos (Oliver et al., 2004).

Os dados de dias em lactagéo das vacas (DEL) e ordem de parto foram registrados no software
zootécnico da propriedade (PRODAP Professional GP, Belo Horizonte, Brasil). Também foi
estabelecida a proporcao do percentual de gordura em relacdo ao de proteina com o objetivo de
avaliar o equilibrio energético dos animais (Buttchereit et al., 2010).

Para anélise estatistica, as vacas foram divididas em animais com alta e baixa celularidade do
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leite conforme valor de corte amplamente utilizado para CCS em vacas sadias de < 200.000
células mL™ (Dohoo e Leslie, 1991; Schukken et al., 2003).

A andlise estatistica dos dados foi realizada com software estatistico STATA versdo 12 (Stata
Corp. College Station, Texas, EUA), utilizando o modelo de regressao logistica. As variaveis
foram primeiramente analisadas individualmente, e em seguida, em combinacgéo para avaliar o
efeito das variaveis sobre todas as outras. Na primeira fase da analise, foram feitos dois modelos
logisticos, sendo um para cada uma das varidveis relacionadas com os resultados de CCS e
outro para relacionar as variaveis com a presenca ou auséncia de patdgenos. As variaveis
comP < 0,20 foram consideradas e utilizadas na proxima fase da analise. As variaveis
selecionadas na primeira etapa foram usadas para desenvolver dois modelos de logistica
multivariada em que as varidveis com P < 0,05 foram mantidas nos modelos finais.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de leite analisadas (n = 1.240), 422 amostras (34,03%) apresentaram CCS >
200.000 células mL™*, sendo, portanto, provenientes de vacas com mastite subclinica. A
presenca de um ou mais patogenos foi identificada em 49,51% das amostras submetidas a
analise microbioldgica.

Das 610 amostras analisadas quanto a presenca de patdgenos, ndo houve crescimento de
microrganismos em 308 amostras (50,49%). Os agentes causadores de mastite mais frequentes
foram o Corynebacterium sp., Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativo,
conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Frequéncia de patogenos isolados nas amostras analisadas com as respectivas médias
e amplitudes de log CCS (células/ml)

Patdgenos identificados (SPA) N° amostras Porcentagem - CCS (log células/mL.)

% média e amplitude
Corynebacterium sp. 110 18,03 4,84 (3,00 -6,27)
Staphylococcus aureus 71 11,64 5,39 (3,00 - 6,45)
Staphylococcus sp. coagulase negativo 59 9,67 5,01 (3,00 - 6,27)
Streptococcus uberis 10 164 5,78 (3,00 - 6,27)
Staphylococcus aureus e Corynebacterium sp. 9 148 5,04 (3,00 - 6,38)
Staphylococcus sp. coagulase positivo 8 131 5,48 (4,67 - 5,15)
Streptococcus sp. 8 131 5,6 (4,74 - 6,20)
Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. coagulase negativo 5 0,82 527 (5,01 - 6,18)
Staphylococcus sp. coagulase negativo e Corynebacterium sp. 4 0,66 5,15 (4,64 - 5,29)
Staphylococcus sp. coagulase negativo e Staphylococcus sp. coagulase positivo 3 0,49 543 (5,31 - 5,49)
Staphylococcus aureus e Streptococcus sp. 2 0,33 5,97 (5,31 - 6,25)
Streptococcus agalactiae 2 0,33 5,44 (4,68 - 6,20)
Streptococcus sp. e Staphylococcus sp. coagulase negativo 2 0,33 5,17 (4,88 - 547)
Staphylococcus aureus e Streptococcus equinus 1 0,16 5,62
Pseudomonas sp. 1 0,16 3,00
Streptococcus equinus / Corynebacterium sp. 1 0,16 5,26
Streptococcus equinus / Enterococcus sp. 1 0,16 581
Streptococcus sp. / Staphylococcus sp. coagulase positivo 1 0,16 6,70
Streptococcus uberis / Staphylococcus sp. coagulase positivo 1 0,16 534
Ndo houve crescimento 302 49,52
Amostras contaminadas 9 148
Total 610
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As figuras 1 e 2 demonstram a variacdo dos dados climaticos em relacdo a CCS durante os 16
meses avaliados no sistema de producdo de vacas ¥2 HZ.

500,00 5.40
450,00
5,20
400,00
350,00 5,00 -
300,00 480 :
250,00 =
o 4,60 T
200,00 0 &
Lo
150,00 440 2
100,00

4,20
50,00 I I
0,00 4,00
1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15 16

meses de coleta

B U midade relativa do ar (%) e=——pPrecipitagdo (mm) = CCS{log células/mL)

Figura 1 — Dados climaticos (umidade relativa do ar (%) e precipitacdo (mm)) e média mensal
log CCS (células/mL) referente ao periodo de julho de 2013 a julho de 2014.
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Figura 2 - Média log CCS (células/mL) das amostras de leite de vacas %> HZ e média das
variaveis climaticas (temperatura minima, média e maxima ('C) referentes a cada més de coleta.

Um modelo multivariado de regressdo logistica foi ajustado, tendo como explicativas as
variaveis (P < 0,05): ordem de parto, relagdo gordura e proteina (G/P), nitrogénio ureico,
producdo de leite, precipitagdo, temperatura maxima e umidade relativa obtida em cada més de
coleta associadas a alta contagem de células sométicas (> 200.000 células mL™) (Tabela 2).
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No segundo modelo, as varidveis ordem de parto, temperatura méaxima, temperatura minima,
umidade relativa e ITU do més (Tabela 3) foram associadas aos patdégenos causadores de
mastite.

Tabela 2. Modelo multivariado de regresséo logistica (P < 0,05) de varidveis associadas a alta
contagem de células somaticas (> 200.000 células mL™) em vacas ¥> HZ

o Odds 95% de intervalo de
Variaveis . P valor .

Ratio confianca
Ordem de parto 1,19 <0,001 1,13- 1,25
Razédo Gordura/Proteina 4,57 <0,001 2,87 - 7,27
Nitrogénio ureico 0,96 0,006 0,93 - 0,99
Producéo de leite 0,90 <0,001 0,86 - 0,93
Precipitacao 0,99 0,010 0,99 - 1,00
Temperatura maxima (més) 1,31 <0,001 1,18 - 1,46
Umidade relativa (més) 1676,38 <0,001 61,78 - 45485,07

Tabela 3. Modelo multivariado de regressao logistica (P < 0,05) das variaveis associadas a
patdgenos causadores de mastite em vacas %2 HZ.

Odds 95% de intervalo de
Variaveis Ratio P valor confianca
Ordem de parto 1,13 0,001 1,05 - 1,20
Temperatura maxima (més) 1,03 0,03 1,00 - 1,05
Temperatura minima (més) 0,49 <0,001 0,34 - 0,72
Umidade relativa (més) 563,72 0,002 10,82 - 29361,97
ITU (més) 1,65 <0,001 1,28 - 2,12

O resultado desse estudo corrobora com o de outros autores que demonstraram que a idade,
traduzida em namero de partos, € um fator que altera o contetdo celular do leite, aumentando a
CCS e a frequéncia de identificacdo de patdgenos causadores de mastite (Hagnestam-Nielsen et
al., 2009; Van Straten et al., 2009; Souza et al., 2010; Madouasse et al., 2012; Syridion et al.,
2012; Taponen et al., 2017).

Vacas multiparas sdo consideradas mais vulneraveis a ocorréncia da mastite do que primiparas,
pois sofrem danos permanentes a glandula maméria em decorréncia das infecgdes prévias, pela
tendéncia a cronicidade da doenca, e também devido as alteragcdes do teto com o aumento da
ordem de parto (Coldebella et al., 2004; Olde Riekerink et al., 2007; Hagnestam-Nielsen et al.,
2009; Taponen et al., 2017).

Outra explicacdo para o aumento da CCS e identificacdo de patdgenos em vacas multiparas
deve-se a efetividade da resposta imune desses animais em comparagdo com 0s animais jovens.
A ineficiéncia bactericida dos leucécitos polimorfonucleares durante a fase inicial de invasao
bacteriana aumenta a susceptibilidade das vacas pluriparas a mastite. Possivelmente os
neutréfilos podem ser mais funcionais em vacas primiparas do que em vacas multiparas
(Burvenich et al., 1994).
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A proporcdo de G/P € um parametro que pode indicar distirbios metabolicos como o balanco
energético negativo (BEN) (Moyes et al., 2009; Buttchereit et al., 2010). A variavel proporcéo
gordura e proteina (G/P) nesse estudo foi considerada fator de risco em relacdo a alta CCS
(Tabela 2) e presenca de patdgenos causadores de mastite (Tabela 3). Apo6s o parto, hd uma
assincronia entre a demanda e a disponibilidade de nutrientes e por isso, as vacas passam por
um periodo de balanco energético negativo (Burvenich et al., 2007). Esse fendmeno fisiol6gico
acomete principalmente vacas leiteiras de alta producdo (Van Straten et al., 2009), e também
pode afetar as vacas mesticas.

O resultado desse estudo corrobora com dados da literatura que demonstram que vacas no
periodo de transi¢do e em BEN apresentam aumento da CCS, maior ocorréncia e agravamento
dos casos de mastite (Janosi et al., 2003; Nyman et al., 2008; Moyes et al., 2009; Van Straten et
al., 2009).

Tém sido publicados relativamente poucos estudos sobre a relacdo entre o0 BEN e a salde do
Ubere. A maioria das publicacdes apresenta dados obtidos a partir de rebanhos com vacas de
ragas especializadas (Holandés) e aborda a relacdo entre BEN e ocorréncia da mastite clinica
(Kremer et al.,1993; Janosi et al., 2003; Berry et al., 2007; Toni et al., 2011). Além disto,
existem poucos estudos abrangendo a relacdo entre 0 BEN e a CCS (Rezamand et al., 2007;
Nyman et al., 2008).

O resultado deste estudo demonstra que vacas mesti¢as, mesmo ndo sendo especializadas para
producdo de leite, podem apresentar BEN e consequentemente, aumento na relagdo G/P.

Outra possivel explicacdo para a variavel G/P apresentar-se como fator de risco é o efeito de
concentracdo dos componentes do leite (gordura) em vacas com mastite devido a reducdo na
producdo do leite em decorréncia da doenca.

Nesse estudo, varidveis climaticas como temperatura maxima e umidade relativa (Tabela 2)
foram consideradas fatores de risco para alta CCS. Em relagdo a presenca de patégenos, indice
de temperatura e umidade (ITU), temperatura maxima e umidade relativa foram considerados
fatores de risco (Tabela 3).

As variagOes climéaticas causam grande impacto na producdo animal em todo o mundo. Nas
regides onde ocorre elevada temperatura, alta umidade do ar e radia¢do solar, as vacas leiteiras
estdo mais predispostas a sofrer estresse pelo calor. A associacao entre esses fatores climaticos
provoca alteragdes fisioldgicas e metabdlicas que acabam reduzindo a produgdo de leite,
comprometem a reproducdo, a fungdo imune e a lucratividade da atividade (Mader et al., 2010;
Boonkum et al, 2011).

O resultado desse estudo corrobora com os inimeros trabalhos que demonstram que altas
temperaturas associadas a elevada umidade favorecem o crescimento e a proliferacdo dos
agentes infecciosos causadores de mastite, 0 que pode culminar em maior desafio e ocorréncia
da mastite no rebanho, com consequente aumento da CCS (Kremer et al., 1993; Lopez-
Benavides et al., 2005; Green et al., 2006; Olde Riekerink et al., 2007; Tao et al., 2011; Archer
et al., 2013). Paape et al. (1973). No entanto, ao avaliarem vacas holandesas em condicdes de
estresse térmico, demonstrou-se que em condic¢des de altas temperaturas, ndo houve aumento da
CCS do leite.
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Por outro lado, nesse estudo a temperatura minima mensal foi considerada fator de protecéo,
pois 0 aumento da temperatura minima pode levar o aumento da insolacdo e reducdo da
umidade relativa do ar, o que pode contribuir para diminuir a multiplica¢do dos patégenos.

A incidéncia da mastite em rebanhos leiteiros pode ser influenciada por fatores ambientais e
climatolégicos, como o indice pluviométrico, que muitas vezes apresenta padrao sazonal (Olde
Riekerink et al., 2007). Na regido onde a propriedade avaliada est4 localizada, o periodo de
chuvas comega no final de setembro e inicio de outubro, atinge maior volume de chuva entre o
final de novembro e final de fevereiro e decai, entre marco e abril.

O resultado desse estudo, ao apresentar a precipitacdo pluviométrica como fator de protecdo,
difere da maioria dos trabalhos realizados em vacas especializadas que evidencia que no periodo
do verdo, em que h& maior indice de precipitacdo pluviométrica e altas temperaturas, ha
aumento da frequéncia dos casos de mastite subclinica, comparado ao periodo de inverno
(Green et al., 2006; Olde Riekerink et al., 2007; Archer et al., 2013). Uma explicagdo possivel
para este resultado é a ocorréncia da baixa precipitacdo associada a alta umidade do ar e
temperatura conforme demonstrado na figura 1. Essa situacdo de alta temperatura e alta
umidade relativa do ar, mas com baixa precipitacdo pode minimizar a proliferacdo dos
patdgenos causadores de mastite.

O indice de temperatura e umidade (ITU) é um indicador utilizado mundialmente que auxilia na
indicacdo de desconforto térmico a que os animais estdo submetidos (Bohmanova et al., 2007;
Vitali et al., 2009; Tao et al., 2011).

Valores desse indice que indicam conforto térmico variam entre diversos autores, mas ha
consenso em considerar que um ambiente de conforto adequado para as vacas de alta producao
ndo deve ser superior a 72, que corresponde a 22°C a 100% de umidade (Martello et al., 2004).

Na literatura, no entanto, ha poucas informagdes a respeito dos niveis criticos desse indice para
vacas mesticas. A maioria dos estudos foi realizado em paises de clima temperado e em
rebanhos especializados (Bouraoui et al., 2002; Bohmanova et al., 2007; Gantner et al., 2011),
mas poucos trabalhos foram feitos em regides tropicais avaliando o limiar do indicador ITU em
rebanhos mesticos envolvendo cruzamento com bovinos Bos taurus indicus (Azevedo et al.,
2005; Boonkum et al., 2011).

De acordo com Hammami et al. (2013), o aumento da CCS em vacas submetidas ao estresse
térmico, ITU em nivel critico, deve-se ao calor e umidade que elevam a carga de patdgenos nas
instalagBes e ambiente e/ou & depressdo do sistema imune das vacas, por estresse oxidativo.

As variaveis producdo de leite e nitrogénio ureico (NUL) foram consideradas nesse estudo
fatores de protecdo em relacdo & CCS (Tabela 1). Trabalhos cientificos demonstraram que a
medida que a CCS reduz, a producéo de leite aumenta, em razdo da menor incidéncia de lesbes
nos tecidos do Ubere (Pereira et al., 2001; Coldebella et al., 2004; Hand et al., 2012).

A associagdo entre a CCS e o teor de nitrogénio ureico no leite pode ser proveniente da relagdo
entre a nutricdo e a resposte imune das vacas em lactagdo (Meyer et al., 2006). O resultado
desse estudo indicou 0 NUL como fator de protecdo em relagdo a CCS.

O teor de nitrogénio ureico no leite tem sido utilizado como ferramenta para avaliar a eficiéncia
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da utilizacdo das dietas das vacas leiteiras (Jonker et al., 1999; Godden et al., 2001; Jonker et
al., 2002), por apresentar alta correlagdo com a concentragdo de nitrogénio uréico no plasma
(NUP) ou no sangue (NUS) (Roseler et al.,1993; Lucci et al., 2006).

Poucos trabalhos cientificos foram realizados abordando a relacdo entre a CCS e nitrogénio
ureico no leite (NUL). Concordando com o resultado desse estudo, Arunvipas et al. (2002)
observaram que, a cada aumento de uma unidade no escore linear de CCS, a concentracdo de
NUL diminui em 0,4 mg /dL. Meyer et al. (2006) demonstraram que as concentracfes de NUL
diminuem em 0,29 mg/dL ao aumento de uma unidade de CCS. Park et al. (2007)
demonstraram gque a medida que aumenta a CCS, diminui o teor do NUL.

Diferentemente do resultado encontrado nesse estudo, Eicher et al. (1999) ndo observaram
influéncia da CCS sobre as concentragGes NUL.

4. CONCLUSAO

As variaveis ordem de parto, relacdo gordura e proteina, temperatura maxima e umidade relativa
do més da coleta foram significativamente associadas a alta CCS e, portanto, relacionadas a
mastite subclinica em vacas %2 HZ. Em relagdo a presenca de patégenos, as variaveis ordem de
parto, temperatura maxima, umidade relativa e ITU do més da coleta foram consideradas fatores
de risco.

Para subsidiar a elaboracdo de programas de prevencdo e controle da mastite, é importante
conhecer os fatores de risco e de protecdo associados a esta doenca, para determinar 0s
momentos em que medidas de controle e prevencdo da mastite bovina devem ser
cuidadosamente monitoradas, especialmente ao considerar a alta prevaléncia de patdgenos
contagiosos na etiologia da mastite bovina no rebanho.
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CAPITULO 3

GENOTIPOS DE Staphylococcus aureus ISOLADOS DE VACAS COM
INFECCOES INTRAMAMARIAS CLINICAS E SUBCLINICAS
TRANSIENTES E PERSISTENTES EM DOIS REBANHOS MESTICOS
BRASILEIROS
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi identificar e diferenciar genétipos de Staphylococcus aureus de casos
de mastite clinica e subclinica persistente e transiente em dois rebanhos constituidos por vacas
mesticas. No periodo de julho de 2013 a julho de 2014, amostras compostas de leite dos quartos
mamarios foram coletadas de vacas %2 Holandés-Zebu e % Holandés-Zebu, mensalmente, para
analise de contagem de células somaticas (CCS), e bimestralmente, para isolamento e
identificacdo dos patgenos causadores de mastite subclinica e clinica. A confirmacdo da
identificacdo dos isolados de S. aureus das amostras de leite foi feita por meio da técnica de
Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight (MALDI-TOF). Para
diferenciagdo de 124 amostras de S. aureus oriundas de vacas que apresentaram mastite
subclinica em mais de trés episddios durante o periodo estudado, de vacas que apresentaram
mastite subclinica persistente e transiente, e de animais com mastite clinica utilizou-se a técnica
de Pulsed Field Gel Eletrophoresis (PFGE). A tipagem molecular por PFGE evidenciou
heterogeneidade entre os isolados, e indice discriminatério D = 0,807, sendo identificados 20
perfis genéticos distintos (Pulsotipos A a T) com uma grande diversidade clonal observada pelo
nimero de subtipos em cada pulsotipo, em um total de 42 subtipos. Foram predominantes
apenas cinco pulsotipos: A (36,29%), G (19,35%), | (10,48%), K (10,48%) e B (8,06%) e trés
subtipos: Al (17,74%), G2 (15,32%) e A9 (8,06%). O resultado do estudo demonstrou
predominio de cepas de S. aureus causadoras da maioria dos casos de mastite bovina, o que
reforca a necessidade de obter informacGes epidemioldgicas dos rebanhos com intuito de
auxiliar os técnicos na implementacdo de medidas preventivas e terapéuticas para o controle de
infeccBes intramamarias causadas pelos diferentes pulsotipos de S. aureus em rebanhos
mestiGos.

Palavras-chave: mastite, Staphylococcus aureus, pulsotipo, vaca mestica
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ABSTRACT

The objective of this study was to identify and differentiate the Staphylococcus aureus
genotypes from cases of persistent and transient subclinical and clinical mastitis in two herds of
crossbreed cows. In the period from July 2013 to July 2014 % Holstein-Zebu cows and %
Holstein-Zebu milk samples were collected monthly for somatic cell count (SCC) analysis, and
bimonthly composite samples for isolation and identification of pathogens causing subclinical
and clinical mastitis. Confirmation of the samples as S. aureus was done using the Matrix
Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight technique (MALDI-TOF). A total of
124 S. aureus samples were evaluated using Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) for
differentiation of S. aureus strains from cows that presented subclinical mastitis in more than
three episodes during the period of cows and that presented subclinical mastitis persistent and
transient and clinic mastitis by S. aureus. The molecular typing by PFGE showed heterogeneity
among the isolates, and a discriminant index D = 0.807. Twenty different genetic profiles
(Pulsotipos A to T) were identified with a great clonal diversity observed by the number of
subtypes in each pulsetype, total of 42 subtypes. Predominantly only five pulsetype A (36.29%),
G (19.35%), | (10.48%), K (10.48%) and B (8.06%) and three Al (17, 74%), G2 (15.32%) and
A9 (8.06%). The results of the study showed that S. aureus strains predominate as the cause of
most cases of bovine mastitis, which reinforces the need to obtain epidemiological information
from the herds in order to assist the technicians in the implementation of preventive and
therapeutic measures for the control of intramammary infections caused by the different S.
aureus pulsotypes in the crossbreed herds.

Keywords: intramammary infection, Staphylococcus aureus, pulsotype, mastitis, crossbreed
COws
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1. INTRODUCAO

A mastite é a doenca infecciosa mais importante e onipresente do gado leiteiro em todo o
mundo. Destaca-se entre as enfermidades de grande importancia mundial nos rebanhos leiteiros
pelas perdas econdmicas para o produtor de leite e para a indUstria de laticinios, pela reducgdo da
guantidade e pela alteracdo da qualidade do leite produzido, ou até pela perda total da
capacidade secretora da glandula mamaria (Ruegg, 2003; Hogeveen et al., 2011; Jagielski et al.,
2014).

A literatura descreve 137 espécies de microrganismos causadores da mastite e Staphylococcus
aureus destaca-se como principal agente causador da doenga nos rebanhos, frequentemente
associado a infecc¢Oes intramamarias persistentes (11M) (Zafalon et al., 2008; Klein et al., 2012).

Inimeros métodos sdo utilizados com o propdsito de investigar a epidemiologia molecular de
patdgenos bacterianos, como S. aureus. A técnica de eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) ¢ considerada “padrdo ouro” para diferenciagdo de isolados, devido ao alto poder
discriminatdrio e reprodutibilidade, perfil de restrigdo e de interpretagéo relativamente simples e
representacdo de todo o genoma bacteriano (Anderson e Lyman, 2006; Dingwell et al., 2006).
Possibilita apontar similaridades e distingfes entre os isolados, identificar se os isolados s&o
geneticamente relacionados e contribui para a caracterizacdo molecular de S. aureus e para 0
maior conhecimento a respeito da patogenia e da epidemiologia da mastite causada por esse
agente (Tenover et al., 1994; Lange et al., 1999; Ciftci et al., 2009).

Diversos trabalhos tém avaliado a mastite em rebanhos leiteiros de alta produgdo, como bovinos
da raca Holandesa (Anderson e Lyman, 2006; Piepers et al., 2007; Dufour et al., 2012; Veh et
al., 2014). No Brasil, os rebanhos leiteiros sdo caracterizados principalmente por utilizacdo de
animais mesticos, hibridos de Bos taurus taurus x Bos taurus indicus (Fonseca et al., 2009) com
“grau de sangue” entre Y2 ¢ ¥4 europeu. Apesar da importancia do gado mestico nos diversos
sistemas de producgdo, estudos comparando os gendétipos dos isolados de S. aureus nestes
rebanhos com intuito de conhecer a complexidade etiologica das mastites causadas por este
patdégeno em rebanhos mesti¢os ndao tém sido realizados.

O objetivo do trabalho foi identificar e diferenciar gen6tipos de S. aureus dos casos de mastite
clinica e subclinica persistente e transiente em dois rebanhos constituidos por vacas mesticas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Descricéo dos rebanhos

O estudo foi realizado em dois rebanhos localizados no municipio de Prudente de Morais em
Minas Gerais, a 19°27'15”’ latitude sul, 44°09'11”" longitude oeste ¢ 732 m de altitude, no
periodo de julho de 2013 a julho de 2014 (13 meses).

Os dois sistemas de producdo de leite sdo semi-intensivos, independentes e com caracteristicas
tecnologicas distintas, conforme descrito nos capitulos 1 e 2.

Por se tratar de um estudo longitudinal, ocorreu, ao longo do periodo, uma variagdo mensal no
nimero dos animais em lactacdo, sendo avaliadas amostras de leite de 149 e 96 vacas nos
sistemas de producéo A e B, respectivamente.
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2.2 Coleta de amostras

Durante o periodo de estudo, coletaram-se mensalmente, no dia da pesagem do leite, amostras
compostas de leite das vacas em lactacdo dos dois rebanhos, para realizagdo da analise da
contagem de células somaticas (CCS), totalizando 989 e 835 amostras no SPA e SPB,
respectivamente.

O monitoramento da ocorréncia de mastite subclinica foi realizado de forma individual,
considerando portador, aqueles animais com CCS >200.000 células mL™ (Dohoo e Leslie,
1991; Schukken et al., 2003).

A coleta de amostras para realizacdo da analise da CCS foi realizada ap6s os procedimentos
diarios da ordenha do periodo da manhd e da tarde. As amostras compostas de leite foram
obtidas diretamente de medidores de leite acoplados ao equipamento de ordenha e
acondicionadas em frascos contendo bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol).

2.3 Determinacdo da CCS do leite

As amostras de leite foram analisadas quanto a contagem de células somaticas no equipamento
eletronico CombiScope FTIR 400® (Delta Instruments; Drachten, Holanda) pelo método de
citometria de fluxo segundo IDF (1995).

2.4 Analise microbioldgica

Para isolamento e identificagdo dos patdgenos da mastite foram coletadas bimestralmente
amostras compostas dos quatro quartos mamarios das vacas em lactagdo e amostras de leite dos
guartos mamarios das vacas que apresentaram mastite clinica durante o periodo avaliado. Antes
da coleta das amostras, foi realizado o descarte dos trés primeiros jatos, com posterior
desinfecc¢do dos tetos com solugdo pré-dipping. No momento da coleta, foi realizada antissepsia
do esfincter do teto com algoddo umedecido em alcool a 70%. Os jatos foram retirados de cada
teto formando amostras compostas de aproximadamente 50 mL cada uma, as quais foram
acondicionadas em frascos estéreis, congeladas a -20°C e enviadas ao laboratorio.

Os agentes causadores da mastite foram identificados semeando-se 0,01mL de cada amostra de
leite, com alca calibrada descartavel, em cada quadrante de uma placa de agar-sangue preparado
com 5% de sangue desfibrinado de carneiro. As placas foram incubadas a 37°C por 24 a 48
horas, seguido de observacdo da morfologia das colonias, testes de coloracdo de Gram e de
identificacdo (Oliver et al., 2004).

As amostras identificadas como S. aureus foram congeladas a -20°C, e posteriormente
reativadas em caldo BHI a 37° C por 20-24 horas e armazenadas congeladas em caldo BHI e
glicerina para posterior utilizagéo.

No total, foram coletadas 528 amostras no SPA e 451 no SPB para isolamento e identificacdo
microbioldgica. Patégenos foram identificados em 256 amostras do SPA e em 341 do SPB.
Dessas amostras, 217 foram identificadas como S. aureus (72 amostras no rebanho A e 145 no
rebanho B).
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Para avaliacdo dos genotipos de S. aureus, utilizando a técnica de PFGE, foram selecionadas
124 amostras.

2.5 Analise MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time
of Flight)

A confirmacéo do diagndstico microbiol6gico destas 124 amostras foi feita por meio da técnica
de MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight) de acordo
com Dec et al. (2016). As medicdes foram realizadas no equipamento UltrafarXMtreme
MALDI TOF (Bruker, Bremen, Alemanha).

2.6 Andlise Pulsed Field Gel Eletrophoresis (PFGE)

Para identificar e avaliar 0s gen6tipos dos S. aureus de vacas com mastite subclinica persistente,
foram analisadas 109 amostras provenientes de 29 vacas. As vacas que apresentaram CCS >
200.000 células/mL em mais de trés coletas durante o periodo do estudo foram agrupadas da
seguinte forma: Grupo 1 - vacas com mastite subclinica com CCS > 500.000 células/mL (47
amostras de 13 vacas); Grupo 2 - vacas com mastite subclinica com CCS < 500.000 células/mL
(16 amostras de 4 vacas) e Grupo 3 - vacas que apresentaram mastite subclinica com CCS
ciclica (variacdo de CCS de baixa a alta) durante o periodo de coleta (46 amostras de 12 vacas).
O ponto de corte de 500.000 células/mL foi definido segundo a distribuicdo da CCS de cada
rebanho (Mollenhorts et al., 2010).

Consideraram-se casos de mastite subclinica persistente quando a IIM foi causada pelo mesmo
pulsotipo durante o periodo estudado. Infecgdo recorrente foi considerada quando identificou-se
a presenca de pulsotipo diferente do episodio original (Abureema et al., 2014).

Para avaliacdo das vacas com mastite subclinica transiente, foram avaliadas trés amostras
provenientes de trés vacas, sendo uma amostra de cada animal. Os casos de mastite subclinica
transiente referem-se as vacas que apresentaram pelo menos trés a seis episédios de 1M durante
0 periodo, porém apenas um episédio foi causado pelo S. aureus. Nos demais episodios
anteriores e posteriores a identificacdo do S. aureus, ndo houve crescimento de patdgenos ou a
I1M foi causada por outro patégeno.

Também foram selecionadas para analise, trés amostras provenientes de duas vacas que
apresentaram casos isolados de mastite clinica por S. aureus e de mastite subclinica causada por
outros patdgenos; e nove amostras de sete vacas que apresentaram mastite subclinica persistente
e mastite clinica causada por S. aureus durante o periodo de coleta.

A técnica de PFGE foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido por McDougal et al.
(2003). Os padrdes de banda foram comparados visualmente e interpretados utilizando critérios
definidos por Van Belkum et al. (2007). Isolados com perfis de restricdo idénticos foram
considerados como mesmo pulsotipo, e a estas, foi atribuida uma letra maitscula. Padrdes com
até quatro bandas de diferenca foram atribuidos a subtipos do mesmo pulsotipo, numerados com
um sufixo numérico, e isolados com cinco ou mais bandas diferentes como pulsotipos distintos
(Van Belkum et al., 2007).

A comparagdo do padrdo de bandas foi realizada utilizando o programa Bionumerics
(BioNumerics; Applied Maths, Inc., Austin, TX) para avaliar a reprodutibilidade dos padrdes
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entre 0s géis e para criar o dendrograma.

O poder discriminatorio da tipagem foi determinado conforme o indice de discriminacdo D
descrito por Hunter e Gaston (1988).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os rebanhos avaliados apresentaram uma frequéncia consideravel de mastite subclinica causada
por S. aureus, sendo 13,53% no rebanho A e 32,15% no rebanho B.

A figura 1 demonstra a porcentagem de amostras identificadas como S. aureus e a média mensal
da CCS (log células/mL) de cada sistema de producdo durante o periodo avaliado. O leite dos
animais do sistema de producdo B (SPB) apresentou estatisticamente maior média de CCS (log
células/mL) e porcentagem de amostras de S. aureus em comparacdo com o sistema de
producdo A (SPA). Essa variacdo na CCS entre os dois rebanhos pode ser explicada pelo grau
de sangue das vacas de cada sistema e também pelo manejo de ordenha, pois no SPA, as vacas
Y% HZ séo ordenhadas com bezerro ao pé diferentemente do SPB, em que as vacas ¥ HZ nao
sdo.
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Figura 1 — Distribuicdo de Staphylococcus aureus isolado em amostras de leite de vacas dos
sistemas de producéo A (SPA) e B (SPB) e contagem de células somaticas (log células/mL).

No presente estudo, a tipagem molecular por PFGE evidenciou heterogeneidade entre os
isolados, e indice discriminatério D = 0,807, o que demonstra que a escolha da técnica foi
adequada para realizacdo do estudo.

De acordo com os critérios descritos por Van Belkum et al. (2007), foram identificados 20
perfis genéticos distintos (pulsotipos A a T) com uma grande diversidade clonal observada pelo
numero de subtipos em cada pulsotipo, total de 42 subtipos, sendo predominantes apenas cinco
pulsotipos: A (36,29%), G (19,35%), | (10,48%), K (10,48%) e B (8,06%) e trés subtipos Al
(17,74%), G2 (15,32%) e A9 (8,06%) (Figura 2).
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O dendrograma permitiu verificar a similaridade e a variabilidade genética entre os isolados de
S. aureus. Nesse estudo, 89 isolados foram agrupados com 100 % de similaridade (Figura 2).
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Figura 2 — Dendrograma: diversidade genotipica entre os isolados de S. aureus. Padrdes
gerados pelo PFGE ap06s digestdo com enzima de restricdo Smal.

Ao avaliar as amostras de S. aureus provenientes de vacas do SPA que apresentaram mastite
subclinica, ao longo do periodo estudado, foram identificadas apenas seis pulsotipos dos
isolados (pulsotipo G, H, K, L, M, N), sendo predominante o pulsotipo G (56,41% das
amostras), subtipo G2 (48,72%). J4 no SPB foram identificados a presenca de 13 pulsotipos (A,
B,C,D,E,F,G,1,J,0,P,R,T) com predominio nas amostras do pulsotipo A (54,88%), subtipo Al
(26,83%).

Em relagdo as amostras coletadas de vacas com mastite clinica e que também apresentaram
mastite subclinica durante o estudo (SPA, quatro amostras de trés vacas e SPB, oito amostras de
seis vacas) observaram-se trés pulsotipos (G, Q e S) e dois subtipos (G1, G2) no SPA e no SPB,
quatro pulsotipos (A, D, I, R) e cinco subtipos (A1, D1, 11, 12, 16).

Os resultados desse estudo corroboram com os diferentes estudos de tipificagdo molecular de S.
aureus, com raras excegoes (Joo et al., 2001), que sugerem que relativamente poucas cepas de S.
aureus sao responsaveis pelo desenvolvimento da maioria dos casos de mastite bovina dentro de
um mesmo rebanho (Matthews et al., 1994; Kapur et al., 1995; Fitzgerald et al., 1997; Larsen et
al., 2000; Zadoks et al., 2000; Buzzola et al., 2001; Middleton et al., 2002; Sommerhauser et al.,
2003; Haveri et al., 2008; Mork et al.; 2005; Ciftci et al., 2009; Dendani et al., 2010; Castelani
etal., 2013).

A predominancia de poucas cepas nos rebanhos demonstra que algumas linhagens possuem uma
combinacdo de genes que confere a bactéria caracteristicas patogénicas que permitem colonizar,
infectar a glandula mamaria, sobreviver e disseminar pelo ambiente e animais. Estas cepas
predominantes também podem coexistir com varias outras cepas de S. aureus (Buzolla et al.,
2001; Cabral et al., 2004; Smith et al., 2005).

Outra explicagdo para o predominio de alguns pulsotipos no rebanho pode estar relacionada
com a capacidade do S. aureus de resistir aos mecanismos de defesa do sistema imune do
animal. Em um estudo realizado por Su et al. (1999), os genétipos predominantes foram
considerados mais resistentes as atividades bactericidas dos neutrofilos do que os genétipos
raros.

Em relacdo a identificacdo de subtipos das cepas é possivel que fossem clones originalmente
idénticos e que sofreram modifica¢fes ao longo da permanéncia na glandula mamaria.

A identificacdo de uma linhagem diferente das que existiam naquela regido ou rebanho refere-
se, possivelmente, a uma cepa que apresenta maior patogenicidade e facilidade de transmissdo
dentro do rebanho (Smith et al., 1998). Isto demonstra a importancia de determinar e
acompanhar ao longo do tempo, as amostras de S. aureus.

Das 29 vacas avaliadas em relacdo a persisténcia da 1IM, dez animais (34 amostras) foram
considerados persistentemente infectados e 19 vacas, reinfectadas (75 amostras). Nas amostras
provenientes das vacas que apresentaram mastite subclinica persistente foram identificados os
pulsotipos A, G, | e K (Tabela 1).
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Tabela 1 — Isolados de S. aureus provenientes de vacas com mastite subclinica
persistente/reinfeccdo classificados de acordo com a CCS e a relacdo de pulsotipos (tipo e
subtipo) identificados pela técnica de PFGE

Sistemade  Pulsotipo Pulsotipo

Animal producio (tipo) (subtipo) Perfil da mastite CCs
52 A G G2 Mastite subclinica persistente Alta*
673 A G G2 Mastite subclinica persistente Baixa**
695 A G G2 Mastite subclinica persistente Baixa**
726 A G G2 Mastite subclinica persistente Ciclica***
783 A G G2 Mastite subclinica persistente Ciclica***
676 A K K3/ K4/ K5/ K6 Mastite subclinica persistente Ciclica***
709 A K K1/ K7/ K8 Mastite subclinica persistente Ciclica***
11 B A Al/ A7/ A8 Mastite subclinica persistente Alta*
837 B | 11/12/15/15 Mastite subclinica persistente Alta*
865 B A Al Mastite subclinica persistente Alta*
251 A G/K G2/ G2/ K2/ K3 Mastite subclinica - Reinfeccéo Baixa**
690 A L/M/N L/M/N Mastite subclinica - Reinfecgéo Ciclica***
997 A K/G K5/K5/K7/G2 Mastite subclinica - Reinfeccéo Ciclica***
12 B AlB A4/ A9/B5 Mastite subclinica - Reinfeccéo Alta*
71 B A/D A1/A3/A8/A8/D: Mastite subclinica - Reinfeccéo Alta*
331 B All ATII6/17 Mastite subclinica - Reinfeccéo Alta*
471 B A/BIG A9/A9/B6/GLl Mastite subclinica - Reinfeccéo Ciclica***
487 B All AU AL/ALl) Mastite subclinica - Reinfeccéo Alta*
492 B A/B A9/ A9/ A9/B6 Mastite subclinica - Reinfecgéo Ciclica***
535 B AlB A9/ A9 A9/ B4/ Bt Mastite subclinica - Reinfeccéo Ciclica***
608 B AlFIP Al/Al/F1/P Mastite subclinica - Reinfeccéo Alta*
649 B A/D/T Al/A1/A7/D2/1 Mastite subclinica - Reinfeccéo Alta*
668 B A/1/0 A1/A1/A5/17/0 Mastite subclinica - Reinfecgéo Ciclica***
828 B AlC A2/A9/C Mastite subclinica - Reinfeccéo Ciclica***
833 B A/B A8/B1/B3/B6 Mastite subclinica - Reinfecgéo Alta*
861 B All \L/AL/ALIALIL Mastite subclinica - Reinfeccéo Baixa**
941 B All Al/13/14 Mastite subclinica - Reinfeccéo Alta*
994 B B/E/G B2/B7/E/ G4 Mastite subclinica - Reinfecgéo Alta*
1132 B A A6/A7/01 Mastite subclinica - Reinfeccéo Ciclica***

* CCS alta > 500.000 células/mL
** CCS < 500.000 celulas/mL
*** CCS ciclica - variagdo de CCS de baixa a alta

Conforme mostrado na tabela 1, a maioria dos episodios de mastite subclinica no SPA ocorreu
devido a persisténcia de uma mesma cepa (69,44%) e alguns foram considerados reinfec¢oes,
diferentemente do SPB, em que 12,33% das amostras foram de vacas consideradas
persistentemente infectadas.

O elevado percentual de amostras de vacas com mastite subclinica consideradas reinfec¢éo pode
estar relacionado com praticas inadequadas do manejo no SPB, que aumentam o desafio das
vacas tornando-as propensas a infec¢do intramamaria por uma nova cepa.

Os pulsotipos G (subtipos G2, G6) e K (subtipos K1, K3, K4, K5, K6, K7, K8) foram
identificados em vacas consideradas persistentemente infectadas avaliadas no SPA (7 vacas — 25
amostras), com predominio do subtipo G2 em 64% das amostras. No SPB foram identificados
0s pulsotipos A e I (subtipos Al, A7, A8, I1, 12, I5) em nove amostras coletadas de trés vacas
com mastite subclinica persistente. Esse resultado demonstra que os pulsotipos responsaveis

55



pela persisténcia da IIM encontrados nos isolados do rebanho A ndo foram identificados no
rebanho B.

Nas trés amostras provenientes de trés vacas com mastite subclinica transiente foram
identificados nos isolados de S. aureus, os pulsotipos, tipos (A, F, H) e subtipos (Al, F2)
(Tabela 2).

Tabela 2 — Relagdo de amostras e pulsotipos (tipos e subtipos) de isolados das vacas que
apresentaram mastite subclinica transiente, mastite clinica por S. aureus e mastite subclinica
causada por outros patdgenos, e mastite subclinica e clinica por S. aureus

Animal S;(t)zrgége Pu(lt?;t)l)po F()suLlli)tOit[I)op;) Perfil da mastite

700 A H Mastite subclinica transiente

462 B A Al Mastite subclinica transiente

759 B F F2 Mastite subclinica transiente

282 A Q Mastite clinica por S. aureus e mastite subclinica por outros patégenos
282 A S Mastite clinica por S. aureus e mastite subclinica por outros patégenos
827 B | 16 Mastite clinica por S. aureus e mastite subclinica por outros patégenos
251 A G G5 Mastite subclinica e clinica por S. aureus

783 A G G3 Mastite subclinica e clinica por S. aureus

994 B A Al Mastite subclinica e clinica por S. aureus

865 B A Al Mastite subclinica e clinica por S. aureus

941 B A Al Mastite subclinica e clinica por S. aureus

994 B D D1 Mastite subclinica e clinica por S. aureus

837 B | 11 Mastite subclinica e clinica por S. aureus

837 B | 12 Mastite subclinica e clinica por S. aureus

331 B R Mastite subclinica e clinica por S. aureus

Nas amostras (n=3) de duas vacas que apresentaram mastite clinica por S. aureus e casos de
mastite subclinica causada por outros patdgenos foram identificados os pulsotipos (Q, S, I) e um
subtipo (16) (Tabela 2).

Os pulsotipos H e F2, Q e S (Tabela 2) referem-se a cepas que foram encontradas apenas nos
casos de mastite subclinica transiente e nas vacas que apresentaram mastite clinica por S. aureus
e mastite subclinica por outros patdgenos, respectivamente. Isto demonstra que esses pulsotipos
ndo permaneceram nos rebanhos ao longo do periodo estudado.

Nas amostras coletadas das sete vacas que apresentaram mastite subclinica e mastite clinica
causada por S. aureus durante o periodo de coleta (n = 9 amostras), foram identificados os
pulsotipos A, D, I, G (subtipo G3 e G5), e R com predominio do pulsotipo A (Al) (33,33%)
(Tabela 2).

Os pulsotipos Al, 11 e 12 também foram identificados nos isolados dos animais que tiveram
mastite subclinica persistente no SPB (Tabela 1), o que demonstra que esses trés pulsotipos
permaneceram no rebanho e foram capazes de causar mastite clinica. Esse resultado concorda
com Haveri et al. (2005) que avaliaram a relacdo da patogenicidade com as cepas de S. aureus e
identificaram pulsotipos que causaram sintomas clinicos que foram rapidamente eliminados, e
outros pulsotipos que causaram mastite branda e cronica.
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A presenca das infec¢fes intramamarias persistentes pode ser explicada pelo potencial de
transmissdo de uma vaca para a outra durante a ordenha e pela adaptacdo do patdgeno ao
hospedeiro. Alguns fatores, como alteracdes e lesGes nos tetos, caracteristicas anatdmicas do
teto e do canal do teto e mecanismos de defesa ineficiente da vaca podem explicar a recorréncia
das IIM causadas por diferentes cepas de S. aureus (Breen et al., 2009; Abureema et al., 2014).

Estas infeccOes persistentes séo relevantes porque podem desempenhar um papel importante
como reservatorios da infec¢do, mantendo a infeccdo por S. aureus dentro do rebanho (Phuektes
et al., 2001; Bergonier et al., 2014). Dessa forma, a identificacdo das cepas é fundamental para
classificar corretamente estes reservatorios dentro de um rebanho (Sommerhéuser et al., 2003).
Uma medida que pode ser implantada para eliminar as cepas predominantes é o descarte ou
separacao destas vacas persistentemente infectadas.

Outra investigacdo relevante em relacdo as cepas encontradas no rebanho € a identificagdo de
caracteristicas especificas que favorecem a persisténcia da mastite e a gravidade da doenca
nesses animais, como fatores de patogenicidade dessas cepas. A distribuicdo dos fatores de
patogenicidade pode ser diferente entre as diferentes cepas de S. aureus (Smith et al., 1998).

Até o momento ndo foram encontrados estudos cientificos em que rebanhos mesticos Holandés
X Zebu tenham sido avaliados em relacdo aos genotipos de S. aureus de IIM. Poucos estudos
avaliaram a persisténcia de cepas de S. aureus dentro de um rebanho por um periodo prolongado
e de forma sistematica, sendo que esses estudos foram realizados em gado especializado
(Asrestrup et al., 1995; Larsen et al., 2000).

4. CONCLUSOES

O estudo demonstrou predominio de cepas de S. aureus como causadoras da maioria dos casos
de mastite bovina nos rebanhos avaliados e responsaveis pela persisténcia das I11M.

Diferencas entre os pulsotipos e subtipos dos isolados de S. aureus foram identificadas segundo
o perfil da infec¢do intramamaria nos dois rebanhos.

A determinacdo epidemiolégica de S. aureus é importante para uma melhor compreensdo da
disseminacdo dos gendtipos de S. aureus dentro dos rebanhos, auxiliando os técnicos na
elaboracdo de estratégias de prevencdo e controle mais eficientes, tornando assim a atividade
leiteira mais rentavel.
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CONSIDERACOES FINAIS
A partir dos resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

v" No rebanho constituido por vacas % HZ as varidveis ordem de parto, a relacdo G/P,
temperatura maxima e umidade relativa do més da coleta foram significativamente
associadas a presenca de novas infec¢Bes intramamarias e a variavel producdo de leite
demonstrou ser fator de protecéo.

v" No rebanho constituido por vacas ¥ HZ, a variavel relacdo G/P foi considerada fator de
risco & presenca de novas infec¢Oes intramamarias e a variavel ordem de parto, fator de
protecéo.

v" Em ambos os rebanhos, os patégenos isolados com maior frequéncia foram S. aureus,
estafilococos coagulase-negativos e Corynebacterium sp.

v' O modelo estatistico em relacdo a presenca de patdgenos, no rebanho % HZ,
demonstrou que as variaveis ordem de parto, temperatura maxima, umidade relativa e
ITU sdo consideradas fatores de risco, bem como as variaveis ordem de parto, relacdo
gordura e proteina, temperatura maxima e umidade relativa do més da coleta fatores de
risco em relacgdo a alta celularidade no leite.

v' O estudo dos gendtipos dos isolados de S. aureus evidenciou predominio de cepas
causadoras da mastite, e demonstrou que ha diferengas entre os pulsotipos e subtipos de
acordo com o perfil da infecgdo intramamaria.

Embora os rebanhos dos sistemas de producdo A e B estejam alocados na mesma propriedade,
submetidos as mesmas condicBes climaticas, os diferentes manejos e grau de sangue dos
animais determinaram diferentes fatores de risco e dindmica de infeccdo intramamaria, com
predominio de pulsotipos e subtipos diferentes de S. aureus.

Os dois rebanhos apresentaram-se, ainda, infectados predominantemente por patdégenos
contagiosos de mastite, o que demonstra que ambos os sistemas apresentam falhas no manejo de
ordenha. As vacas do SPB durante todo o periodo do estudo apresentaram alto percentual de
amostras identificadas como S. aureus e CCS mais elevada do que os animais do SPA. No
entanto, no SPA, poucas vacas foram responsaveis pelo aumento significativo da CCS no leite
do tanque refrigerador.

A identificagdo dos gendtipos de S. aureus revelou alto percentual de vacas com mastite
subclinica persistente no SPA, diferentemente do SPB que apresentou maior percentual de vacas
com mastite subclinica considerada como reinfeccdo. Esse resultado evidencia uma
preocupacdo maior em relacdo ao controle da mastite no SPA devido a presenca de animais
portadores de isolados de S. aureus relacionados as infec¢des intramamarias persistentes que
permanecem no rebanho e que sdo dificeis de serem eliminadas. Demonstra ainda que h& uma
visdo equivocada sobre a resisténcia de animais Y2 H/Z, uma vez que embora tenham
apresentado menor CCS, apresentaram maior percentual de vacas com S. aureus persistente, que
tende a cronicidade e manutencéo da infec¢do no rebanho.
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A determinacédo epidemiol6gica de S. aureus assim como a identificacdo dos fatores de risco e
de protecdo em relacdo a ocorréncia da mastite sdo informacdes fundamentais para compreensao
da doenca e para elaboracdo de estratégias de prevencdo e controle que sejam realmente efetivas
para rebanhos submetidos a diferentes sistemas de producéo.
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