Guilherme Nunes de Souza

v &Y

: FATORES DE RISCO PARA MASTITE BOVINA

Tese apresentada a Universidade Federal de Minas Gerais,
Escola de Veterinaria, como requisito parcial para obtencao
de grau de Doutor em Ciéncia Animal

Area de Concentragao: Medicina Veterinaria Preventiva e
Epidemiologia

Orientador: Prof. Elvio Carlos Moreira

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria - UFMG
2005




§729fa Souza, Guilherme Nunes de, 1972-
Fatores de risco para mastite bovina / Guilherme Nunes de
Souza. 2005.
88 p. :il.

Orientador: Elvio Carlos Moreira

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Escola de Veterinaria

Inclui bibliografia

1. Vaca - Doencas - Teses. 2. Mastite — Controle - Teses.
3. Mastite — Prevencao — Teses. 4. Leite — Analise — Teses.
I. Moreira, Elvio Carlos. ll. Universidade Federal de Minas Gerais.
Escola de Veterinaria. lll. Titulo.

CDD - 636.208 692




ar

Tese defendida e aprovada em 14 de janeiro de 2005,
por:

pela Comissdo Examinadora constituida

Prof. Dr. Elvio Carlos Moreira
(Orientador)

U Dr. José Renaldi Feitosa Brito
(Co-orientador)

Maio dparesla VPAUT

Dra. Maria Af;arecida Vasconcelos Paiva Brito

I

Prof. Dr. José Aihr) dd Sjlv

oS 2

©

Prof. Dr. Ivirj?arbosa Machado Sampaio




ar

Aos meus pais, Adeel e Myrian,

por tudo que sou, e principalmente por
sempre me darem apoio, carinho e amor.
Sem vocés, eu ndo seria nada. A minha vitoria

somente foi possivel pois meu maior exemplo de vida sao vocés.




AGRADECIMENTOS
A DEUS, por tudo.
Ao povo brasileiro, pela for¢a de gerar riquezas e conhecimentos.
Aos meus irmaos, Marcelo e Fernanda, por toda ajuda e compreensao ao longo dos anos.

Ao meu filho, Matheus, pela privacdo dos momentos necessarios para conclusdo do curso,
certo de que juntos no futuro colheremos os frutos desta vitéria.

A minha namorada, Filvia, presente em todos momentos, com seu carinho, companheirismo,
compreensdo e acima de tudo muito amor foi possivel seguir e chegar ao fim desta
caminhada.

A Escola de Veterinaria da UFMG, pela oportunidade de realizagao do curso de pos-graduacgao
e formagao profissional.

A Embrapa Gado de Leite, pela oportunidade de aprendizado, formacéo e realizacao
profissional.

Ao CNPq, pela bolsa de estudo concedida.

Ao Banco Mundial, EMBRAPA e CNPq, pelo recurso financeiro disponibilizado para a
condugao do projeto.

Ao Professor Elvio Carlos Moreira do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da
Escola de Veterinaria da UFMG, exemplo de Mestre e grande incentivador, responsavel direto
pela minha formagao profissional.

Ao Pesquisador da Embrapa Gado de Leite, José Renaldi Feitosa Brito, pela paciéncia,
confianga e orientagdo durante estes anos.

A Pesquisadora da Embrapa Gado de Leite, Maria Aparecida Vasconcelos Paiva e Brito, pela
dedicagao a pesquisa e atencao dispensada.

Ao Professor Walter Lilenbaum do Instituto Biomédico da Universidade Federal Fluminense,
meu primeiro mestre na carreira cientifica, gragas ao seus ensinamentos e oportunidade
oferecida pude chegar onde estou.

Ao Professor Ronaldo Rocha Bastos do Departamento de Estatistica da Universidade Federal
de Juiz de Fora, obrigado pela paciéncia e orientagdo na monografia do curso de
Especializacao em Métodos Estatisticos Computacionais, o que me permitiu a aplicar métodos
multivariados e quantitativos neste trabalho.

Ao Eder Sebastido dos Reis da Embrapa Gado de Leite, exemplo de dedicagcao a empresa e
amor ao trabalho, por tornar viavel a coleta das amostras no campo. —

Ao Armando da Costa Carvalho, do Campo Experimental de Coronel Pacheco, obrigado pela
atencao e boa vontade em passar seu conhecimento e experiéncia sobre equipamentos de
ordenha, seu ensinamento foi muito importante na conducao deste trabalho.




Ao Marcos Aurélio Souto Silva, do Laboratorio de Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de
Leite, pelo auxilio na execugao dos exames microbiologicos.

Ao Luiz Ricardo da Costa do Laboratorio de Qualidade do Leite Prof. José de Alencar,
Embrapa Gado de Leite, pela analise das amostras de leite.

Ao Marcos Vinicius Barbosa Silva, pelo auxilio nas analises estatisticas.

As funcionarias da Biblioteca da Embrapa Gado de Leite, Inés Maria Rodrigues e Margarida
Maria Ambrosio, pelo auxilio.

Aos estagiarios que passaram pelos Laboratérios de Microbiologia do Leite e de Qualidade do
Leite, Embrapa Gado de Leite, pela colaboragao na execucao de varias atividades
relacionadas ao trabalho.

Aos funcionarios do Colegiado de Pos Graduacao e do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria da UFMG, Nilda, Luciene, Mirli, Eliana, Jorge, Renata e
Luciana pela boa vontade em atender e ajudar.

Aos amigos e colegas da pods-graduacgao, pela agradavel convivéncia e companheirismo, pelo
carinho, estimulo e apoio incondicional.

Enfim, certo de que s nao teria a minima chance, a todos que, de alguma forma, colaboraram
para a realizagdo deste trabalho desde sua concepgao até a sua conclusao,

do fundo do coragao,
muito obrigado.

“A ciencia generosamente nos introduz na vida de nosso pais”.

lvan Paviov




SUMARIO

Pag.
RESUMO .ottt e et et es e e e et e es e e e e e s rneaenneessseeens 13
ABSTRACT .ottt 13
1. INTRODUGAQ GERAL ..o 14
2. LITERATURA CONSULTADR ...ccounmsmimsmssmimsssmmimsissstsavamims s i s 15
2.1. Epidemiologia e classificagao dos agentes da mastite .........cccoeviiiiicnninnenn 15
2.2, IMpOraNcia @CONOMICA irwwimmvmimmmwe imimssinasaisssbiitassvssaisiveiaisssimssoroisssrsies 16
2.3. Contagem de células SOMALICAS .....c.ccceevceriininiiiiiriie s ssesiseesiae s e e sas e saeeessans 16
2.4. Palogenos: BHMAENGS s s s i is easss ns imsusisss s A s o v oe ey 18
2.4.1. S DY O COBEUS GUIBUIS . .co s eonisassssnnan i s oo s ST T e TR v S et s 18
2.4.2. StreptoCoCCUS GQAIACHAE ......oveeeeeeieeeeeeeeieeee e, 19
2.4.3. Streptotoccus spp. que NA0 S. AGAIACHIAE .......c.ccveuvieeeiieiieeeiiieeeer e, 20
2.4.3.1 Streptococcus dySGalActiBE ........c.cvuveeeieeieiieie e 20
2.4.3.2 SHUrEDIOCOCCUS UDEIIS ..., 20
2.5. Patodgenos SECUNTATIOS . .cciiiiiiiiiiiie et e st e e e sra e e e e e aa e 21
2.5.1. Staphylococcus spp. coagulase negativo e Corynebacterium spp. ................. 21
2.6. Praograma de controle e prevengao de mastite ....cuasinssinniisssises 21
27. Estudo sobre tatores e fIS60 wrummommmemesmsmmims s immss s s s s 23
3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........ccconniieuemisieesisesissssesesssnsssse 23
CAPITULO 1
Fatores de risco associados a alta contagem de células somaticas no
leite do tanque em rebanhos bovinos leiteiros da Zona da Mata de
Minas Gerais, Brasil.
RESUIMO. ... cuomimisiimmsmsmssmmm imsvenssuis e o s s s v is 30
ABSTRACT .covionvsimsmsmivissmssivin ssavssvusssevs s it svii s s s sdvievisiamessvssivss 30
INTRODUCRAO yimsmissssmesnsmsmmmisimosmnsise i 31
MATERIAL EMETODIOS ccouommovvsimsssmonsssiss s s s o i 31
RESULTADOS E DISCUSSAOD ... 32
EONCLUSOES ..........conmsmmsansmememssmmmssemasti s i e i 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........c.coomiiiiiiiiniiiecinesiecsinsnisisnsesien, 40
CAPITULO 2
Fontes de variagao da contagem de células somaticas em vacas

BESUINVIO: oo oot sopsess s e s s by e e s st 42
ABSTRACT oo s s o s s s S S v svspanionns 42
INTRODUGEO .......coonsonnsonss mesmnessissinsssds i e o v s st 43




MATERIAL E METODOS .....ooovvveiieeriesesieeeiesssissssis s sesssssssssassesssssnsnes 43

RESULTADOS E DISCUSSADQ ....cooourvireiericiieesetcsesess et 46

CONCLUSAD ...t n st n et ettt aa e, 51

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooviviiiiieeieeeeeeeeeeeeeeseeeve e 51

CAPITULO 3
Fatores de risco para mastite subclinica em rebanhos bovinos
localizados nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais

RESUMO .ot et sttt sttt eera e e e e e s e e e nneeesnnneas 53

ABSTRACT ...t ettt e e et a e et e et e aans 53

INTRODUGAD ...ttt s s 54

MATERIAL E METODOS ..ottt en e 54

RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..o se e 62

CONCLUBDES .....ovniinsissmsmmimmons s i v massasin 70

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........cc.cooooo i, 72

ANEXOS cocvimmmssimssrsms s i aiiis i aiiinsi i sisis iisssansesspavsnssssssssnnes 75

LISTA DE TABELAS
CAPITULO 1

Tabela 1. Rebanhos selecionados, rejeitados e utilizados no modelo final de

regressao logistica de acordo com as situagoes estudadas ............cccceeu...n. 33
Tabela 2. Frequéncias das variaveis qualitativas e quantitativas relacionadas as

caracteristicas dos rebanhos bovinos leiteiros da Zona da Mata de Minas

T T L 1 T 34
Tabela 3.  Fregléncias das variaveis qualitativas e quantitativas relacionadas aos

procedimentos de manejo e cuidados higiénicos durante a ordenha dos

rebanhos bovinos leiteiros da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil ............. 35
Tabela 4.  Fregliéncias das variaveis qualitativas relacionadas aos procedimentos de

higienizacao e idade do equipamento de ordenha dos rebanhos bovinos

leiteiros da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil .......cccocooeoeiiiieeiiiiiii, 36
Tabela 5.  Freqliéncias e médias da CCSLT de acordo com as variaveis utilizadas no

modelo final de regress@o logistica para analise de rebanhos bovinos

leiteiros da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil ........ccccooeeeiiiiieeieiieen, a7
Tabela 6. Freqliéncias e médias da CCSLT de acordo com as varidveis utilizadas no

modelo final de regressao logistica para rebanhos bovinos leiteiros com

equipamento de ordenha da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil ............... 38
Tabela 7.  Fregliéncia e médias da CCSLT de acordo com as variaveis utilizadas no

modelo final de regressao logistica para rebanhos bovinos leiteiros sem

equipamento de ordenha da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil ............... 39
Tabela 8. Freqgléncias e médias da CCSLT de acordo com as variaveis utilizadas no

modelo final de regressao logistica para rebanhos bovinos leiteiros

classificados de acordo com analise de conglomerados da Zona da Mata

€ MINAS GEIAIS ..iievrieeeeeeiireiier e e e e e e e s e e e e s e eae e e e s e e sseeessneeesennteessnneeee, 39
Tabela 9.  Nivel de significancia (p) dos modelos finais de regressao logistica, valores

de Odds Ratio (OR) e nivel de significAncia (p) para variaveis utilizadas

nos modelos de acordo com as situacoes estudadas ..........cooovvvveeviciiiieeeeeenn, 40

10




CAPITULO 2

Tabela 1. Variagdo da CCS (x1.000/ml) de acordo com a presenga de infecgao
intramamaria, presenca de infecgao mista, tipo de infeccao mista e tipo de
Agente HOIOGICO .....iieieciiee e 47
Tabela 2.  Analise de variancia da CCS de animais classificados como nao infectados
com base no exame bacteriolOQiCO .......covuviiieeiiiiieeiiiie et 48
Tabela 3.  Analise de variancia da CCS de animais classificados como infectados
com base no exame bacteriolOQiCO ......oovvveeieiiiiiieeeiiiee et 49
Tabela 4.  Analise de variancia da CCS de animais classificados como infectados de
acordo com o agente com base no exame bacterioldgico .......ccooeivviiiennn. 49
Tabela 5. Médias do EL da CCS de acordo com a ordem de parto e presenca de
N OG0 Lttt ettt sttt ekt et e e e nbb e e 50
CAPITULO 3
Tabela 1.  Distribuicdo de freqliéncia entre os grupos de acordo com a presenca de
infeccao intramamaria e agentes envolvidos na infeccao .........ccceeeeiiiiiiieeeen, 63
Tabela2. Modelo final de regressdo logistica com presenga ou auséncia de
Staphylococcus aureus como variavel dependente .........cocccvviiiiiieciiiiiineeen, 64
Tabela 3. Modelo final de regressdo logistica com presenca ou auséncia de
Streptococcus agalactiae como variavel dependente .......cccccvviiiiiieiiiiiiieenn, 65
Tabela 4. Modelo final de regressdo logistica com presenga ou auséncia de
Staphylococcus sp. coagulase negativo como variavel dependente ............... 65
Tabela5. Modelo final de regressdo logistica com presenca ou auséncia de
Corynebacterium sp. como variavel dependente .........cccviciiiiiiiiiciieniiiieenns 66
Tabela 6. Modelo final de regressdo logistica com presenga ou auséncia de
Streptococcus sp. que ndo S. agalactiae como variavel dependente .............. 66
LISTA DE QUADROS
CAPITULO 2
Quadro 1. Relagao entre escore linear e contagem de células somatica usada para
andlise de varigncia (ANOVA) ...oussiusamusmissinssssssismsimssssssiusisasssssses 45
CAPITULO 3
Quadro 1. Variaveis dependentes e respostas usadas nos modelos: finais de
regressao logistica de acordo com o0s patéogenos da mastite .........cccooeveeen 60
Quadro 2. Variaveis independentes, significados e respostas usadas nos modelos
finais de regressao logistica para avaliar fatores de risco associados aos
patoganos da MASHEE. s v s s s o S eSS RS i3 SedTs 61
LISTA DE FIGURAS
CAPITULO 3
Figura 1 Distribuicao espacial dos rebanhos amostrados de. acordo como 0s
' municipios dos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, 2000/2003........... 56
Figura 2. Representagdo grafica da analise de correspondéncia para avaliar
associagdes entre o tipo de agente isolado e a CCS do rebanho ................... 71
Figura 3. Representagdo grafica da analise de correspondéncia para avaliar
associacoes entre o tipo de agente isolado e ordem de parto ............ceevveennn. 71

11




LISTA DE ANEXOS

Anexo 1: 'QUEStIONANG Ve bt arsiauasss s G R 75
Anexo 2. CHICETIONATIO. 2 ... crssnsmssnssessssensammmsseensss S AT sR s ST sans S F R RRE T f 2SR S 77
PN QL= (o N TR @ U= (1o o= Ui o < TR UU OO 83
r




RESUMO

Avaliaram-se fontes de variagdo para a contagem de células somaticas (CCS) em vacas e
possiveis fatores de risco para mastite. Foram utilizadas informagoes sobre o manejo de 175
rebanhos e seus respectivos historicos de CCS e de 3.987 amostiras de leite de 2.657 vacas
oriundas de 24 rebanhos localizados nos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais durante o
periodo de junho de 2000 a julho de 2003. As amostras de leite dos animais foram usadas
para CCS e identificacdao de agentes da mastite. A CCS foi realizada por meio de citometria de
fluxo em equipamento automatizado e o isolamento e identificagdo das bactérias em placas de
agar sangue e testes bioguimicos. No primeiro experimento avaliaram-se fatores associados a
elevacdo da CCS de rebanhos e a de adocao de procedimentos relacionados ao controle e
prevencao da mastite. Foram identificados fatores de risco relacionados ao manejo do rebanho
e observada grande variacao na adogcao de procedimentos relacionados ao controle e
prevencao da mastite. No segundo experimento foram avaliadas fontes de variacao da CCS de
vacas. Foi observado que o efeito de animal dentro de rebanho foi maior que o efeito de
rebanho na variacao da CCS. A presenca de infec¢do intramamaria foi determinante no
aumento da CCS e foi observado efeito especifico dos agentes da mastite sobre a CCS. O
terceiro experimento teve como objetivo identificar fatores de risco para mastite subclinica de
acordo com a bactéria isolada. A maioria dos fatores de risco identificada no estudo foi
relacionada ao manejo do rebanho.

Palavras-chave: mastite bovina, contagem de células somaticas, fatores de risco
ABSTRACT

Variation sources for somatic cell count (SCC) in dairy cows and possible risk factors to mastitis
were evaluated. Information about 175 dairy herds with their respective SCC and 3.987 milk
samples from 2.657 dairy cows in 24 dairy herds located at Rio de Janeiro and Minas Gerais
States during from June of 2000 to July of 2003. were used. The animal milk samples were
used to SCC and identification of mastitis pathogens. The SCC was analyzed in eletronic
equipment and the identification of bacteria on blood agar plate and biochemistry test. In the
first experiment was evaluated factors associated with herds SCC and the adoption of
procedures associated with the control and prevention of mastitis. Risk factors associated with
herd management and wide variation of adopted procedures were observed. In the second
experiment, variation sources of SCC were evaluated. The effect of animal within herd was
higher than the effect of herd on SCC variation. Intramammay infection was predominant in
SCC increase. Specific effect of mastitis agents on SCC was observed. The third experiment
had the objective to identify risk factors to subclinical mastitis according to isolated bacterias.
Almost of the risk factors identified was associated with herd management

Key words: bovine mastitis, somatic cell count, risk factors
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1. INTRODUCAO GERAL

A producao de leite no Brasil aumentou
significativamente nos Ultimos anos. Neste
periodo, houve aumento de
aproximadamente 33%, passando de
14.484 milhdes em 1990 para 21.644
milndes de litros produzidos em 2002
(Brasil, 2004).

O crescimento da producao leiteira pode ser
conseguido em curto prazo na maioria dos
paises que sejam capazes de implementar
uma politica de incentivo econdmico aos

produtores. Existem conhecimento e
disponibilidade de insumos para
alimentacao, nutricao, equipamentos

modernos de ordenha, quimioterapicos e
vacinas eficazes no controle e erradicagao
de doencas que interferem na produtividade
e produgao da vaca leiteira. A parte dificil
gue todos os paises passaram ou passam &
conseguir em curto prazo melhorar a
qualidade do leite. A participagao de
multiplos fatores determinantes que vao do
nivel de escolaridade do produtor, das ragas
ou linhagens selecionadas para leite, das
relacoes trabalhistas no campo, prevaléncia
de agentes infecciosos e das formas de
organizacao da producao, da ordenha até a
usina de processamento interferem na
qualidade do leite. Entre todos estes fatores
0s pesquisadores e produtores consideram
as mastites como sendo uma das principais
causas de reducao da qualidade e adogao
de medidas para sua prevenc¢ao e controle
podem ser eficazes em curto prazo.

No Brasil ha diversos sistemas de producao
de leite que atende a pluralidade de regides,
racas bovinas, evolugdo histérica vinculada
a formacao e ao desenvolvimento agrario e
urbano. O processo rapido de urbanizagao a
partir da década de 70 inverteu a propor¢ao
de habitantes nas cidades. O Censo
Demografico de 2000, realizado pelo IBGE
registrou em torno de 80% dos 185.000.000
de brasileiros vivendo nas cidades. Este
mercado estimulou a produgac nacional,
que rapidamente ultrapassou a producao de
20 bilhdes de litros de leite/ano. No
momento, a prioridade € melhorar a
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qualidade do leite. Entre as alternativas
consideradas viaveis, o Brasil optou em
implantar um programa para avaliar a
qualidade do leite nacional. Assim foi criada
uma estrutura laboratorial nacional capaz de
processar grande numero de amostras nas
principais regidoes produtoras. Dentre as
andlises realizadas pelos laboratérios,
ressalta-se a contagem de células
somaticas (CCS), usada como indicador da
saude da glandula mamaria do rebanho. O
Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento  estabeleceu limite de
1.000.000 células/ml para CCS de rebanhos
(Brasil, 2002) que passara a vigorar a partir
de julho de 2005 nas Regidoes Sudeste,
Centro-Oeste e Sul. Esta meta tem
condicoes de ser alcangada em curto prazo
nas dareas onde estao localizados os
produtores organizados de forma
empresarial. Nestas propriedades, a
assisténcia técnica especializada faz parte
dos insumos imprescindiveis da producio.
As outras fazendas, ainda em estagios
inferiores de organizagao, terao de se
ajustar para nao serem excluidas do
mercado. Recentemente, Brito et al. (2003),
analisaram 35.607 amostras de leite de
rebanhos localizados nos Estados do Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo, de
2000 a 2002, e 3.228 (9%) apresentaram
valores da CCS acima do limite estabelecido
pelo Ministerio da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento.

Para atender os |limites de CCS
estabelecidos, ha a necessidade de se
adotar um programa de controle e
prevencao de mastite nos rebanhos
leiteiros. Este programa visa principalmente
a reducao do numero de novos casos de
mastite, diminuicao da duragao e eliminacao
das infeccoes intramamarias existentes no
rebanho (Dodd e Jackson, 1971). O “plano
do cinco pontos” foi introduzido na década
de 60 no Reino Unido e foi observada
significativa redugao nos indices de mastite
e CCS nos rebanhos destes paises
(Bradley, 2002). O plano enfoca a rapida
identificacao e tratamento dos casos
clinicos, terapia da vaca seca em todos os
animais, desinfeccao dos tetos apods a




ordenha, descarte de animais cronicamente
infectados e rotina de manutencao do
equipamento de ordenha. Neste contexto, a
adocao adequaga de procedimentos
relacionados ao programa de controle e
prevencao de mastite assume um papel
importante na pecuaria leiteira nacional, por
se fratar de uma doenca endémica nos
rebanhos leiteiros e responsaveis por
grandes perdas economicas para o produtor
e industria. O impacto da implementacéo de
estratégias de confrole da mastite, em
particular o “plano dos cinco pontos”, tem
sido muito bem sucedido em controlar
agentes contagiosos, principalmente S.
aureus e S. agalactiae. Com a redugdo dos
casos de mastite causados pelos
microrganismos contagiosos, os ambientais
comecaram a ter maior importancia, como
demonstrado na revisao feita por Leigh
(1999). Em estudos comparativos entre
rebanhos com baixas e altas CCS, naqueles
que tiveram os agentes contagiosos
controlados, 80% das mastites foram devido
aos patégenos ambientais (Bradley, 2002).

Por meio de estudos epidemioldgicos
explicativos  observacionais € possivel
identificar e quantificar fatores
determinantes para ocorréncia de mastite. A
investigacdo de associacdes entre mastite e
possiveis fatores de risco pode ser uma
ferramenta para direcionar e priorizar
estratégias para reducdo dos niveis da
enfermidade no rebanho e
consequentemente da CCS. Os fatores de
risco para mastite podem estar associados
ao animal, agente infeccioso, meio ambiente
e especialmente manejo.

Pelo exposto, verifica-se a necessidade da
implantagao de um programa de controle e
prevencao de mastite para que os rebanhos
tenham indices de mastite aceitaveis e
consequentemente possam atender no
futuro os limites estabelecidos na legislagdo
brasileira. Estudos que visam a identificagao
de fatores de risco para mastite sao
amplamente encontrados em paises com
pecuaria leiteira  desenvolvida. Os
pesquisadores brasileiros tém contribuido
com trabalhos que conseguiram identificar
as multiplas causas de mastites. A lacuna a
ser preenchida esta na auséncia de

pesquisas que procuram quantificar o peso
de cada condicdo, isolada ou em conjunto,
responsavel pela doenca. Este trabalho tem
0s seguintes objetivos:

* |dentificar os procedimentos adotados
no controle e prevengao de mastite.

* |dentificar fatores de risco para altas
contagens de celulas somaticas no
rebanho.

« Determinar os fatores que influenciam a
CCS de vacas.

e Identificar fatores de risco para mastite
subclinica em  rebanhos bovinos
ordenhados mecanicamente.

2. LITERATURA CONSULTADA

2.1. Epidemiologia e classificacao dos
agentes da mastite

Dois padroes distintos sao reconhecidos na
epidemiologia da mastite (Bramley e Dodd,
1984; Schukken e Kremer, 1996; Bradley,
2002). O primeiro padrao & contagioso e a
transmissao dos microrganismos de vaca
para vaca € essencial para a propagagao da
doencga. Este padrao envolve a transmissao
da doenca de um animal infectado para um
susceptivel e o0s principais patégenos
envolvidos s@o Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Mycoplasma  bovis e
Corynebacterium bovis (Bramley e Dodd,
1984, Elvinger e Natzke, 1992).

O segundo padrao é de carater ambiental
sendo que microrganismos oportunistas e
fatores relacionados ao ambiente e ao
individuo colocam o animal em risco
(Schukken e Kremer, 1996). Neste caso, ha
forte interacdo entre microrganismos,
hospedeiro e meio ambiente. Este triangulo
epidemiologico deve ser lembrado na
solucao de problemas no rebanho causados
por patdégenos ambientais da mastite. Os
principais patogenos responsaveis por esse
padrdo  sa@o Streptococcus uberis,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus spp.
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coagulase negativo, fungos e leveduras
(Bramley e Dodd, 1984; Elvinger e Natzke,
1992; Leigh, 1999).

As bactérias responsaveis pela mastite
podem ser classificadas como patogenos
primarios e secundarios (Harmon, 1994). Os
patogenos principais mais comuns incluem
o S. aureus, S. agalactiae, coliformes,
estreptococos e enterococos de origem
ambiental. Mastites causadas por estes
patogenos resultam em grandes variagoes
na composicao do leite e na CCS (Harmon,
1994). Wilson et al. (1997a) verificaram que
a CCS para animais com isolamento de S.
aureus e S. agalactiae foi 440.000 e
640.000 células/ml, respectivamente.

Staphylococcus spp. coagulase negativo e
C. bovis sao considerados patogenos
secundarios. Infeccoes por estes
microrganismos causam moderado
processo inflamatdério com CCS excedendo
de duas a trés vezes em relagdao as
glandulas  mamarias nao infectadas
(Harmon, 1994). As médias da CCS
verificadas por Wilson et al. (1997a) para
Staphylococcus spp. coagulase negativo e
C. bovis foram 170.000 e 150.000
células/ml, respectivamente.

2.2. Importédncia econdmica

Entre as doencas do rebanho leiteiro, pode-
se considerar que a mastite & responsavel
pelo maior impacto econdémico. Estima-se
gue no Reino Unido, para um rebanho de
2,5 milhces de vacas e taxa de mastite
clinica de 37,5 casos/100 vacas-ano, as
infecgoes  intramamarias  induzem a
ocorréncia de um caso de mastite clinica a
cada 34 segundos (Leigh, 1999). O custo
medio para cada caso de mastite clinica no
Reino Unido foi estimado em 175 libras
(Kossaibati, 2000). Neste estudo, estimou-
se uma perda de 168 milhdes de libras por
ano relacionado aos casos de mastite
clinica. Em estudo mais recente realizado
por Bradley e Green (2001), a taxa de
mortalidade anual como consequéncia da
mastite foi de 0,6% das vacas em lactagao.

No Brasil nao ha informacdes sobre a
incidéncia de casos clinicos de mastite para
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se estimar economicamente a perda anual,
mas Vargas et al. (2004), mostraram que o
custo de um caso de mastite clinica em
novilhas foi de R$ 353,94. O calculo foi
baseado no custo dos medicamentios e ©
descarte do leite considerando o periodo de
caréncia recomendado pelo laboratério.

Quantificar a perda associada a mastite
subclinica € mais dificil, mas de acordo com
Philpot e Nickerson (1991), esta forma de
apresentagao da doenca € de 15 a 40 vezes
mais prevalente que a forma clinica. Além
da maior prevaléncia em relagao a mastite
clinica, casos subclinicos sdo de longa
duracdo, dificeis de detectar, usualmente
precedem casos clinicos, reduzem a
producao de leite e afetam negativamente a
qualidade do leite. As infeccoes subclinicas
sdo importantes do ponto de vista
epidemiologico, pois se constituem em
reservatorios ou fonte de patdgenos para
outros animais do rebanho. Estimou-se que
de 70 a 80% das perdas foi associado com
mastite subclinica, enquanto de 20 a 30%
foi devido a mastite clinica (Philpot e
Nickerson, 1991).

23. Contagem de células somaticas

A contagem de células somaticas (CCS) no
leite € o parametro usado em programas de
controle e prevencao de mastite em todo o
mundo. Nos Ultimos 50 anos, houve
evolugao em aceitar parametros de CCS
para avaliar indices de mastite e
consequentemente de qualidade do leite
(Paape e Contreras, 1997). No Brasil, a
partir de julho de 2005, a CCS do rebanho
sera reconhecida como requisito de
qualidade para o leite cru refrigerado nas
Regides Sudeste, Centro-Oeste e Sul
(Brasil, 2002). QO limite maximo permitido
sera de 1.000.000, 750.000 e 400.000
células/ml  em 2005, 2008 e 2011
respectivamente. Para as Regioes Norte e
Nordeste, os limites de CCS do rebanho de
1.000.000, 750.000 e 400.000 celulas/ml
serao estabelecidos a partir de 2007, 2010 e
2012 (Brasil, 2002).

Desde sua introdugac no final dos anos
sessenta e inicio dos anos oitenta, a CCS
de vacas tem sido usada amplamente na




América do Norte como ferramenta para
monitorar os niveis de mastite em rebanhos
leiteiros (Dohoo e Leslie, 1991). O uso da
CCS para monitorar a satde do Ubere tem
provado ser uma ferramenta valiosa para
predizer vacas infectadas por S. aureus e S.
agalactiae (Kehrli, Jr. e Shuster, 1994).
Varios fatores podem influenciar a variacdo
da CCS, sendo citados a ordem de parto,
periodo de lactagdo, més e estacao do ano,
entre outros, porém o estado de infeccao é
o principal fator responsavel pela variacao
da CCS (Harmon, 1994). A CCS dos
animais aumenta com o avango da idade e
periodo de lactagdo, porém vacas sem
infeccao intramamaria apresentam pouca
variacao (Harmon, 1994). O efeitc do
periodo de lactagdo e ordem de parto sobre
a CCS foi observado em estudos realizados
por Schepers et al. (1997) e Leavens et al.
(1997). Porém, no estudo conduzido por
Schepers et al. (1997), a presenca de
patogenos  primarios (S. aureus, S.
dysgalactiae e S. uberis) e secundarios (C.
bovis e Staphylococcus spp. coagulase
negativo) foi significativa e predominante na
variacao da CCS de quartos mamarios.

Outros fatores que explicaram a variagao da
CCS foram os efeitos de rebanho, animal
dentro de rebanho, més do ano, periodo de
lactagao, ordem de parto e interagao entre
periodo de lactagdo e ordem de parto. Ja no
estudo realizado por Leavens et al. (1997),
nao houve efeito e diferenca significante na
variacao da CCS para a presenca de
infecc@o sem considerar o tipo de agente
etiologico em relagdo a quartos mamarios
que nao apresentaram isolamento
bacteriologico. Ao avaliar o efeito do agente
etiologico sobre a CCS, foi demonstrado
que a presenca de C. bovis e
Staphylococcus spp. coagulase negativo
nao foi significativa em relagao aos quartos
mamarios bacteriologicamente negativos.
Porém, a presenca de Streptococcus spp.
esculina positivo foi significante em relagao
a quartos mamarios sem isolamento
bacteriano. O efeito especifico de
patogenos na variagdo da CCS pode ser
usado em programas de controle da mastite
(Haas et al., 2002).

A mastite, e consequentemente a CCS, é
reconhecida como uma doenca fortemente
relacionada ao manejo do rebanho
(Reneau, 1986) e conforme Current...(1996),
90% dos casos de mastite & controlado com
o manejo. Pensou-se que caracteristica de
rebanho seria a principal fonte de variacao,
mas existe uma grande variacao de
resposta  entre 0s animais para
caracteristicas idénticas de manejo. Estudos
tém mostrado que a relativa importancia do
rebanho em explicar a variagao da CCS é
menor que a variagcao devido a vaca
individualmente (Kennedy et al., 1982,
Schepers et al.,1997, Vecht et al., 1989).
Schepers et al. (1997) mostraram que o
componente de variagdo explicado por
vacas individuais para a CCS € muito maior
que o explicado para rebanho.

A CCS do rebanho é usada para estimar o
percentual de animais e quartos mamarios
infectados no rebanho além de obedecer a
uma relacdo diretamente proporcional com
perdas de produgao (Eberhart et al, 1982).
Com a média geométrica do rebanho de
204.000 células/ml, Emanuelson e Funke
(1991) encontraram prevaléncia meédia de
26,7% animais infectados em 15514
rebanhos. Animais com cultura negativa
para patogenos da mastite apresentaram
em média 100.000 células/ml, enquanto
animais com cultura positiva apresentaram
280.000 células/ml (Wilson et al., 1997a).
Dohoo e Leslie (1991) avaliaram a CCS de
vacas em intervalos de 28 dias e
observaram que o limite de 200.000
células/ml| foi o melhor para predizer uma
nova infeccdo, com estimativas para
sensibilidade e especificidade de 72,6% e
85,5% respectivamente. Schepers et al
(1997) consideraram como limites de
referéncia os valores 100.000, 200.000 e
400.000 células/ml para predizer quartos
mamarios infectados. Os valores de
sensibilidade estimados foram 83,2; 74,5 e
60,8 e os valores de especificidade de 80,5;
89,6 e 95,0% para os limites de 100.000,
200.000 e 400.000 celulas/ml
respectivamente.

A sensibilidade e especificidade para CCS

tendo como limites de referéncia os valores
de 100.000, 250.000 e 500.000 células/ml
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foram avaliadas por Sargeant et al. (1986)
para vacas no inicio de lactagdo. Estes
autores consideraram a presenga de
infecgao  intramamaria  por  qualquer
patogeno isolado e as infeccbes causadas
por patogenos classificados como primarios
(E. coli, Klebsiella spp., Streptococcus spp.
que nao S. agalactiae, S. agalactiae e S.
aureus) e secundarios (Staphylococcus spp.
coagulase negativo e - Corynebacterium
spp.). Para a presenca de infeccao por
qualquer patogeno a
sensibilidade/especificidade encontrada
para os valores de 100.000, 250.000 e
500.000 células/ml  foram  71,2/41,3;
51,6/74,5 e 37,0/89,1% respectivamente.
Para -os patdégenos classificados como
principais, as sensibilidade/especificidade
foram 78,7/39,6; 64,0/70,1 e 49,3/84,7 e
para 0s secundarios 66,1/41,3; 43,1/74,5 e
28,4/89,1 respectivamente. Osteras et al.
(1999) encontraram uma variagdo de 80 a
85% para a sensibilidade e especificidade
de quartos mamarios infectados por
patégenos primarios (S. aureus e S.
agalactiae), tendo como limite para CCS o
valor de 200.000 células/ml.

2.4. Patogenos primarios
2.41 Staphylococcus aureus

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

Mastites causadas por S. aureus podem
variar de forma hiper-aguda a subclinica,
tendo a forma subclinica crénica com
episodios clinicos como a mais observada
(Quinn et al., 2002). Casos subclinicos
cronicos de mastite causada por S. aureus
promovem atrofia do alvéolo mamario,
fibrose e micro-absessos, o que limita a
acao fagocitica de células e a acdo de
antibidticos, causando infecgbes profundas
no tecido mamario, com episddios de
liberacdo de bactérias dos quartos
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mamarios infectados acompanhados de
altas CCS (Pyorald, 1995; Quinn et al,
2002). Geralmente, os casos de mastite
causada por S. aureus sao subclinicos,
cronicos e de longa duragdao, podendo
persistir por semanas ou meses. O
tratamento com antibiético dos casos
clinicos freqlentemente falha em eliminar o
estado de infeccao particularmente em
vacas mais velhas e com historico de
episodios clinicos da doenga (Bramley e
Dodd, 1984; Bramley, 1992).

A mais importante fonte de infeccao para S.
aureus dentro do rebanho sao glandulas
mamarias infectadas, duto do teto
colonizado, tetos lesionados infectados,
conjunto de teteiras do equipamento de
ordenha, pano comum para secar animais e
maos do ordenhador, sendo o momento da
ordenha o mais importante na transmissao
de S. aureus entre vacas (Bramley e Dodd,
1984). Sommerhauser et al. (2003)
mostraram que alguns tipos de S. aureus
possuiam pouca ou nenhuma tendéncia de
disseminagdo entre quartos mamarios.
Fontes ambientais de S. aureus foram
identificadas por Matos et al. (1991). Fatores
ambientais tais como procedimentos de
desinfecgao, reposicdo de camas e estado
de higiene dos estabulos foram associados
com o risco de mastite por 5. aureus em
rebanhos leiteiros (Elbers et al. 1998).
Identificacéo e eliminacdo de fontes de S.
aureus, outras que -quartos infectados,
podem ser crucial para o sucesso de um
programa de controle (Zadocks, 2002).
Infeccoes  intramamarias em  vacas
primiparas no inicio da lactacdo sugerem
também que outras fonies que ndo as vacas
em lactacdo podem  servir como
reservatorios de S. aureus no rebanho
(Matthews et al, 1992).

No estudo realizado por Schalm (1942)
citado por Roberson et al. (1994), foi
sugerido que infecgbes intramamarias em
vacas na primeira lactacao causadas por
patdogenos principais e contagiosos da
mastite poderiam estar associados ao
fornecimento de leite oriundo de vacas com
mastite. De acordo com Roberson et al.
(1994), a alimentacao de bezerros com leite
oriundo de vacas com mastite nao era




associado com aumento do risco para novas
infecgdes causadas por Staphylococcus
spp. coagulase positivo. Fatores
relacionados ao rebanho, como o manejo
durante a ordenha, quartos mamarios
recuperados de infeccdo causada por S.
aureus, estagio de lactagdo e calosidades
nas extremidades dos tetos eram
associados a presenca de novas infecgGes
por S. aureus, (Zadoks et al., 2001b). De
acordo com Neijenhuis et al. (2001), grande
numero de calosidades na extremidade dos
tetos aumentou o risco para infeccao
intramamaria em vacas em lactacao,
podendo estar relacionados a problemas de
manejo de ordenha, ordenhadeira mecénica
ou 0 ambiente. A pratica da desinfec¢do dos
tetos apos a ordenha foi relacionada com
reducdo de novas infecgbes intramamarias
causadas por S. aureus (Boddie e
Nickerson, 1997).

2.4.2 Streptococcus agalactiae

S. agalactiae foi o primeiro microrganismo
reconhecido como causa de mastite, em
1896 (Elvinger e Natzke, 1992). A infeccado
por este agente pode resultar em infeccao
clinica aguda até subclinica crénica
(Bramley e Dodd, 1984). O curso da
infeccdo e semelhante as da infeccao
crénica subclinica causada por S. aureus,
com ciclos de liberagcao de bactérias
acompanhados de altas CCS (Keefe, 1997;
Quinn et al., 2002). S. agalactiae produz
altas CCS em animais individuais, o que
influencia significativamente na CCS do
rebanho (Keefe, 1997). Em um grupo de
rebanhos com CCS maior que 700.000
células/ml, a média geométrica da CCS de
vacas infectadas por S. agalactiae foi
2.238.700 celulas/ml e em outro estudo a
media aritmética foi de 900.000 células/ml
(Keefe, 1997). Em rebanhos com CCS
maiores que 800.000 células/ml, 80% das
vacas com CCS maior que 500.000
células/ml estavam infectadas com 8.
agalactiae (Keefe, 1997).

Este patdgeno localiza-se somente na
glandula mamaria, com sobrevivéncia
restrita fora do Ubere e, é altamente sensivel
a penicilina; devido a estas caracteristicas
tem sido erradicado até mesmo de alguns

paises (Keefe et al., 1997). Alguns paises
tém trabalhado em programas regionais ou
nacionais com o objetivo de erradicar o S.
agalactiae e sua presenc¢a no rebanho foi
associada a penalidades relacionadas ao
nao atendimento dos limites minimos para
CCS do rebanho no Canada, de cutubro de
1992 a margo de 1993 (Keefe et al., 1997).
S. agalactiae € disseminado principaimente
no momento da ordenha por meio do
equipamento usado e € um agente
altamente contagioso (Bramley e Dodd,
1984; Bartlett et al., 1992a). Caso o S.
agalactiae seja isolado de um rebanho, é
recomendado a chamada blitz terapia, ou
seja, todos os animais infectados sao
tratados simultaneamente com o objetivo de
eliminar o agente do rebanho (Keefe, 1997;
Cruz et al. 2004). Quando um rebanho esta
infectado com S. agalactiae, geralmente ha
uma alta prevaléncia de animais infectados
dentro do rebanho (Keefe, 1997).

Entre 1976 e 1982, estudo realizado nos
Estados do Mississipi e Massachusetts,
Estados Unidos, mostrou que a prevaléncia
média de animais infectados por S.
agalactiae dentro de rebanhos variou de
395 a 447% (Keefe, 1997). De 48
rebanhos, 27 (56%) possuiam no minimo
uma vaca infectada por S. agalactiae no
Estado de Ohio, Estados Unidos, onde a
média de quartos e vacas infectadas foi de
4,1 e 10,0%, respectivamente (Bartlett et al.,
1992a). Estudo realizado no Brasil por Brito
et al. (1999), de 48 rebanhos, revelou que
29 estavam infectados com S. agalactiae, e
em 24 destes rebanhos a media de quartos
infectados foi de 3,6%. Fatores associados
a presenga de S. agalactiae foram
identificados como procedimentos
inadequados para higiene do uUbere e tetos
antes da ordenha, falha na desinfec¢cédo dos
tetos apos a ordenha, selecao de animais
para tratamento a secagem ou nao
realizacao de tratamento a secagem,
limpeza inadequada do meio ambiente e
uso de pano comum para limpeza dos tetos
e ubere antes da ordenha (Bramley e Dodd,
1984; Bartlett et al., 1992a; Keefe, 1997).
Desinfecgdes dos tetos apds a ordenha com
solugao de iodo foram relacionadas com
reducdo de novas infeccdes intramamarias
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causadas por S. agalactiae (Boddie e
Nickerson, 1997).

2.4.3 Streptococcus spp. que nao S.
agalactiae

Streptococcus  spp.  encontrados  no
ambiente foram isolados de infeccoes
intramamarias de vacas durante o periodo
de lactacao e o periodo seco (Todhunter et
al., 1995). Estacao do ano, ordem de parto
e periodo de lactagao influenciaram na
razao de infecgdes intramamarias causadas
por estreptococos do ambiente (Todhunter
et al.,, 1995). Estabulo, higiene e ambiente
da vaca seca sao freqlientemente
associados com novas infeccoes
intramamarias durante o periodo seco
(Bartlett et al., 1992b; Godden, 2004).
Vacas durante o periodo seco geralmente
permanecem em locais molhados e sujos,
resultando em alto nivel de exposicdo das
extremidades dos tetos aos patogenos do
ambiente (Godden, 2004). De forma
semelhante, novilhas que permanecem em
ambiente molhado e sujo sdo mais
suscetiveis a  desenvolver infeccado
intramamaria antes do parto (Godden,
2004). Bradley e Green (2000) apontaram
que o manejo ambiental durante o periodo
seco das vacas pode ter grande impacto na
incidéncia de mastite causada por
patégenos ambientais na lactacao
subsequliente e que infeccdes cronicas
foram importantes na epidemiologia da
doenca. Procedimentos adequados de
higiene durante a ordenha foram pontos
importantes na prevencao de infeccoes
intramamarias causadas por estreptococos
do ambiente (Bartlett et al., 1992b). Brito et
al. (2000) demonstraram que a aplicacao
adequada de meétodos de anti-sepsia dos
tetos antes da ordenha reduzia a
contaminacao bacteriana da pele dos tetos
em aproximadamente 90%. O uso de
caneca ou desinfetante contaminado com
bactérias do ambiente pode ser fonte de
infeccao para os animais (Philpot e
Nickerson, 1991).

2.4.3.1 Streptococcus dysgalactiae

S. dysgalactiae parece ocupar uma posicao
intermediaria dos grupos dos patdgenos
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contagiosos e ambientais da mastite, com
amostras adaptadas aos animais e ao
ambiente (Aarestrup e Jensen, 1996;
Calvinho et al, 1998). A disseminacéao do S.
dysgalactiae entre vacas pode ocorrer
diretamente pelo equipamento de ordenha
ou pelo ambiente (Bramley e Dodd, 1984).
Como a bactéria pode persistir na glandula
mamaria, a transmissdo pode ocorrer
durante a ordenha e, conseqlientemente, o
controle pode ser realizado pela adogao de
procedimentos  higiénicos corretos no
momento da ordenha (Bramley e Dodd,
1984). Injurias nas extremidades dos tetos e
procedimentos inadequados de ordenha
promoveram a disseminacao da bactéria
dentro do rebanho (Calvinho et al, 1998).
Entretanto, o S. dysgalactiae pode ser
encontrado fora da glandula mamaria como
0 ambiente, tonsilas, boca e vagina das
vacas (Bramley e Dodd, 1984). Infecgbes
ocorrem com frequéncia em vacas secas e
novilhas, o que mostra independéncia do
processo de ordenha e o carater ambiental
da bactéria (Bramley e Dodd, 1984). Sua
habilidade em sobreviver e multiplicar em
locais fora da glandula mamaria pode ser o
principal fator responsavel para diferenciar a
patogénese da infeccao comparada ao S.
agalactiae (Bramley e Dodd, 1984). Cama
contaminada é considerada ser importante
fonte do microrganismo, facilitando a
transmiss@o de um animal para outro (Leigh,
1999). A forma de apresentacdo nao é
especifica variando de-casos clinicos a sub-
clinicos (Rebhun et al., 1995).

2.4.3.2 Streptococcus uberis

S. uberis foi isolado tanto de material
organico como inorganico, usado como
cama (Bramley e Dodd, 1984). S. uberis é a
causa mais comum de novas infecgoes em
vacas secas. ocorrendo usualmente no
inicio da lactacao e final do periodo seco
(Bramley e Dodd, 1984). Por meio de
estudos moleculares, de epidemiologia
classica e de modelos matematicos para
predicao do numero de novas infecgoes foi
mostrado que amostras de S. uberis
apresentaram caracteristica epidemiologica
de microrganismos contagiosos (Zadoks et
al. 2001a; Zadoks et al. 2001b; Zadoks et al.
2003). mas existem outras evidéncias gue




sugerem ser este microrganismo fortemente
relacionado ao ambiente. Ligagao entre S.
uberis, ambiente e infecgdo foi fortemente
relacionado devido ao isolamento do agente
em cerca de 50 a 60% de swabs da
extremidade dos tetos (Leigh, 1999). Vacas
mantidas a pasto apresentaram risco menor
de infeccdo em relagdo a vacas mantidas
em confinamento (Leigh, 1999). Infeccdes
intramamarias causados por S. uberis
podem resultar em mastite clinica ou
subclinica, variando o periodo de duracao
(Zadoks et al, 2003). Devido ao nao
tratamento das infecgcbes subclinicas,
longos periodos de infecgdo podem
dificultar o controle da mastite no rebanho
(Zadoks et al., 2003). Infecgbes cronicas
com S. uberis foram reconhecidas (Oliver et
al., 1998; Wang et al., 1999) e o papel
destas infeccdes na epidemiologia do S.
uberis, possivelmente por meio da
transmissdo no momento da ordenha tem
sido discutido (Hill, 1988; Peeler et al,
2000).

2.5. Patégenos secundarios

2.5.1 Staphylococcus spp. coagulase
negativo e Corynebacterium spp.

Em estudos de prevaléncia em rebanhos de
microrganismos causadores de mastite, dois
patégenos comumente isolados sdo C.
bovis e Staphylococcus spp. coagulase
negativo (Matthews et al., 1992, Brito et al.
1999). Brito et al. (1999) identificaram
bactérias do género Corynebacterium em
todos os 48 rebanhos estudados no Estado
de Minas Gerais, sendo que em 24 deles,
21 a 40% dos quartos mamarios estavam
infectados. Além de causar infeccao em
maior numero de quartos mamarios,
Corynebacterium spp. foi o agente mais
freqUentemente isolado em todos os
rebanhos. No mesmo estudo,
Staphylococcus spp. coagulase negativo foi
isolado de 45 rebanhos e destes, 43
apresentaram taxas de infeccao em ate 20%
dos quartos. Esses dois grupos de
organismos sao associados a discreto
aumento da CCS (Harmon, 1994). A
presenca de Staphylococcus spp. coagulase
negativo e C. bovis no leite, & um reflexo da
flora normal da pele e da auséncia de

higiene, particularmente na desinfecgao dos
tetos. Essas bactérias podem se multiplicar
na superficie e canal do teto, resultando na
infeccao intramamaéria (Bramley e Dodd,
1984).

Elevagdo da CCS do rebanho causada por
Staphylococcus spp. coagulase negativo
ndo e evidente como visto para S.
agalactiae (Elvinger e Natzke, 1992).
Quartos mamarios infectados
experimentalmente com  Staphylococcus
spp. coagulase negativo apresentaram
média geométrica de 260.000 células/ml
(Nickerson e Boddie, 1994). Nao
desinfecgao dos tetos e uso de pano
comum para secar os tetos foram
associados a casos de mastite subclinica
causada por Staphylococcus spp. coagulase
negativo (Barlett et al., 1992c). Matthews et
al. (1992) observaram maior prevaléncia de
casos de mastite causada por
Staphylococcus spp. coagulase negativo em
vacas primiparas em relacdo a vacas
multiparas. Diferentes estilos de manejo
foram associados a prevaléncia de casos de
mastite causados por Staphylococcus spp.
coagulase negativo (Fox et al., 1995).

C. bovis promove geralmente um quadro de
mastite subclinica e moderado aumento da
CCS, variando de 200.000 a 400.000
células/ml  (Elvinger e Natzke, 1992;
Radostits et al., 1994). C. bovis sao
primeiramente disseminados entre os
guartos mamarios no momento da ordenha,
apesar de outras fontes de infecgao
existrem (Bramley e Dodd, 1984).
Desinfec¢ao dos tetos e terapia da vaca
seca devem fazer parte de um programa de
controle e prevencao de novas infecgoes
causadas por C. bovis (Radostits et al.,
1994).

2.6. Programa de controle e

prevencao da mastite

O grande avango no controle e prevencdo
da mastite ocorreu na década de 60 em
conseqléncia a introducao do plano que
ficou conhecido como o “plano dos cinco
pontos” (Dodd e Jackson, 1971). O plano
visa principalmente reduzir o numero de
novas infecgbes, eliminar infecgoes ja
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estabelecidas e diminuir a duracao das
infeccoes por meio de terapias com
antibiotico e descarie de animais (Neave et
al, 1966; Jackson, 1971; Elvinger e Natzke,
1992, Recommended...2001). Houve
enfogue na rapida identificagdo e tratamento
dos casos clinicos, terapia da vaca seca em
todos os animais, desinfecgao dos tetos
apos a ordenha, descarte de animais
cronicamente infectados e rotina de
manutencao do equipamento de ordenha
(Jackson, 1971; Neave e Jackson, 1971;
Bradley, 2002). Terapia durante a lactagao
e/ou tratamento da vaca seca podem reduzir
o risco de novas infeccoes intramamarias
em 50% (Allore et al. 1998). Manutengao da
integridade da pele e extremidade dos tetos
€ parte de qualquer programa de controle
da mastite (Mein et al., 2001). Capuco et al.
(1994) verificaram um aumento na
incidéncia de mastite em razdao do
funcionamento inadequado dos pulsadores
do equipamento de ordenha. Por meio de
palpacao dos tetos apdés a crdenha, foi
verificado que o uso de alta pressao de
vacuo aumentou a tensdo sobre os tetos e
tornando-os mais sensiveis, com coloragao
sugestiva de transi¢ao ciancdtica (Capuco et
al., 2000). Alta pressao de vacuo na ponta
dos conjuntos de teteiras foi associada com
alteracoes dos tetos, principalmente com
formacao de edema, interferindo com a
eficiéncia de mecanismos de defesa que
auxiiam na prevencao de infeccoes
intramamarias (Hamann et al., 1992). Alta
freqléncia de deslizamento dos conjuntos
de teteiras foi identificada como fator

responsavel por novas infecgoes
intramamarias (Baxter et al, 1992).
Avaliacao periodica do correto

funcionamento do equipamento de ordenha
e trabalho de motivacao dos ordenhadores
foram associados com a prevengao de
novas infeccoes (Spencer, 2002; Cavazos,
2003).

O Conselho Nacional de Mastite dos
Estados Unidos (NMC) recomenda um
programa de controle de mastite formado

por dez pontos descritos em
Recommended...(2001). Este programa
enfocou os cinco pontos  citados

anteriormente acrescidos de um sistema de
metas e avaliacao periodica de objetivos
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para a saude do Ubere com base em
resultados de analises laboratoriais para
CCS e identificagao de patogenos. A
importancia do suporte laboratorial na
identificagcao de patégenos da mastite €
evidenciada de varias formas no programa
de controle da mastite. O uso de servicos
laboratoriais para diagnostico de mastite
clinica e subclinica associado com a idade
do animal, estagio de lactacao e CCS no
momento do tratamento fornece
informacdes sobre o padrao de infeccao do
rebanho, o que auxiliaria no controle e
erradicacdo de patogenos da mastite como
S. aureus e S. agalactiae, respectivamente
(Jackson, 1971; Bramley e Dodd, 1984,
Dinsmore et al., 1991; Guterbock et al.,
1993; Hogeveen et al. 1995; Sol et al. 1997;
Brito et al., 1999; Osteras et al., 1999).

Alem da adogao de procedimentos visando
o controle da mastite, ressalta-se a
realizacdo correta destes procedimentos.
Recomenda-se a técnica de insergao parcial
da canula da bisnaga do antibidtico
intramamario na terapia dos casos clinicos e
tratamento da vaca seca, o que evita a
introducdo de microrganismos para o interior
da glandula mamaria (Recommended...
(2001); Brito et al, 2002). Philpot e
Nickerson (1991) recomendaram a imersao
do conjunto de teteiras em solugao
desinfetante entre a ordenha dos animais
com objetivo de diminuir a contaminagao
das borrachas das teteiras. Este
procedimento nao € verificado no programa
de controle descritos no
Recommended...(2001). A ordenha deve
ser iniciada com © exame dos primeiros
jatos de leite de todos os quartos mamarios,
em recipiente de fundo escuro, para facilitar
a visualizagao de alteracdoes e permitir o
diagndstico precoce dos casos clinicos.
Apods o exame dos primeiros jatos de leite,
lavar os tetos se necessario e realizar a
secagem com papel toalha individual. O
objetivo € assegurar que somente tetos
limpos e secos sejam ordenhados (Brito et
al., 2002). Logo apos a ordenha,
recomenda-se manter os animais de pé
para evitar a penetracao de bactérias pelo
canal do teto, que permanece aberto por um
periodo variavel de 30 a 120 minutos (Brito
et al., 2002). Para manter os animais de pé,




sugere-se o fornecimento de racdo no
cocho na saida do local de ordenha. Ao
mesmo tempo, deve-se evitar fornecer
alimentacao aos animais antes ou durante a
ordenha. Ordenhar animais problema, ou
seja, animais que apresentaram casos de
mastite por dltimo & uma forma de se evitar
novas infecgoes intramamarias
apresentadas no Recommended...(2001).

O impacto da implementacéo de estratégias
de controle da mastite, em particular o plano
dos cinco pontos, tem sido muito bem
sucedido em controlar patdégenos
contagiosos e tem induzido uma significativa
reducdo de mastite clinica e subclinica e
consequentemente da CCS do rebanho
(Leigh, 1999; Bradley, 2002). Com a
reducao dos casos de mastite clinica e
subclinica e da CCS do rebanho causados
por patogenos contagiosos, principalmente
S. aureus e S. agalactiae, os patégenos
ambientais  tiveram  sua  importancia
ampliada (Leigh, 1999; Bradley, 2002).

2.7. Estudos sobre fatores de risco

Um dos principais objetivos dos estudos
epidemioldgicos explicativos observacionais
é identificar os determinantes de doenca e
saude bem como quantificar a contribuicéo
desses para a ocorréncia da doenca.
Estudos observacionais explicativos
procuram investigar associagdoes entre
doengas e possiveis fatores de risco,
usando técnicas estatisticas para estimar o
grau do risco associado a exposicao aos
fatores. Os fatores de risco podem ser
associados ao hospedeiro, ao agente
infeccioso ou nao infeccioso responsavel
pela doenga, e ao meio ambiente. A
necessidade de identificar objetivamente os
riscos associados com doencas particulares
e importante, pois possibilita estabelecer
programas de controle e erradicagdo
(Thrusfield e Noordhuizen, 1997).

A eventual associacao entre fatores de risco
relativos ao animal, ao ambiente, ao manejo
e a saude da glandula mamaria, é
pesquisada mediante tais estudos
epidemiologicos explicativos observacionais.
Exemplos de fatores relacionados ao animal
identificados como de risco para mastite
sao: numero de paricoes, periodo de

lactacdo (inicio e final), alta produgdo e
escape de leite no momento da ordenha
(Omore et al., 1996; Peeler et al.,, 2000).
Manejo e caracteristicas do rebanho como
tamanho e tipo de ordenha (manual ou
mecanica) e procedimentos durante a
ordenha (nao desinfecgao dos tetos antes e
apos a ordenha) foram associados a
ocorréncia de novas infecgcoes
intramamarias e aumento da CCS (Oliver et
al.,, 1993; Brito et al., 1998). A utilizagao de
areia na cama das vacas em lactagao ao
invés de matéria organica, as boas
condig¢oes higiénicas do estabulo, a imersao
dos tetos em solugao desinfetante apos a
ordenha, o tratamento & secagem, o
tratamento imediato dos casos clinicos com
antimicrobianos, o descarte de animais-
problema e a segregacao de animais
infectados no momento da ordenha, bem
como a utilizagao de unidades de ordenha
especificas para esses animais, foram
identificados como fatores que reduzem a
CCS do rebanho (Hueston et al., 1990;
Wilson et al., 1997; Allore et al. 1998;
Barkema et al.; 1998, Berry e Hillerton,
2002).

Boa parte do desenvolvimento na pecuaria
de leite exibido por paises do chamado
“Primeiro Mundo”, se deve a sua
perseverante utilizacdo dos mencionados
estudos epidemiologicos observacionais,
imprescindiveis na atual epidemiologia.
Neles a maioria dos rebanhos & composta
por animais de alta produgao criados em
sistemas de confinamento total ou parcial
(Schukken et al., 1989; Wilson et al., 1997b;
Barkema et al., 1999; Ott e Novak, 2001).
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CAPITULO 1

FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A ALTA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS DO
LEITE DO TANQUE EM REBANHOS BOVINOS LEITEIROS DA ZONA DA MATA DE MINAS
GERAIS, BRASIL, 2000/2001.

(Risk factors associated with high bulk milk somatic cell count in dairy herds from Zona
da Mata of Minas Gerais, Brasil, 2000/2001)

RESUMO

Existéncia eventual de associagOes entre caracteristicas do rebanho e praticas de manejo, por
um lado e contagem de células somaticas do leite do tanque (CCSLT), por outro foram
pesquisadas em 175 rebanhos bovinos envolvidos em programas de acompanhamento da
CCSLT localizados na Zona da Mata de Minas Gerais entre junho de 2000 e dezembro de
2001. Os dados sobre caracteristicas dos rebanhos foram obtidos por meio de aplicagao de
questionarios. Os rebanhos foram classificados em dois grupos de acordo com a média
geométrica de seis CCSLT mensais, consecutivas, tendo como referéncia o valor de 500.000
células/ml. Os métodos estatisticos utilizados foram anadlise exploratoria dos dados e modelos
logisticos de regressao. Procedimentos relacionados ao controle e prevengao de mastite foram
adotados em um pequeno numero de rebanhos. Os fatores associados a alta CCSLT foram:
nao adogao de linha de ordenha, alimentagao no momento da ordenha e auséncia da
desinfeccdo do teto depois da ordenha. O tipo de ordenha (manual, mecanica canalizada e
balde ao pé), a idade média dos rebanhos, o local de ordenha e a realizagao de exames dos
primeiros jatos de leite ndo foram associados a alta CCSLT.

Palavras-chave: mastite bovina, fator de risco, contagem de células somatica, leite do tanque

ABSTRACT

Herd features and management practices associated with high bulk milk somatic cell count
(BMSCC) were studied in 175 dairy herds enrolled on BMSCC programs. Herds data were
obtained from June/2000 to December/2001 by questionnaires application. Herds were
classified according to the geometric mean of six consecutive BMSCC records. Exploratory
analysis and logistic regression models were appiied to statistical analysis. Procedures related
to mastitis control and prevention were adopted in a few herds. Factors associated with high
BMSCC were order of milking cows, feeding cows during milking and absence of posdipping
teat disinfection. Type of milking (machine or hand milking), herd age, milking place (milking
room or farmyard, pen, corral) and strip test (first streams of milk) were not associated with high
BMSCC.

Key-words: bovine masitis, risk factors, bulk milk somatic cell count
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INTRODUCAO

Fatores de risco relacionados ao animal, ao
meio ambiente e aos procedimentos de
manejo s@&o associados a saude da
glandula mamaria em rebanhos leiteiros.
Exemplos de fatores relacionados ao
animal identificados como de risco para
mastite sao: numero de parigdes, periodo
de lactacao (inicio e final), alta producao e
escape de leite no momento da ordenha
(Omore et al., 1996; Peeler et al., 2000).
Fatores associados ao manejo e
caracteristicas do rebanho como tamanho e
tipo de ordenha (manual ou mecénica) e
procedimentos durante a ordenha (nao
desinfeccdo dos tetos antes e apds a
ordenha) foram associados a ocorréncia de
novas infeccoes intramamarias e ao
aumento da contagem de células somaticas
(CCS) (Oliver et al.,, 1993; Brito et al.,
1998). Funcionamento inadequado do
equipamento de ordenha e o nao
treinamento e falta de motivacdo dos
ordenhadores  foram  associados a
ocorréncia de novas infeccdes e,
consequentemente, ao aumento da CCS do
leite do tanque (CCSLT) ou rebanho
(Spencer, 2002; Cavazos, 2003).

A CCSLT proporciona uma medida indireta
do percentual de quartos mamarios
infectados no rebanho, obedecendo relacdo
diretamente proporcional entre a contagem
de celulas somaticas e o numero de
quartos mamarios infectados no rebanho
(Philpot e Nickerson, 1991). A utilizacédo de
areia na cama das vacas em lactacdo ao
invés de matéria organica, as boas
condigbes higiénicas do estabulo, a
imersao dos tetos em soluc@o desinfetante
apos a ordenha, o tratamento & secagem, o
tratamento imediato dos casos clinicos com
antimicrobianos, o descarte de animais-
problema e a segregacdao de animais
infectados no momento da ordenha, bem
como a utilizacdo de unidades de ordenha
especificas para esses animais, foram
identificados como fatores que reduzem a
CCSLT (Hueston et al., 1990, Wilson et al.,
1997, Barkema et al, 1998, Berry e
Hillerton, 2002).

Estudos sobre fatores de risco para a
mastite e seu impacto econdémico foram
realizados em paises de pecuaria leiteira
desenvolvida, onde, a maioria dos
rebanhos € composta por animais de alta
produgdo criados em sistemas de
confinamento total ou parcial (Schukken et
al., 1989; Wilson et al., 1997; Barkema et
al.,, 1999; Ott e Novak, 2001). No Brasil,
parte  significativa dos rebanhos &
constituida por animais mestigos, criados
em sistema a pasto ou semi-estabulado e
ha caréncia de trabalhos de avaliagdo dos
fatores de risco para mastite. O estudo teve
como objetivo identificar e quantificar
fatores relacionados as caracteristicas de
rebanho, procedimentos de manejo durante
a ordenha e higienizagdo do equipamento
de ordenha que influenciam na CCSLT.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em 175 rebanhos
da bacia leiteira da Zona da Mata de Minas
Gerais no periodo de junho de 2000 a
dezembro de 2001. Foi aplicado um
questionario aberto aos responsaveis pelos
rebanhos para obter informag¢des sobre a
propriedade e a composigdo do rebanho
(tempo na atividade, numero de vacas em
lactacdo, numero de vacas secas, numero
de vacas de acordo com a lactacao,
produgao total de leite/dia, formas de
exploracao, local de ordenha, tipo de
ordenha, raga do rebanho), manejo e
cuidados higiénicos durante a ordenha e
procedimentos que visam o controle e
prevengcao de mastite (linha de ordenha,
exame dos primeiros jatos, lavagem e
secagem dos tetos antes da ordenha,
forma de secagem dos tetos, desinfec¢ao
dos tetos antes e apos a ordenha,
fornecimento de alimento durante a
ordenha, imersao do conjunto de teteiras
entre a ordenha de cada vaca, tratamento a
secagem, tratamento de casos clinicos);
caracteristicas e higienizacao da
ordenhadeira mecanica (disponibilidade de
agua quente na sala de ordenha, utilizagao
de detergentes alcalino, acido e sanitizante
na limpeza do equipamento, manutengao
da ordenhadeira, habitos higiénicos dos
ordenhadores, treinamento dos
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ordenhadores e idade do equipamento de
ordenha). Os rebanhos foram classificados
de acordo com a média geométrica dos
resultados de seis CCSLT consecutivas
correspondendo a um periodo maximo de
seis meses e pelo menos uma analise
mensal. As seis analises utilizadas para
composi¢cao da média geométrica foram as
trés ultimas e as trés primeiras em relagao
a data de aplicagdo do questionario. O
valor de referéncia para classificacdo dos
rebanhos foi 500.000 células/ml| devido este
valor se capaz de dividir em dois grupos
com numeros de rebanhos aproximados.
As analises para identificacdo dos fatores
de risco foram realizadas considerando as
seguintes situagdes: todos os rebanhos
(175), rebanhos com ordenha mecdanica
(82), rebanhos com ordenha manual (92) e
rebanhos com média geométrica menor
que 250.000 células/ml (37) e maior que
750.000 células/m| (38) classificados de
acordo com a analise de conglomerados
com base na média geomeétrica da CCSLT.

Foram realizadas analises bivariadas para
testar associagbes entre cada variavel
independente. O teste t foi usado para
variaveis continuas e o teste qui-quadrado
(xz) para variaveis categoricas. Os critérios
de decis@o para a escolha dos fatores de
risco foram aqueles que ofereciam
explicacao biologica coerente na alteracdo
da CCSLT e gque na associagao
apresentaram P<0,20 (Agger et al., 1994).
Apos a selegcao das possiveis variaveis
independentes foi aplicada uma série de
modelos de regressao logistica tendo como
variavel dependente (resposta) a
classificagao dos rebanhos de acordo com
a CCSLT, e como variaveis independentes
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(explicativas) fatores anteriormente
selecionados e relacionados as
caracteristicas do rebanho, as praticas de
manejo durante a ordenha e higienizagao
do equipamento de ordenha. Apés a
selecdo do modelo final de regressao
logistica foram observados os coeficientes
(odds ratio (OR) — estimadores do risco
relativo) de cada variavel independente
para se estimar o grau de risco (Frankena e
Graat, 1997). O numero de variaveis
independentes consideradas foi o maximo
em funcao do numero de rebanhos em
cada classe de CCSLT de acordo com as
situagbes citados anteriormente. As
variaveis continuas numero de vacas em
lactagao, produgao diaria do rebanho
(litros/dia) e percentual do rebanho no
periodo seco foram categorizadas pois
apresentaram grande variagao em relagao
as médias além de facilitar a interpretacéao
de seus coeficientes caso o0s mesmos
fossem significativos nos modelos de
regressaoc logistica. Os limites das
categorias foram determinados de forma
que nao houvesse diferengas acentuadas
em termos de numero de rebanhos em
cada categoria. As analises dos dados
foram realizadas utilizando-se o programa
estatistico Statistical...(1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 175 rebanhos incluidos no estudo 92
(52,6%) adotavam a ordenha manual e 82
(46,9%) a ordenha mecanica.

Um total de 22 rebanhos foram rejeitados
para analise por apresentarem informagoes
insuficientes (Tab.1).




Tabela 1. Rebanhos selecionados, rejeitados e utilizados no modelo final de regressao logistica

de acordo com as situacdes estudadas, 2000/2001

Situacao
Rebanho 1 2 3 4

n Yo n ) n Yo n Yo
Selecionados 175 100,0 82 100,0 92 100,0 79 100,0
RADAD 22 12,6 11 13,4 4 4,3 4 50
RIAMG=500 75 49,0 40 56,3 38 43,2 - -
RIAMG>500 78 51,0 31 43,7 50 56,8 - -
RIAMG<250 & & = - - - 37 49,3
RIAMG=750 - - - % - 2 38 50,7

" haviam rebanhos sem informacdes; RADAD - rebanhos rejeitados na analise devido a auséncia de dados;
RIAMG=500 - rebanhos incluidos na analise com média geométrica da CCSLT<500.000 células/ml; RIAMG>500 -
rebanhos incluidos na andlise com média geométrica da CCSLT>500.000 células/ml; RIAMG=250 - rebanhos incluidos
na analise com média geométrica da CCSLT<250.000 células/ml

Na maioria dos rebanhos os proprietarios
estavam ha mais de dez anos na atividade
(Tab.2) e os rebanhos eram formados por
animais mesticos  (Holandés-Gir com
diferentes graus de sangue). O principal
sistema de exploragao foi o semi-
estabulado, seguido pelo sistema de
producao a pasto e de confinamento total
(free-stall). Aproximadamente a metade das
propriedades adotava a ordenha mecanica.
Entre aquelas que adotavam ordenha
mecanica, o numero das que utilizavam
ordenha mecanica canalizada foi maior em
relacao a ordenha mecdanica balde ao pé.
Em 94 rebanhos (53,7%) havia sala de
ordenha. Em 80,0% e 74,9% dos rebanhos
haviam no minimo 60,0% de vacas até a
terceira lactagao e mais de 50,0% das vacas
no periodo seco, respectivamente.

O tratamento dos casos clinicos de mastite
foi o unico procedimento realizado em
praticamente todos os rebanhos. A adogéo
dos demais procedimentos relacionados ao
controle da mastite variou de 27,4%
(tratamento a secagem em todos os

animais) a 65,1% (segregagao dos animais
com mastite clinica).

Os dados relativos a freqléncia dos
procedimentos e dos cuidados higiénicos
ligados a prevencao de novas infecgoes
mostraram que essas medidas nao estavam
bem difundidas, com excegao ao tratamento
dos casos clinicos (Tab.3). Procedimentos
como a lavagem das tetas antes da ordenha
e secagem com papel toalha individual e
tratamento a secagem em todos animais
influenciam na freqiéncia e controle de
mastite do rebanho (Oliver et al., 1993; Brito
et al, 1998). Selegdo de animais para
realizacdo do tratamento a secagem e
utilizagao de pano comum para secagem
dos tetos apds realizagao da lavagem e/ou
realizacao de antissepsia antes da ordenha
foram procedimentos inadequados
identificados. O tratamento a secagem em
parte do rebanho favorece o aparecimento
de novas infecgdes intramamarias durante o
periodo seco e no momento do parto (Berry
e Hillerton, 2002).
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Tabela 2. Freqléncias das variaveis qualitativas e quantitativas relacionadas as caracteristicas

dos rebanhos bovinos leiteiros da Zona da Mata de Minas Gegais — Brasil, 2000/2001.

Variavel Categoria n % <500.000° >500.000
Tempo na atividade (anos) <10 64 36,6 35 29
11a20 43 24,6 18 25
> 20 66 37,7 36 30
Sistema Confinado (Free stall) 14 8,0 8 6
A pasto 51 291 30 21
Semi-estabulado 110 62,9 51 59
Tipo de ordenha Manual 92 52,6 41 51
Mecanica balde ao pé 36 20,6 22 14
Mecénica canalizada 46 26,3 25 21
Local de ordenha Curral 133 76,0 70 63
Sala de ordenha 39 22,3 16 23
Vacas em lactagdo <=30 66 37,7 38 28
31 a60 43 24,6 18 25
> 60 64 36,6 32 32
oAl do ebaNOnaSE . BB e
60 a 79% 66 37.7 40 26
80 a 100% 77 44,0 35 42
Vacas secas no rebanho (%) <=20 38 21,7 22 16
21a50 120 68,6 60 60
> 50 15 8,6 7 8
Producao leite/dia (litros) < =300 73 41,7 43 30
301 a 500 25 14,3 15 10
> 500 73 417 30 43
Raca do rebanho Holandesa 34 19,4 17 17
Mestico 140 80,0 72 68

" soma total diferente de 175 por falta de resposta para variavel no questionario; “ soma total diferente de 100 por falta

de resposta para variavel no questionario; ° células/ml

Em 63,0% das  propriedades os
equipamentos de ordenha tinham no
maximo quatro anos de uso e em menos de
10,0% os equipamentos tinham mais de dez
anos de uso (Tab.4), indicando que nos
ultimos anos houve aumento na aquisicao
de equipamentos ordenha. Em decorréncia
disso as propriedades passaram a
necessitar de assisténcia técnica
especizlizada e adotaram procedimentos de
rotina relacionados a higienizagdo do
equipamento. Observou-se que 34,1% das
propriedades nao faziam manutencdo dos
equipamentos ou a faziam de forma
esporadica e que 68,3% dispunham de
agua quente e de dispositivo para limpeza
automatica do equipamento.
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O detergente alcalindo era utilizado em
93,9% das propriedades, seguido pelo
detergente acido e sanitizante com 85,4% e
61,0%, respectivamente. Treinamento para
limpeza do equipamento de ordenha e
hébitos  higiénicos adequados foram
descritos em 84,1% e 86,6% das
propriedades, respectivamente. O
funcionamento inadequado do equipamento
de ordenha, a falta de treinamento e
motivacao do pessoal responsavel pela
operacéo e higienizacao do equipamento e,
a nao adocao de  procedimentos
recomendados em programas de controle e
prevencdo da mastite interagem e
influenciam na freqUéncia de mastite no
rebanho e consequentemente na CCSLT
(Spencer, 2002; Brito et al., 2002; Cavazos,
2003).




Tabela 3. Freqléncias das varidveis qualitativas e quantitativas relacionadas aos
procedimentos de manejo e cuidados higiénicos durante a ordenha dos rebanhos bovinos
leiteiros da Zona da Mata de Minas Gerais — Brasil, 2000/2001

Variavel Categoria n' %°  <500.000° >500.000°
Linha de ordenha N&o 59 337 31 28
Sim 114 65,1 58 56
Exame dos primeiros jatos Nao 128 73,1 69 59
Sim 45 25,7 19 26
Presenca de bezerro Nao 60 34,3 30 30
Sim 101 87,7 51 50
Lava tetos antes da ordenha Nao 92 52,6 44 48
Sim 81 46,3 45 36
Seca os tetos apos lavagem Nao 68 38,9 33 35
Sim 81 46,3 45 36
Como seca os tetos apés lavagem Pano comum 22 12,6 12 10
Papel toalha 48 27,4 25 23
Erzzl:i?:ao de anti-sepsia dos tetos antes da Nao 123 70.3 65 58
Sim 51 29,1 23 28
Vacas s3o alimentadas durante a ordenha Nao 104 59,4 59 45
Sim 67 39,3 28 39
?zzl:fﬁ:ao de anti-sepsia dos tetos apds a Nio 121 69,1 62 59
Sim 54 30,9 27 27
gnovs:rdssr?hgznétén;c:] icrir:aatigtewas em solugcéo entre N3o 61 74 .4 35 o6
Sim 20 24,4 12 8
Tratamento a secagem Nenhum animal 74 42,3 37 37
Parte dos animais 52 29,7 25 27
Todos animais 48 27,4 26 22
Tratamento de mastite clinica Nao 2 14 87 84
Sim 171 97,7 1 1

" soma total diferente de 175 por falta de resposta para variavel no questionario; © soma total diferente de
100 por falta de resposta para varidvel no questionario; ® células/ml




Tabela 4. Freqléncias das variaveis qualitativas relacionadas aos procedimentos de
higienizacao e idade do equipamento de ordenha dos rebanhos bovinos leiteiros da Zona da

Mata de Minas Gerais, Brasil, 2000/2001

Variave! Categoria n' %" <500.000° >500.000°
Idade equipamento de ordenha (anos) <=4 47 57,3 30 17
5a10 24 29,3 12 12
>10 8 9.8 3 5
Manutencao do equipamento de ordenha  Pelo menos semestral 46 56,1 26 20
Esporadico 12 14,6 8 4
Nao faz 16 19,5 31 25
Disponibilidade agua quente Nao 26 31,7 16 10
Sim 56 68,3 31 25
Uso de detergente alcalino Nao 2 24 1 1
Sim T 93,9 46 31
Uso de detergente acido Nao 4 49 2 2
Sim 70 85,4 42 28
Uso de sanitizante Nao 7 8,5 5 2
Sim 50 61,0 27 23
Limpeza do equipamento de ordenha Automatico 56 68,3 32 24
Manual 26 31,7 15 11
Treinamento dos ordenhadores para realizar Nao 13 15,9 6 7
limpeza do equipamento de ordenha Sim 69 841 41 28
Habitos higiénicos dos ordenhadores Inadequado 10 12,2 6 4
Adequado 71 86,6 41 30

"soma total diferente de 82 por falta de resposta para variavel no questionario; © soma total diferente de 100 por falta

de resposta para variavel no questionario; * células/ml

A frequéncia das variaveis usadas nos
modelos finais, bem como a média dos
valores de CCSLT para cada variavel sao
apresentados nas Tab. 5, 6, 7 e 8. O nivel
de significancia dos modelos finais de
regressao logistica para as situacoes
estudadas foi P<0,05. As variaveis usadas
nos modelos finais que apresentaram risco
(OR) acima de 2,0 e com P<0,10 foram:
nao-antissepsia dos tetos apos a ordenha,
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fornecimento de alimento no momento da
ordenha, nao adocgao de linha de ordenha e
as interacoes de nao adogao de linha de
ordenha e nao antissepsia dos tetos apds a
ordenha com fornecimento de alimento no
momento da ordenha.. A nao desinfeccao
dos tetos antes da ordenha e o nao uso de
agua quente ou nao treinamento dos
ordenhadores apresentaram OR de 7,62
(p=0,17) e 2,97 (p=0,17), respectivamente
(Tab.9).




Tabela 5. Freqléncias e médias da CCSLT de acordo com as variaveis utilizadas no modelo
final de regressao logistica para analise de rebanhos bovinos leiteiros - Zona da Mata de Minas

Gerais, Brasil, 2000/2001

Variaveis utilizadas no modelo final de SCSLT —
S rie < 500.000 > 500.000 Total Média*
regressao logistica = =
n Yo n Yo n
Tipo de ordenha
Mec. canalizada 25 54,3 21 45,7 46 600
Mec. balde ao pé 22 68,8 14 43,8 36 535
Manual 41 446 51 55,4 92 523
% vacas lactagdo 1,2e 3
0a59% 8 34,8 15 65,2 23 599
60 a 79% 40 60,6 26 39,4 66 522
80 a 100% 35 455 42 545 77 551
Local de ordenha
Curral 70 52,6 63 47,4 133 550
Sala de ordenha 16 41,0 23 59,0 39 543
Exame dos primeiros jatos
Sim 19 422 26 57,8 45 564
Nao 69 53,9 59 46,1 128 538
Antissepsia dos tetos antes da
ordenha
Sim 23 451 28 54,9 51 582
Nao 65 52,8 58 47,2 123 530
Antissepsia dos tetos apds a ordenha
Sim 27 50,0 27 50,0 54 558
Nao 62 51,2 59 48,8 121 538
Linha x fornecimento de alimento**
Sim 40 59,7 27 40,3 67 474
Nao 47 46,1 55 53,9 102 585

“Média aritmética **Linha de ordenha e nao fornecimento de alimento durante a ordenha

Nos modelos finais, o sistema de ordenha e
rebanhos com até 79% dos animais nas trés
primeiras lactagdoes nao foram fatores de
risco para CCSLT acima de 500.000
celulas/ml. Os principais fatores de risco
identificados para CCSLT acima de 500.000
celulas/ml foram: auséncia de antissepsia
dos tetos, antes e apods ordenha, e nao
realizacao de linha de ordenha. As
interagées que apresentaram resultados
gue sugeriram possiveis fatores de risco
para CCSLT acima de 500.000 células/ml
foram aquelas que ocorreram entre a nao
realizagao de anti-sepsia dos tetos apos a
ordenha, linha de ordenha com
fornecimento de alimento durante a ordenha
e higienizacdo do equipamento de ordenha
(auséncia de agua quente e/ou treinamento
dos ordenhadores). Apesar da auséncia de
anti-sepsia dos tetos antes da ordenha e a

interagdo entre fatores relacionados a
higienizagdo terem apresentado risco (OR)
de 7,62 e 2,93, respectivamente (p=0,17)
nos seus modelos, esses podem ser
considerados possiveis fatores de risco
devido ao alto valor encontrado para OR.
Fatores de risco identificados, para
rebanhos com CCSLT de 250.000
células/ml elevarem essa contagem para
750.000 células/ml, foram o fornecimento de
alimento durante a ordenha e auséncia de
linha de ordenha.

As vacas em lactagao, utilizado nos
modelos finais como variavel continua,
aumentou o nivel de significancia dos
modelos e exacerbou os valores da OR e
respectivas significancias, sugerindo que o
tamanho do rebanho foi importante
caracteristica para analise de risco.
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Tabela 6. Fregliéncias e médias da CCSLT de acordo com as variaveis utilizadas no modelo
final de regressao logistica para rebanhos bovinos leiteiros com equipamento de ordenha -

Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil, 2000/2001

L AL CCSLT
Variaveis utlllzadgs no que o final de ~500.000 > 500.000 Total Néda
regressao logistica = =
n Yo n Yo n
Tipo de ordenha
Mec. canalizada 25 54,3 21 457 46 601
Mec. balde ao pé 22 61,1 14 38,9 36 535
% vacas lactagdo 1,2 e 3
0 a 59% 5 50,0 5 50,0 10 613
60 a 79% 22 61,1 14 38,9 36 590
80 a 100% 15 51,7 14 48,3 29 563
Exame dos primeiros jatos
Sim 6 50,0 6 50,0 12 592
Nao 40 58,8 28 41,2 68 572
Anti-sepsia dos tetos apds a ordenha x
Fornecimento de alimento**
Sim 10 83,3 2 16,7 12 534
Nao 36 52,9 32 47 1 68 583
Higiene***
Sim 27 61,4 17 38,6 44 523
Falta agua guente ou treinamento do 14 63,6 8 36,4 22 599
ordenhador
Falta mais de um item 6 37,5 10 62,5 16 669

*‘Méedia aritmética; ** Antissepsia das tetas apos a ordenha e nao fornecimento de alimento durante a ordenha; ***
Utiliza agua quente, detergentes alcalino e acido na limpeza do equipamento de ordenha e treinamento dos

ordenhadores

As interacbes fornecimento de alimento
durante a ordenha versus nao adogdo de
linha de ordenha e fornecimento de alimento
durante a ordenha versus nao adogao de
anti-sepsia dos tetos apds a ordenha foram
0s possiveis fatores de risco testados nos
modelos que apresentaram maiores niveis
de significancia para o OR. Dessa forma,
sugere-se que para a identificacdo e
quantificacao de possiveis fatores de risco
em modelos de regressao logistica, tendo
como referéncia a CCSLT, seria necessaria
a criacao de uma variavel originada do
agrupamento de duas ou mais variaveis.
Agrupar variaveis para criar uma nova
variavel que possa ser analisada como fator
de risco poderia ser uma solugao para
direcionar procedimentos de forma geral,
mas nao permitiria identificar qual o
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procedimento, de forma isolada, que mais
contribui para o aumento da CCSLT.

A identificacdo dos fatores de risco para
mastite tendo como referéncia a CCSLT é
objetiva e de baixo custo, mas os resultados
devem ser interpretados considerando-se as
caracteristicas gerais "do rebanho e de
procedimentos comuns a todos os animais.
Para identificar possiveis fatores de risco
para mastite associada as caracteristicas do
rebanho, aos procedimentos de manejo e as
caracteristicas individuais dos animais em
uma determinada populagao de bovinos
leiteiros ou em estratos dessa populagao, é
necessario obter informagoes individuais por
meio da contagem de células somaticas
e/ou exames microbiologicos dos animais.




Tabela 7. Freqiiéncia e médias da CCSLT de acordo com as variaveis utilizadas no modelo
final de regressao logistica para rebanhos bovinos leiteiros sem equipamento de ordenha -

Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil, 2000/2001

e e : CCSLT
Variaveis utmzada_s no quelo final de ~500.000 > 500.000 Total Media®
regressao logistica = S
n Yo n Yo n
% vacas lactacao 1,2e 3
0a59% 2 16,7 10 83,3 12 626
60 a 79% 18 60,0 12 40,0 30 440
80 a 100% 20 417 28 58,3 48 543
Local de ordenha
Curral 29 48,3 31 51,7 60 501
Sala de ordenha 12 37,5 20 62,5 32 564
Exame dos primeiros jatos
Sim 12 37,5 20 62,5 32 567
Nao 29 48,3 31 51,7 60 500
Anti-sepsia dos tetos antes da ordenha
Sim 13 40,6 19 59,4 32 572
Nao 27 45,8 32 54,2 59 500
Anti-sepsia dos tetos apds a ordenha
Sim 14 40,0 21 60,0 35 572
Nao 27 47,4 30 52,6 57 494

*Média aritmética

Tabela 8. Frequéncias e médias da CCSLT de acordo com as variaveis utilizadas no modelo
final de regressao logistica para rebanhos bovinos leiteiros classificados de acordo com analise
de conglomerados - Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil, 2000/2001

Variaveis utilizadas no modelo final de Do T Total Nédia®
regressao logistica < 250.0000 > 750.005) ota édia
n Yo n Yo n
Tipo de ordenha
Mec. canalizada 4 26,7 11 73:3 15 884
Mec. balde ao pé 5 41,7 7 58,3 12 676
Manual 28 45,9 23 37.7 61 516
% vacas lactagdo 1,2e 3
0a59% 4 50,0 4 50,0 8 642
60 a 79% 18 54,5 15 455 33 596
80 a 100% 16 43,2 21 56,8 37 596
Anti-sepsia dos tetos apds a ordenha
Sim 4 25,0 12 75,0 16 758
Nao 34 54,0 29 46,0 63 567
Fornecimento de alimento durante ordenha
Sim 15 429 20 57,1 35 652
Néo 23 52,3 21 47,7 44 569
Linha de ordenha
Sim 33 55,9 26 44 1 59 545
Nao 5 27.8 13 722 18 757

*Média aritmética
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Tabela 9. Nivel de significancia (p) dos modelos finais de regressao logistica, valores de Odds
Ratio (OR) e nivel de significancia (p) para variaveis utilizadas nos modelos de acordo com as

situacoes estudadas

Modelo final de regressao logistica ] > Shuages 3 7
Graus de liberdade 10 8 7 7
Nivel de significéncia (p) 0,0007 0,0242 0,0338 0,0010
Possiveis fatores de risco OR* p OR p OR p OR p
Ordenha mecénica balde ao pé 1,66 035 062 047 - - 0,12 0,01
Ordenha manual 0,47 0,19 - - - - 0,06 0,02
60 a 79% de vacas na lactagao 1,2 e 3 1,71 035 331 020 278 022 051 055
80 a 100% de vacas na lactagdo 1,2 e 3 0,30 000 064 047 028 002 021 0,03
Curral como local de ordenha 0,52 0,20 - - 0,32 0,08 - -
Nao realiza exame dos primeiros jatos 064 049 029 024 048 040 - &
Nao realiza antissepsia antes da ordenha 0,46 0,27 - - 762 017 - -
Nao realiza antissepsia apés a ordenha 3,00 0,10 - - 029 0,33 - -
Fornece alimento durante a ordenha - - . . - - 2,68 0,09
Nao realiza linha de ordenha - - - - - 6,75 0,06
Nao realiza linha de ordenha e/ou fornece 233 003 i i i i
alimento durante a ordenha
N&o realiza antissepsia apos a ordenha e/ou ) 757  0.06 ) ) . i
fornece alimento durante a ordenha ' '

Auséncia de agua quente ou ndo - - 297 017 - - - -
treinamento do ordenhador

Auséncia de + de 1item relacionado a - - 1,50 0,55 - - - -
higiene'

Numero de vacas em lactagdo™* 1,00 0,03 1,01 0,03 1,00 0,34 - -

"OR — Odds Ratio (estimador do risco relativo); **“Numero de vacas em lactagdo foi utilizada no modelo como variavel
continua; ' Agua quente, detergente alcalino, detergente acido e treinamento do ordenhador

CONCLUSOES

A anti-sepsia dos tetos antes e apos a
ordenha, a linha de ordenha, o nao
fornecimento de alimento durante a ordenha
foram identificados como procedimentos
que contribuiram para evitar altas contagens
de células somaticas no rebanho. A adocao
destes procedimentos pode reduzir a medio
ou curto prazo a CCSLT.
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CAPITULO 2

FONTES DE VARIACAO PARA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS EM VACAS
LEITEIRAS

(Variation sources for somatic cell counts in dairy cows)
RESUMO

Avaliaram os fatores responsaveis pela variagdo da contagem de células somaticas (CCS) em
vacas. Foram coletadas 3.987 amostras de leite de 2.657 animais oriundos de 24 rebanhos
leiteiros localizados nos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais. As amostras de leite foram
usadas para a CCS e a identificacao de patogenos da mastite de junho de 2002 a julho de
2003. Estatisticas descritivas, teste t de Student para amostras independentes e modelos
lineares generalizados foram usados para avaliar a CCS de acordo com a presencga ou
auséncia da infecgcao intramamaria. Os modelos lineares generalizados identificaram os efeitos
de rebanho, animal dentro de rebanho, ordem de parto, estagdo do ano, presenca de infeccao
intramamaria e infeccao intframamaria causada por Streptococcus agalactiae e Streptococcus
spp. que nao S. agalactiae como significativos na variagao da CCS. Os efeitos de rebanho e de
animal dentro de rebanho foram responsaveis por mais de 60% da variacao da CCS. O efeito
de animal dentro de rebanho foi maior que o efeito de rebanho. Presenga de infeccao
intramamaria foi o fator predominante responsavel pelo aumento da CCS. Animais com
infecgao intramamaria apresentaram aproximadamente o dobro da CCS em relagao a animais
nao infectados. Foi observado efeito especifico dos patégenos na variagao da CCS. O leite de
vacas infectadas com S. agalactiae apresentou a maior média de CCS (1.520.000 células/ml).

Palavras-chave: mastite bovina, contagem de células somaticas, qualidade do leite

ABSTRACT

Factors that influence the cows variation of somatic cell count (SCC) were evaluated. A total of
3,987 milk samples were colected from 2,657 dairy cows in 24 herds located in Minas Gerais
and Rio de Janeiro States. The milk samples were colected to SCC and identification of mastitis
pathogens from June 2002 to July 2003. Descriptive statistics, Student t test for independent
samples and generalized linear models were used to evaluate SCC according to presence or
absence of inframammary infection. The generalized linear models identified the effects of herd,
animal within herd, parity, year season, intramammary infection and infection caused by
Streptococcus agalactiae and Streptococcus spp. except S. agaleciiae as significant on SCC
variation. The effects of herd and animal within herd were responsible for more than 60% of
SCC variation. The effect of animal within herd was higher than the effect of herd. Presence of
intramammary infection was the predominant factor responsible for the SCC increasing.
Animals with intramammary infection presented SCC about two fold higher than animals without
infection. The specific effect of mastitis agents on SCC variation was observed in the study. Milk
samples from infected cows with S. agalactiae presented the highest medium value of SCC
(1.520.000 cells/ml).

Key-words: bovine mastitis, somatic cell counts, milk quality
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INTRODUCAO

A contagem de células somaticas (CCS) de
vacas tem sido usada como ferramenta para
monitorar 0s niveis de mastite em rebanhos
leiteiros. Varios fatores podem influenciar a
variacao da CCS, como idade, ordem de
parto, periodo de lactacao, més e estacao
do ano, entre outros, porém o estado de
infeccao e o principal fator responsavel pela
variagao da CCS (Harmon, 1994).

A mastite é reconhecida como uma doenca
fortemente relacionada ao manejo do
rebanho e considera-se que 90% dos casos
de mastite sao controlados com o manejo
conforme Current...(1996). Apesar da que a
caracteristica de rebanho ser, as vezes,
considerada a principal fonte de variagao,
existe grande variagdo de resposta entre os
animais para caracteristicas idénticas de
manejo.

Estudos tém mostrado que a relativa
importancia do rebanho em explicar a
variagao da CCS é menor que a variagdo
devido a vaca individualmente (Kennedy et
al., 1982, Vecht et al,, 1989, Schepers et
al.,1997). Schepers et al. (1997) mostraram
que o componente de variagao explicado
por vacas individuais para a CCS & muito
maior do que o explicado para rebanho. O
objetivo do estudo foi determinar os fatores
gue influenciam a CCS de vacas.

MATERIAL E METODOS
Amostra

O trabalho foi conduzido em 24 rebanhos
bovinos leiteiros dos Estados de Minas
Gerais e Rio de Janeiro, em trés etapas, de
junho de 2002 a julho de 2003. Os rebanhos
foram selecionados de acordo com o
histéorico da CCS dos rebanhos. Os
rebanhos se localizavam nos municipios de
Juiz de Fora-MG (1), Coronel Pacheco-MG
(2), Matias Barbosa-MG (1), Belo Horizonte-
MG (1), Rio Preto-MG (3), Areal-RJ (1),
Valenca-RJ (2), Conservatéria-RJ  (2),
Itaperuna-RJ (4), Porciuncula-RJ (4) e
Natividade-RJ (3). Foram coletadas no total

3.987 amostras de leite oriundas de 2.657
animais.

Coleta de amostras de leite

Foram coletadas amostras de leite trés
vezes de todos os animais em lactacao,
excluindo os que apresentaram mastite
clinica no momento da coleta e que estavam
sendo submetidos a algum tipo de
tratamento com antibidticos. As amostras
para exames bacteriologicos foram obtidas
imediatamente antes da ordenha apos
cuidadosa anti-sepsia dos tetos com alcool
a 70% (v/v). As amostras de leite foram
acondicionadas em caixas isotérmicas com
gelo reciclavel e transportadas dentro de 24
horas para os laboratorios da Embrapa
Gado de Leite. Os procedimentos de coleta
das amostras de leite foram de acordo com
Brito (2001) e Harmon et al. (1990). As
amostras de leite dos animais para CCS
foram coletadas em frascos especificos
contendo o conservante Bonopol® e para
exames bacteriologicos em frascos estéreis.

Analises laboratoriais

A CCS do leite dos animais foi realizada no
Laboratorio de Qualidade do Leite da
Embrapa Gado de Leite em equipamento
automatizado por meio de citometria de
fluxo (Bentley — Somacount 300) de acordo
com o Milk...(1995).

Os patogenos da mastite foram identificados
no Laboratério de Microbiologia do Leite da
Embrapa Gado de Leite.

Para isso, semeou-se 0,01 ml de cada
amostra de leite, com alga calibrada
descartavel, em cada quadrante de uma
placa de agar-sangue preparado com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas e foi
feita a primeira leitura, seguindo-se nova
incubacdo por mais 24 horas para a
segunda leitura. As coldnias isoladas no
agar-sangue foram observadas quanto a
morfologia, tamanho, pigmentacao e
presenga de hemodlise. Os microrganismos
isolados foram observados ao microscopio
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por meio de esfregacos corados pelo
método de Gram. A significancia do numero
de colénias dos microrganismos isolados foi
interpretada segundo critérios propostos
pelo Laboratory...(1987).

Os microrganismos foram identificados a
partir de subcultivos em placas de agar-soja
tripticaseina, de acordo com
recomendagOes de Harmon et al. (1990).
Bactérias do género Streptococcus foram
identificadas pela auséncia de produgao de
catalase e pelos testes de CAMP (Christie,
Atkins e Munch-Peterson), hidrolise do
hipurato de sodio, crescimento em meio
com 6,5% de NaCl e hidrdlise da esculina. A
classificacao foi feita de acordo com Hoblet
et al. (1986) da seguinte maneira: (1) S.
agalactiae. reacao positiva nos testes de
CAMP e hidrélise do hipurato de soddio,
crescimento variavel em meio com 6,5% de
NaCl e reacao negativa no teste de hidrélise
da esculina, (2) Streptococcus spp. esculina
positivos (ESCPOS): reagao variavel no
teste de CAMP, na hidrélise do hipurato e
em meio com 6,5% de NaCl e resultado
positivo na hidrélise da esculina. Neste
grupo incluem-se S. uberis, S. bouvis,
especies de Enterococcus e outras espécies
de Streptococcus que hidrolisam a esculina
e (3) Streptococcus spp. esculina negativos
(ESCNEG): reagao negativa no teste de
CAMP, de hidrolise da esculina e do
hipurato de sodio e auséncia de
crescimento em presenca de 6,5% de NaCl.
Neste grupo estao incluidos S. dysgalactiae
e outros Streptococcus spp. esculina-
negativos.

As bactérias do género Staphylococcus
foram classificadas em coagulase negativos
e Staphylococcus aureus de acordo com a
producao de catalase, coagulagdo do
plasma de coelho e producao de acetoina.
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Bastonetes =~ Gram-positivos  pequenos,
pleomoérficos e nao esporulados, com
morfologia semelhante a difterdides, foram
identificados como Corynebacterium spp.
Para isso, as seguintes caracteristicas
foram observadas: colonias pequenas,
circulares, esbranquicadas ou cremosas,
apresentando superficie rugosa, com 1 a 2
mm de diametro, visiveis somente apos 48
horas de incubagao e encontradas nas
areas mais gordurosas onde se semeava 0
leite, auséncia de hemdlise no agar-sangue
e producao de catalase.

Amostras consideradas contaminadas foram
aquelas em que houve crescimento de trés
ou mais coldnias diferentes no isolamento
primario, sem o predominio de nenhuma
delas. Para analise estatistica, os
patogenos da mastite identificados como
ESCPOS e ESCNEG foram agrupados
como ‘“Streptococcus spp. que nao S.
agalactiae’.

Analise estatistica

As analises dos dados foram realizadas
utilizando-se o  programa  estatistico
SAS/STAT® (1990) e Statistical...(1998).

A variacao da CCS dos animais foi avaliada
por meio da aplicacao dos modelos lineares
generalizados (Dohoo et al. 2003). Os
valores de CCS foram transformados para
escore linear (EL) de acordo com Philpot e
Nickerson (1991) (Quadro 2). O EL foi
medido para cada animal e o periodo de
lactacao (PEL) foi codificado em intervalos
de 19 dias (1 para 0 a 19 dias apos parto, 2
para 20 a 39 dias apods parto, etc.). Para
vacas com mais de 300 dias de lactagao foi
dado o codigo 16 e com mais de trés partos
foi codificado como 4 (OPA = 4). A
codificacao do periodo de lactacdo e ordem
de parto foi feita de acordo com Schepers et
al. (1997).




Quadro 1. Relagao entre escore linear e contagem de células somatica usada para analise de

variancia (ANOVA)

Contagem de céelulas somaticas (x1.000/ml)

Escore linear Ponto médio Variacao
0 12,5 0-17
1 25 18 -34
2 50 35-70
3 100 71-140
4 200 141 - 282
5 400 283 - 565
6 800 566 — 1.130
7 1600 1.131 - 2.262
8 3200 2.263 - 4.525
9 6400 > 4.525

Fonte: Philpot e Nickerson (1991)

Para os animais que nao apresentaram
crescimento  bacteriano nros  exames
microbiologicos, 0 modelo linear
generalizado usado foi 0 seguinte:

Yiik!mn = 1,1 + REB, + ANIi (H.) + ANOk+ EST| -+
OPAm + PELn + €jjkimn

onde:

Yixmn = valores observados (EL),

u = constante associada a cada observagao,
REB, = efeito fixo do rebanho i (i = 1 a 24),

ANI; (H)) = efeito aleatério de animal (j=1 a
1152) dentro do rebanho i,

ANOy = efeito fixo do ano (k= 1 ou 2)

EST, = efeito fixo da estagdodoano (I=1a
4)

OPA,, = efeito fixo da ordem de parto (m = 1
a4)

PEL, = efeito fixo do periodo de lactagao (n
=1a16)

Eijiimn = €I70 aleatorio

Para avaliar a variagao do EL dos animais
que apresentaram crescimento bacteriano
nos exames microbiolégicos, os dados
foram analisados usando o mesmo
procedimento citado anteriormente, porém
neste modelo foi incluida uma nova fonte de

variagao denominada presenca de infeccao
intramamaria (PIN). A PIN foi codificada
como 1 para auséncia de infeccao e 2 para
presenga de infecgao. As codificacdoes do
PEL e da OPA foram realizadas de forma
semelhante a analise anterior. Para esta
segunda situagao o modelo foi o seguinte:

Yikmno = 1 + REB; + ANI; (H) + ANO, + EST,
+ OPA, + PEL, + PINO + €jxmno

onde:

Yikmno = valores observados (EL),

1 = constante associada a cada observacao,
REB, = efeito fixo do rebanho i (i = 1 a 24),

ANI; (H)) = efeito aleatério de animal (j=1 a
1152) dentro do rebanho i,

ANQ, = efeito fixo do ano (k= 1 ou 2)

EST, = efeito fixo da estacdo doano (=1 a
4)

OPA,, = efeito fixo da ordem de parto (m = 1
ad)

PEL, = efeito fixo do periodo de lactagao (n
=1a16)

PINo = efeito fixo da presenca de infecgao
intramamaria (o =1 ou 2)

8jjimno = €ITO aleatorio
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Um terceiro modelo, apresentado a seguir,
foi proposto para avaliar a variagao do EL
de acordo com o tipo de microrganismo
isolado. As codificagoes do PEL e da OPA
foram semelhantes as anteriores, porém, a
presenca da infeccao intramamaria foi
subdividida de acordo com o agente
responsavel pela infeccdo: S. aureus
(STAPHA), S. agalactiae (STRAG),
Streptococcus spp. que nao S. agalactiae
(STREP), Staphylococcus spp. coagulase
negativo (STACN) e Corynebacterium spp.
(DIPT), codificando-se 1 para auséncia, e 2
para presenca do patégeno.

Yijklmno =Ml + HEB, + ANII (H,) + ANOk + EST|
+ OPA, + PEL, + STAPHA, + STRAG, +
STREP, + STACN; + DIPT; + €jjimnopars
onde:

Yikimnopars = Valores observados (EL),

L = constante associada a cada observagao,

REB, = efeito fixo do rebanhoi (i = 1 a 24),

ANI; (H;) = efeito aleatdrio de animal (j=1 a
1152) dentro do rebanho i,

ANO, = efeito fixo do ano (k=1 ou 2)

EST, = efeito fixo da estacdo doano (I=1 a
4)

OPA, = efeito fixo da ordem de parto (m = 1
a4)

PEL, = efeito fixo do periodo de lactagdo (n
=1a16)

STAPHA, = efeito fixo da presenca de
infec¢ao por S. aureus (0 = 1 ou 2)

STRAG, = efeito fixo da presenca de
infec¢ao por S. agalactiae (o = 1 ou 2)

STREP, = efeito fixo da presenca de
infeccao por Streptococcus spp. que nao
STRAG (o=10u?2)

STACN, = efeito fixo da presenca de

infeccao por Staphylococcus spp. coagulase
negativo (0 = 1 ou 2)
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DIPT, = efeito fixo da presenga de infeccao
por Corynebacterium spp. (0 =1 ou 2)

€ijimnopgrs = €170 aleatdrio

Estatisticas descritivas (média aritmética e
geométrica, desvio padrao e mediana)
foram utilizadas para avaliar a CCS dos
animais de acordo com o0s agentes da
mastite, presenca de infeccdo e tipos de
infeccao e para avaliar a média do escore
linear de acordo com a ordem de parto e
presencga de infec¢do. Foi aplicado o teste t
para amostras independentes descrito por
Sampaio (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O nudmero de resultados de exames
microbiologicos e de CCS usados para as
analises estatisticas foi de 3.749 amostras.
Dos resultados usados para analise
estatistica, 1.139 (30,3%) néao apresentaram
crescimento bacteriano e em 2.614 (69,7%)
foi identificado a presenca de pelo menos
um patdégeno da mastite. Do total de
amostras que apresentaram crescimento
bacteriano, foi observada infecgao mista em
404 (15,5%) amostras. Entre as amostras
de leite que apresentaram crescimento
bacteriano, foram isolados 826 (31,6%)
Corynebacterium spp., 790 (30,2%) &S.
aureus, 551 (21,1%) S. agalactiae, 466
(17,8%) Staphylococcus spp. coagulase
negativo e 351 (13,4%) Streptococcus spp.
que nao S. agalactiae. Foram isolados
Corynebacterium spp., Streptococcus spp.
que nao S. agalactiae e Staphylococcus
spp. coagulase negativo em todos os
rebanhos. Do total de amostras de animais,
238 (5,8%) amostras foram classificadas
como contaminadas no exame
microbiologico de acordo com Harmon et al.
(1990).

Médias aritmética e geométrica, desvios
padrao e medianas da CCS de acordo com
o resultado dos exames bacteriologicos sao
apresentados na Tab.1. Amostras de leite
sem crescimento bacteriano apresentaram
em media 264.000 células/ml, com 50,0%
das amostras com CCS menor ou igual a
24.000 células. Em amostras de leite com
isolamento de pelo menos um patogeno da




mastite, a media da CCS foi de 779.000
celulas/ml e 50,0% das amostras
apresentaram valor igual ou maior que
342.000 células/ml.

Entre os patégenos isolados, o responsavel
pela maior elevagdo da CCS foi S.
agalactiae, com média aritmética de
1.520.000 e 50,0% das amostras com valor
igual ou maior que 923.000 células/ml. S.
aureus e Silreptococcus spp. que ndo S.
agalactiae  foram  responsaveis  pela
segunda e terceira maior elevagdo da CCS,
com medias da CCS de 966.000 e 894.000
células/ml e com 50,0% das amostras com
valores da CCS iguais ou maiores que
509.000 e 641.000 células/ml,
respectivamente.

Corynebacterium spp. e Staphylococcus
spp. coagulase negativo apresentaram em
media a CCS de aproximadamente 400.000
células/ml. Cinglienta por cento das
amostras com isolamento de
Corynebacterium spp. e Staphylococcus

valores da CCS iguais ou menores que
166.000 e 205.000 células/ml. Entre os
patogenos classificados como primarios, no
minimo, 50% das amostras apresentaram a
CCS acima de 500.000 celulas/ml e aqueles
classificados como secundarios, mais de
50% das amostras apresentaram a CCS
abaixo de 205.000 células/ml.

Resultados encontrados neste estudo e por
Brito et al. (1999), mostram grande variagao
da CCS e de percentual de quartos
mamarios com CMT positivo em funcao dos
agentes isolados. O valor da CCS dos
animais também é influenciado pela ordem
de parto, periodo de lactagdo, estacao do
ano e manejo do rebanho conforme Harmon
(1994), Schepers et al. (1997) e Leavens et
al. (1997). A variacao da CCS entre animais
para o mesmo patogeno provavelmente foi
relacionada a caracteristicas individuais
como idade, ordem de parto e periodo de
lactagao, conforme resultados encontrados
anteriormente por Schepers et al. (1997) e
Leavens et al. (1997).

spp. coagulase negativo apresentaram

Tabela 1. Variacao da CCS (x1.000/ml) de acordo com a presenca de infeccao intramamaria,
presenca de infeccao mista, tipo de infeccdo mista e tipo de agente etiolégico

Fonte de . 1 Media Desvio Média .

variagcao CRilpoona B aritmética padrao geométrica Medlaia

Presenca de Nao 1137 264 611 22 24

infeccao Sim 2612 779 1.070 228 342

STAPHA 790 966 1.072 371 509

Agente STRAG 551 1.520 1.559 662 923

etioldgico STREP 351 894 922 449 641

STACN 466 422 633 125 205

DIPT 826 410 561 94 166

" amostras com resultados do exame microbiologico; STAPHA — Staphylococcus aureus; STRAG — Streptococcus
agalactiae; STREP - Streptococcus sp. que ndo S. agalactiae; STACN — Staphylococcus sp. coagulase negativo; DIPT
— Corynebacterium sp.

Os valores de EL transformados para CCS
encontrados por Wilson et al. (1997a) para
amostras de leite com e sem isolamento
variaram de 71.000 a 140.000 e de 141.000
a 282.000, respectivamente. Os valores
medios encontrados nesse estudo foram
maiores que os encontrados por Wilson et
al. (1997), mas ao se analisar a média
geometrica e a mediana, os dados foram
semelhantes. Em relagcdo as estatisticas
descritivas da CCS para Staphylococcus
spp. coagulase negativo e Corynebacterium
spp., observou-se um discreto aumento em

relagio aos que ndo apresentaram
crescimento  bacteriano, sendo esses
resultados semelhantes aos encontrados
por Elvinger e Natzke (1992), Harmon
(1994) e Wilson et al. (1997).

Os resultados encontrados no estudo e por
Wilson et al. (1997) para amostras de
animais com isolamento de S. aureus, S.
agalactiae, Staphylococcus spp. coagulase
negativo e Corynebacterium bovis
mostraram o mesmo comportamento em
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relacdo a variagao da CCS de acordo com
0s agentes.

Os resultados relativos a estatistica
descritiva da CCS de acordo com o tipo de
bactéria envolvida na infecgao intramamaria
mostraram que os patogenos classificados
como primarios (S. aureus, S. agalactiae e
Streptococcus spp. que nao S. agalactiae) e
secundarios (Staphylococcus spp.
coagulase negativo e Corynebacterium spp.)
foram os responsaveis pelas maiores e
menores variagoes da CCSs
respectivamente, conforme Harmon (1994)
e resultados apresentados por Nickerson e
Boddie (1994). Resultados encontrados
neste e em outros estudos mostraram que
patégenos da mastite causam processos
inflamatérios com intensidade diferente
(Haas et al., 2002).

Tabela 2. Analise de variancia da CCS de animais
no exame bacteriologico

Para avaliar a variacado da CCS em
amostras de leite de acordo com o0s
resultados do exame bacterioldgico, levando
em conta o efeito de rebanho,
caracteristicas dos animais, ano de coleta e
estacao do ano foram usados resultados de
1.761 amostras oriundas de 1.154 animais.
O modelo linear generalizado para amostras
de leite sem crescimento bacteriano foi
significativo (p<0,001) e explicou 80,5% da
variagao da CCS. As fontes de variagcao que
foram significativas no modelo estavam
relacionadas ao rebanho, animal dentro de
rebanho e ordem de parto (Tab.2). As
variaveis ano de coleta, estagao do ano e
periodo de lactagdo nao apresentaram
efeito significativo sobre a CCS. Efeito de
animal dentro de rebanho seguido pelo
efeito de rebanho explicaram a maior parte
da variagdo da CCS, contribuindo com
aproximadamente 67%.

classificados como nao infectados com base

Fonte de variagao gl SQ F P CCP
Rebanho 21 792,2 11,33 b 8,2
Animal dentro de rebanho 1153 5910,7 1,54 b 61,4
Ano de coleta 1 11,4 3,44 ns 0,1
Estacao do Ano 3 22,3 2,23 ns 0,2
Ordem de parto 3 29,2 2,93 * 0,3
Periodo de lactagao 15 51,2 1,02 ns 0,5
Erro 564 1878,6 - - -
Total corrigido 1760 8695,6 - - -
*p<0,05; *** p<0,001; SQ - soma dos quadrados; gl — grau de liberdade; F — valor do teste de Fisher; p — nivel de

significancia; CCP - coeficiente de correlagéo parcial.

O modelo linear generalizado usado para
avaliar a presenca de infeccdo foi
significativo (p<0,001) e explicou 80,7% da
variagao da CCS (Tab.3). As fontes de
variacao significantes no modelo foram
relativas ao rebanho, animal dentro de
rebanho, ordem de parto e presenca de
infeccao. Os efeitos de animal dentro de
rebanho e de rebanho foram, juntos,
responsaveis por 68,0% da variacao total da
CCS. Por meio da soma dos quadrados, a
orcem de grandeza dos efeitos foi
semelhante a encontrada para amostras
sem crescimento bacteriano.

O modelo linear generalizado considerando
o tipo de infecgao foi significativo (p<0,001)
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e explicou 81,7% da variagcao da CCS
(Tab.4). Os efeitos significativos foram
relativos ao rebanho, animal dentro de
rebanho, ordem de parto, estacao do ano,
presenca de S. agalactiae e de
Streptococcus spp. que nao S. agalactiae.
Ano de coleta, periodo de lactacao,
presenca de S. aureus, Staphylococcus spp.
coagulase negativo e Corynebacterium spp.
nao foram significantes estatisticamente. O
efeito de animal dentro de rebanho foi o
maior responsavel pela variacdo da CCS,
seguido pelo efeito de rebanho, alcancando
juntos aproximadamente 70,0% da variacao
total.




Tabela 3. Analise de variancia da CCS de animais classificados como infectados com base no

exame bacteriolégico

Fonte de variacao gl SQ F p CDP
Rebanho 21 748,5 10,77 7.8
Animal dentro de rebanho 1151 5804,8 1,52 o 60,5
Ano de coleta 1 12,5 3,79 ns 0.1
Estagao do Ano 3 22,1 2,23 ns 0,2
Ordem de parto 3 327 3,29 . 0,3
Periodo de lactagao 15 447 0,9 ns 0,5
Presenca de infecgao 1 13,8 4,17 * 0,1
Erro 559 1850,1

Total corrigido 1754 8529,2

* p<0,05; """ p<0.001; *p<0,05; *** p<0,001; SQ - soma dos quadrados; gl — grau de liberdade; F — valor do teste de
Fisher; p — nivel de significancia; CCP - coeficiente de correlagao parcial.

Os valores de CCS foram transformados
para EL com objetivo de comparar médias
de acordo com ordem de parto e presenca
de infecgao. As médias da CCS de acordo
com a ordem de parto e presenca de
infeccao intramamaria estao apresentadas
na Tab.5. As medias da CCS para animais
sem presenca de infecgdo na primeira,
segunda e acima da segunda lactagao

foram crescentes e diferentes, mostrando
gue o aumento da CCS esta efetivamente
associada as lactagbes (p<0,01). A mesma
diferenca entre os partos foi observada para
animais que apresentaram presenga de
infeccao (p<0,01). Foi tambéem observada
diferenca entre as medias da CCS de
animais com e sem infeccao dentro das
mesmas lactagdes (p<0,01).

Tabela 4. Analise de variancia da CCS de animais classificados como infectados de acordo

com o agente com base no exame bacteriologico

Fonte de variacao gl sSQ F p ccpP
Rebanho 21 4214 6,36 e 54
Animal dentro de rebanho 1151 5039,8 1,39 64,3
Ano de coleta 1 11,2 3,54 ns 0,1
Estacdo do Ano 3 36,4 3,85 " 0,5
Ordem de parto 3 28,8 3,04 ¥ 0.4
Periodo de lactagao 15 42,0 0,89 ns 0,5
STAPHA 1 0,0 0,00 ns 0,0
STRAG 1 71,0 22,50 b 0,9
STREP 1 34,4 10,90 . 0,4
STACN 1 26 0,83 ns 0,0
DIPT 1 0,9 0,31 ns 0,0
Erro 555 1752,1
Total corrigido 1754 7440,6

* p<0.05; ** p<0,01; *** p<0,001; *p<0,05; *** p<0,001; gl — grau de liberdade; F — valor do teste de Fisher; p — nivel de
significancia; CCP — coeficiente de correlagdo parcial: STAPHA — S. aureus; STRAG — S. agalactiae; STREP —
Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae; STACN — Staphylococcus spp. coagulase negativo; DIPT — Corynebacterium

spp.
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O efeito da ordem de pario influenciou o
aumento da CCS nos  animais,
independente da presenca ou auséncia de
infeccao, estando de acordo com o0s
resultados encontrados por Schepers et al.
(1997) e Leavens et al. (1997). O aumento
discreto da CCS com o avanco da idade e
periodo de lactacdo em animais sem
infeccao intramamaria foi observado no
presente estudo, conforme Harmon (1994).
Entretanto, a variacao da CCS em animais
sem infeccao de acordo com a ordem de
parto poderia também ser causada por

resultados falso negativo no exame
bacteriologico. Como a presenca da
infecgao foi significativa no segundo modelo
linear generalizado e os valores médios da
CCS dos animais de acordo com ordem de
parto, foi aproximadamente duas vezes
maior para amostras com isolamento em
relagaio as que nao apresentaram
crescimento bacteriano (Tab.5), o estado de
infeccao foi o principal fator responsavel
pela variagao da CCS, relatado por Harmon
(1994).

Tabela 5. Médias do escore linear da CCS de acordo com a ordem de parto e presenca de

infeccao
Presenca de infecgdo intramamaria
Ordem de parto Nao Sim

n Media n Média

1 265 1,45% 401 383"

2 184 2,17% 438 4,41%®

>=3 309 2. 78% 764 4,81%

E i 1137 2920 2612 4,53°

Letras minusculas e mailsculas distintas nas linhas e colunas, respectivamente, indicam valores estatisticamente
diferentes (p<0,05) pelo teste t de Student para amostras independentes; T — sem considerar ordem de parto.

Ao avaliar os resultados da andlise de
variancia da CCS de acordo com o tipo de
infeccdo, foi verificado que entre os
patogenos isolados, somente as presencgas
de S. agalactiae (p<0,001) e Streptococcus
spp. que nao S. agalactiae (p<0,01) foram
significativas e nos resultados da estatistica
descritiva foram maiores em relagao aos
isolamentos de  Staphylococcus  spp.
coagulase negativo e Corynebacterium spp.

Apesar da presenca de S. aureus nao ter
sido significativa no modelo linear
generalizado, observaram-se altos valores
para CCS nas estatisticas descritivas. Do
total de amostras de leite com isolamento de
S. aureus, 50,0% das amostras apresentou
valores maiores que 501.000 células/ml. Os
resultados mostraram que houve -efeito
e=necifico de patogenos na variagdo da

5, conforme proposto por Haas et al.
~u02).

e acordo com Reneau (1986) e descrito no

Current...(1996), o manejo do rebanho é
fundamental no controle da mastite e
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consequlentemente na variagao da CCS,
mas foi verificado no estudo que a maior
variagao na CCS dos animais nao foi devida
a caracteristicas de rebanho, como o
manejo, e sim entre animais submetidos a
caracteristicas idénticas de manejo. O
resultado encontrado para as principais
fontes de variacdo sobre a CCS mostrou
gue o efeito de rebanho foi menor que o
efeito de animais dentro de rebanho,
estando este de acordo com os resultados
encontrados por Kennedy et al. (1982),
Vecht et al. (1989) e Schepers et al. (1997).
Nos modelos lineares generalizados
utiizados, foi considerado o efeito
relacionado a caracteristica individual, como
ordem de parto e periodo de lactagao, mas
de acordo com os resultados encontrados
no estudo, houve outras caracteristicas
relacionadas aos animais submetidos ao
mesmo manejo que ©0s tornaram
susceptiveis a infecgbes intramamarias, e
consequentemente responsaveis pela
variacao da CCS.




CONCLUSOES

A infeccao intramamaria foi o fator
predominante responsavel pelo aumento da
CCS das vacas leiteiras. Os microrganismos
patogénicos da mastite causam efeito
especifico no aumento da CCS.
Streptococcus agalactiae foi a bactéria
responsavel pelo maior aumento da CCS de
vacas. Outros fatores que explicaram o
aumento da CCS de wvacas foram
associados ao rebanho, animal dentro de
rebanho, ordem de parto e estacdo do ano.
Os efeitos de animal dentro de rebanho
seguido pelo de rebanho foram os maiores
na variagao da CCS.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRITO, J. R. F. Coleta de amostras de leite
para determinagdo da composicdo quimica
e contagem de células somaticas. Juiz de
Fora: Embrapa Gado de Leite, 2001. 16 p.
(Circular Técnica, 62).

BRITO, M. A. V. P.; BRITO, J. R. F;
RIBEIRO, M. T.; VEIGA, V. M. O. Padrao de
infeccao  intramamaéria em  rebanhos
leiteiros: exame de todos os quartos
mamarios das vacas em lactagdo. Arquivo
Brasileiro de Medicina \Veterindria e
Zootecnia, v. 51, n. 2, p. 129-135, 1999.

CURRENT concepts of bovine mastitis.
Madison: National Mastitis Council, 1996. 64
p.

DOHOQO, I.; MARTIN, W.; STRYHN, H.
Veterinary epidemiologic research.
Charlottetown: AVC , 2003. 706 p.

ELVINGER, F.; NATZKE, R. P. Elements of
mastitis control. In: VAN HORN, H. H;
WILCOX, C . J. Large dairy herd
management. Champaign: American Dairy
Science Association, 1992. p. 440-447.

HAAS, Y.; BARKEMA, H. W.; VEERKAMP,
R. F. The effect of pathogen-specific clinical
mastitis on the lactation curve for somatic
cell count. Journal Dairy Science, v. 85, n. 5,
p. 1314-1323, 2002.

HARMON, R. J. Physiology of mastitis and
factors affecting somatic cell counts. Journal
Dairy Science, v. 77, n. 7, p. 2103-2113,
1994.

HARMON, R. J.; EBERHART, R. J;
JASPER, D. E. et al. Microbiological
procedures for diagnosis of bovine udder
infection.  Arlington:  National  Mastitis
Council, 1990. 34 p.

HOBLET, H.; HUESTON, W. D. et al.
Mastitis microbiology simplified. Bovine
Practioner, n. 21, p. 77-78, 1986.

KENNEDY, B. W.; SETHAR, M. S.; TONG,
A. K.; W.; MOXLEY, J. E. Environmental
factors influencing test-day somatic cell
counts in Holstein. Journal Dairy Science, v.
65, n.2, p. 275-280, 1982.

LABORATORY and field handbook on
bovine mastitis. Arlington: National Mastitis
Council, 1987. 208 p.

LEAVENS, H.; DELUYKER, H.
SCHUKKEN, Y. H. et al. Influence of parity
and stage of lactation on the somatic cell
count in bacteriologically negative dairy
cows. Journal Dairy Science, v. 80, n. 12, p.
3219-3226, 1997.

MILK: enumeration of somatic cells.
Brussels: IDF, 1995. 8p. IDF Standard 148A.

NICKERSON, S. C.; BODDIE, R. L. Effect of
naturally  occurring  coagulase-negative
staphylococcal infections on experimental
challenge with major mastitis pathogens.
Journal Dairy Science, v. 77, n. 9, p. 2526-
2536, 1994.

OSTERAS, O.; EDGE, V. L.; MARTIN, S. W.
Determinants of success or failure in the
elimination of major mastitis pathogens in
selective dry cow therapy. Journal Dairy
Science, v. 82, n. 6, 1221-1231, 1999.

PHILPOT, W. N.; NICKERSON, S. C.
Mastitis: counter attack. A strategy to
combat mastitis. Naperville: Babson Bros.,
1991. 150 p.

RENEAU, J. K. Effective use of Dairy Herd
Improvement somatic cells counts in mastitis
control. Journal Dairy Science, v. 69, n.6.
p.1708-1720, 1986.

51




SAMPAIO, |. B. M. Estatistica aplicada a
experimentacao animal. Belo Horizonte:
Fundagcao de Ensino e Pesquisa em
Medicina Veterinaria e Zootecnia, 1998. 221

p.

SAS/STAT user’s guide, version 6. Cary:
SAS, 1990.

SCHEPERS, A. J; LAM, T. J. G. M;
SCHUKKEN, Y. H. et al. Estimation of
variance components for somatic cell counts
to determine thresholds for uninfected
quarters. Journal of Dairy Science, v. 80, n.
8, p. 1833-1840, 1997.

52

STATISTICAL Package for the Social
Science, version 8. 0. Chicago: SPSS, 1998.

VECHT, U.; WISSELINK, H. J.; DEFIZE, P.
R. Dutch national mastitis survey. The effect
of herd and animal factors on somatic cell
count. Netherland Milk Dairy Journal, v. 43,
n.4, p. 425-435, 1989.

WILSON, D. J.; GONZALEZ, R. N.; DAS, H.
H. Bovine mastitis pathogens in New York
and Pensilvania: prevalence and effects on
somatic cell count and milk production.
Journal Dairy Science, v. 80, v. 10, p. 2592-
2598, 1997.




CAPITULO 3

FATORES DE RISCO PARA MASTITE SUBCLINICA EM VACAS LEITEIRAS
ORDENHADAS MECANICAMENTE

(Risk factors to subclinical mastitis in dairy cows milked with milking machine)
RESUMO

Avaliaram-se fatores de risco para mastite subclinica em 24 rebanhos de vacas leiteiras
localizados nos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais. Os rebanhos foram selecionados de
acordo com o histdrico da contagem de células somaticas (CCS) e informagao prévia sobre o
manejo. Os rebanhos foram classificados em dois grupos com base na média geométrica da
CCS em menor que 250.000 células/ml e maior que 750.000 células/ml. Foram coletadas 3.987
amostras de leite de 2.657 animais para identificagdo de patogenos da mastite. Informagdes
sobre os rebanho, animais, manejo e equipamento de ordenha foram obtidas por meio de um
questionario. A analise estatistica foi realizada por meio da aplicagao do teste do qui-quadrado,
analise de correspondéncia e modelos de regressao logistica. Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalatciae estavam associados ao grupo com CCS maior que 750.000
celulas/ml e Sireptococcus spp. que ndo S. agalactiae, Staphylococcus spp. coagulase
negativo e Corynebacterium spp. ao grupo com CCS menor que 250.000 células/ml. Fatores de
risco para mastite subclinica relacionado aos animais, manejo e equipamento de ordenha
foram identificados no estudo. O maior risco identificado no estudo foi a selecao de animais
para o tratamento a secagem, com risco relativo de 15,50 para infecgao intrama maria
causada por Streptococcus agalactiae. O maior nimero de fatores de risco identificados no
estudo foi relacionado ao manejo do rebanho. Identificar e quantificar fatores de risco para
mastite pode priorizar procedimentos que visam a redugdo de mastite no rebanho a curto e
médio prazo.

Palavras-chave: mastite bovina, fatores de risco, bactérias.
ABSCTRACT

Risk factors to subclinical mastitis were evaluated in 24 dairy herds located .in Rio de Janeiro e
Minas Gerais state. The herds were selected according to somatic cell count (SCC) and
previous information about the management. The herds were classified into two groups based
on geometric mean of SCC in lower than 250.000 cells/ml and higher than 750.000 cells/ml.
Three thousand nine hundred eighty seven milk samples were colected from 2.657 dairy cows
for identification of mastitis pathogens. Information about herd, animals, management and
milking machine was obtained through application of a questionnaire. Qui-square test,
correspondence analysis and logistic regression models were used for statistics analysis.
Staphylococcus aureus and Streptococcus agalatciae were associated with group with SCC
higher than 750.000 cells/ml and Streptococcus spp. except S. agalactiae, Staphylococcus spp.
coagulase negative and Corynebacterium spp. with group lower than 250.000 cells/ml. Risk
factors to subclinical mastitis associated with animals, management and milking machine were
identified. The highest risk factor identified was the selection of animal for dry cow treatment,
with relative risk of 15,50 for intramammary infection caused by Streptococcus agalactiae. The
higher number of risk factors identified was associated with herd management. To identify and
quantify risk factor to mastitis can prioritize procedures that decrease of the herd mastitis cases
in short and medium time.

Key words: bovine mastitis, risk factors, bacterias.
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INTRODUGCAO

Programas de controle e prevencao de
mastite visam principalmente reduzir o
aparecimento de novos casos, diminuir a
duracdo e eliminar as infeccoes ja
estabelecidas. Para isso, € preciso a rapida
identificagcao e ftratamento dos casos
clinicos, terapia da vaca seca em todos os
animais, desinfeccdo dos tetos apds a
ordenha, descarte de animais cronicamente
infectados e rotina de manutengao e
avaliacao do funcionamento do
equipamento de ordenha.

O Conselho Nacional de Mastite dos
Estados Unidos (NMC) recomenda um
programa de controle de mastite formado
pelos pontos citados  anteriormente
associados a analises laboratoriais para
CCS e identificacao de microrganismos
causadores de mastite. A importancia do
suporte laboratorial na identificagao de
agentes da mastite & evidenciada de varias
formas para o programa de controle da
doenga (Brito et al,, 1999). O impacto da
implementagao de estratégias de controle
da mastite tem sido muito bem sucedido em
controlar  microrganismos  contagiosos,
porém ©0s ambientais tiveram sua
importancia ampliada (Bradley, 2002).

A necessidade de identificar objetivamente
os fatores de risco associados com doengas
particulares € importante, pois possibilita
direcionar e priorizar procedimentos que
visam o controle e erradicacao (Thrusfield e
Noordhuizen, 1997). Trabalhos sobre
fatores de risco estao sendo realizados por
pesquisadores, que  buscam novos
conhecimentos para prevenir e controlar as
mastites. Peeler et al. (2000) identificaram
como principal fator de risco para novas
infeccoes  intramamarias  caracteristica
relacionada ao animal.

Com o aumento da produgcao e
produtividade dos rebanhos leiteiros no
Brasil, ha uma tendéncia em trabalhar com
equipamentos mecanicos para realizacao
da ordenha. O objetivo do estudo foi
identificar fatores de risco para mastite
subclinica em vacas de rebanhos leiteiros
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ordenhados mecanicamente localizados nos
Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS
Rebanhos

O trabalho foi conduzido em rebanhos
bovinos leiteiros dos Estados de Minas
Gerais e Rio de Janeiro, em trés etapas, no
periodo de junho de 2000 a julho de 2003.
Na primeira etapa, foram enviados
aproximadamente 300 questionarios (Anexo
1) aos responsaveis pelos rebanhos ligados
a cooperativas, laticinios, industrias e a uma
associagao de criadores envolvidos no
programa de CCS do rebanho. Os técnicos
encarregados de aplicar os questionarios
foram treinados pela equipe do projeto para
padronizagao dos procedimentos de
preenchimento e respostas. O questionario
teve como objetivo obter informagdes sobre
a composicao do rebanho, manejo e
procedimentos higiénicos adotados durante
a ordenha, higienizagao da ordenhadeira
mecanica e ao controle e prevencao de
mastite. Um total de 175 questionarios foi
devolvido para os autores. Calculou-se a
média geométrica dos resultados de seis
CCS consecutivas do rebanho
correspondendo a um periodo maximo de
seis meses e a, pelo menos, uma analise
mensal. As seis analises utilizadas para o
calculo da média geométrica foram as trés
anteriores e as trés seguintes em relagao a
data de aplicacao do questionario. Os
guestionarios devolvidos apos dezembro de
2001 nao foram considerados no trabalho.

Na segunda etapa, por meio da analise de
conglomerados (Dohoo et al, 2003) com
base na CCS dos 175 rebanhos e utilizacao
de equipamento de ordenha, foram
selecionados 48 rebanhos para a aplicacao
de um segundo questionario (Anexo 2). A
aplicacao dos questionarios foi realizada no
periodo de janeiro a marco de 2002. Apos a
analise dos dados foram selecionados 24
rebanhos para acompanhamento individual
das vacas em lactacao  durante
aproximadamente 12 meses (terceira
etapa). Os rebanhcs selecionados se
localizavam nos municipios (Figura 1) de




Juiz de Fora-MG (1), Coronel Pacheco-MG
(2), Matias Barbosa-MG (1), Belo Horizonte-
MG (1), Rio Preto-MG (3), Areal-RJ (1),
Valenca-RJ (4), Itaperuna-RJ (4),
Porciuncula-RJ (4) e Natividade-RJ (3). Os
24 rebanhos foram divididos em dois grupos
de acordo com o histérico da CCS. O Grupo
1 foi formado por rebanhos que obtiveram
média geométrica menor ou igual a 250.000
células/ml (n=16) e o Grupo 2 por rebanhos
com media geométrica maior ou igual a
750.000 células/ml (n=8).

Na terceira etapa, foram realizadas analises
de amostras de leite de todos os animais em
lactacao para identificacdo de patogenos da
mastite e amostras de leite do rebanho para
CCS em trés diferentes épocas do ano.
Apods a Ultima coleta das amostras de leite
foi aplicado um novo questionario (Anexo 3)
com objetivo de identificar fatores de risco
para infecgdao intramamaria associados a
higiene e saude do rebanho, controle e
prevengdo da mastite, funcionamento,
manutengado e higienizagao do equipamento

de ordenha. O questionario aplicado neste
momento compreendia uma se¢ao com
entrevista com ordenhadores e gerentes
dos rebanhos, outra com observagoes
visuais de equipamento e procedimentos de
ordenha, e uma terceira para obtencédo de
dados relativos ao funcionamento do
equipamento de ordenha, utilizando-se
instrumentos especializados (Medidor de
vazao da bomba de vacuo Westfalia®,
Pulso Test Westfalia® e Surge® Digital
Vacuum). Foram coletados também dados
sobre as caracteristicas individuais dos
animais em lactacao submetidos a coleta de
amostras de leite. Os dados individuais
obtidos de animais foram: ordem de parto,
data do parto, profundidade do Ubere,
equilibrio do Ubere, escape de leite no
momento da ordenha e presenca de lesao
no ubere e/ou tetos no momento da
ordenha. A coleta das amostras de leite e a
aplicacao dos guestionarios foram
realizadas de junho de 2002 a julho de
2003.
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Figura 1 — Distribuicao espacial dos rebanhos amostrados de acordo com 0s municipios dos

KINAS GERAIS

O
Legenda
Minas Gerais Rio de Janeiro

1 Belo Horizonte 6 Areal
2 Coronel Pacheco 7 Porciuncula
3 Juiz de Fora 8 Natividade
4 Matias Barbosa 9 ltaperuna
5 Rio Preto 10 Valenca

Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais, 2000/2003.
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Calculo do tamanho da amostra para
estimar a relagao de expostos e doentes
com base nas informagdes obtidas na
primeira e segunda etapa

O calculo para estimar o risco minimo a ser
detectado e o tamanho da amostra, com
objetivo de identificar fatores de risco para a
mastite, foi realizado de acordo com Graat
et al. (1997), utilizando-se as formulas
apresentadas a seguir:

n={Za.[(1+12c).p . (1 =p)" + ZB.[p1 .

(1-p1)+po. (1 -po):c] ¥ + (p1 - po)®
sendo que,

p =(pl+c.po)+(1+c)eq'=1-p e
pl= (po.R)+[1+po.(R-1)]

onde:

po — freqléncia relativa de expostos entre
os controles (animais nao doentes),

p1 —freqliéncia relativa de expostos entre
0s casos (animais doentes ou infectados),

p’ - média ponderada de expostos para
numere de casos e controles,

¢ — razao entre animais nao-
doentes/doentes (numero de controles por
caso),

R - risco minimo a ser detectado,

Za- corresponde ao nivel de confianga (1 —
o),

Zp3 - corresponde ao poder do teste (1 — ),

Para o presente estudo, foi considerado
parapo=20%,c=1,R=15Zo=196¢
Z3=0,80. Com base nas estimativas de
freqUéncia relativa de expostos entre os
controles, risco minimo a ser detectado,
razao entre animais nao-doentes/doentes,
nivel de confianga e poder do teste foi
calculado que seriam necessarios 518
“casos” e 518 “controles”, totalizando 1.038
animais.

Amostra

Foram coletadas no total 3.987 amostras de
leite oriundas de 2.657 animais. O primeiro
e segundo grupos foram compostos por
2325 e 1.662 amostras de leite
provenientes de 1.418 e 1.129 animais,
respectivamente. O numero de amostras
para cada grupo foi superior ao nimero de
animais pois houve animais submetidos a
duas ou trés coletas.

Coleta de amostras de leite

As amostras de leite do rebanho para CCS
foram coletadas em frascos especificos
contendo o conservante Bonopol®. As
amostras de leite dos animais para exames
bacteriologicos foram coletadas de todos os
animais em lactagao, excluindo os que
apresentaram mastite clinica no momento
da coleta e que estavam sendo submetidos
a algum tipo de tratamento com antibioticos.
As amostras para exames bacteriologicos
foram obtidas imediatamente antes da
ordenha apos cuidadosa anti-sepsia dos
tetos com alcool a 70% e colhidas
diretamente em frascos estéreis. As
amostras de leite foram acondicionadas em
caixas isotérmicas com gelo reciclavel e
transportadas dentro de 24 horas para os
laboratérios da Embrapa Gado de Leite. Os
procedimentos de coleta das amostras de
leite foram de acordo com Brito (2001) e
Harmon et al. (1990).

Andlises laboratoriais

A CCS dos rebanhos foi realizada no
Laboratério de Qualidade do Leite da
Embrapa Gado de Leite em equipamento
automatizado por meio de citometria de
fluxo descrito em Milk...(1995).

Os agentes da mastite foram identificados
no Laboratdrio de Microbiologia do Leite da
Embrapa Gado de Leite. Para isso, semeou-
se 0,01 ml de cada amostra de leite, com
alca calibrada descartavel, em cada
quadrante de uma placa de agar-sangue
preparado com 5% de sangue desfibrinado
de carneiro. As placas foram incubadas a
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37°C por 24 horas e foi feita a primeira
leitura, seguindo-se nova incubagdo por
mais 24 horas para a segunda leitura. As
colénias isoladas no a&gar-sangue foram
observadas quanto a morfologia, tamanho,
pigmentacao e presenga de hemodlise. As
colonias isoladas foram observadas ao
microscopio por meio de esfregagos
corados pelo metodo de Gram. A
significancia do numero de colénias dos
microrganismos isolados foi interpretada
segundo critérios propostos pelo
Laboratory...(1987).

Os microrganismos foram identificados a
partir de subcultivos em placas de agar-soja
tripticaseina, de acordo com
recomendacdoes de Harmon et al., (1990).
Bactérias do género Streptococcus foram
identificadas pela auséncia de producao de
catalase e pelos testes de CAMP (Christie,
Atkins e Munch-Peterson), hidrélise do
hipurato de sodio, crescimento em meio
com 6,5% de NaCl e hidrdlise da esculina. A
classificacao foi feita de acordo com Hoblet
et al. (1986) da seguinte maneira: (1) S.
agalactiae. reagao positiva nos testes de
CAMP e hidrélise do hipurato de sodio,
crescimento variavel em meio com 6,5% de
NaCl e reacao negativa no teste de hidrolise
da esculina, (2) Streptococcus spp. esculina
positivos (ESCPQOS): reacao variavel no
teste de CAMP, na hidrélise do hipurato e
em meio com 6,5% de NaCl e hidrolise da
esculina. Neste grupo incluem-se S. uberis,
S. bovis, espécies de Enterococcus e outras
espécies de Streptococcus que hidrolisam a
esculina e (3) Streptococcus spp. esculina
negativos (ESCNEG): reagao negativa no
teste de CAMP, de hidrolise da esculina e
do hipurato de sdédio e auséncia de
crescimento em presenca de 6,5% de NaCl.
Neste grupo estao incluidos S. dysgalactiae
e outros Streptococcus spp. esculina-
negativos.

As bactérias do género Staphylococcus
foram classificadas em coagulase negativos
e Staphylococcus aureus de acordo com a
producao de catalase, coagulagdo do
plasma de coelho e producac de acetoina.
Bactérias do género Pseudomonas foram
identificadas pela reagao positiva nas
provas de catalase e oxidase, produgao de
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pigmento em meio de agar-soja tripticaseina
e reacao oxidativa em meio de Hugh e
Leifson.

Bastonetes = Gram-positivos  pequenos,
pleomorficos e nao esporulados, com
morfologia semelhante a difteroides, foram
identificados como Corynebacterium bovis
pela auséncia de inibicao no teste de
CAMP, reacao negativa no testes de
hidrolise da gelatina e do amido e producao
de urease e catalase. Estes testes foram
realizados para todos os isolados com
caracteristicas de difteroides dos primeiros
oito rebanhos. Posteriormente, devido ao
grande numero de amostras isoladas,
optou-se por classifica-las como
Corynebacterium spp. Para isso, as
seguintes caracteristicas foram observadas:
colénias pequenas, circulares,
esbranquicadas ou cremosas, apresentando
superficie rugosa, com 1 a 2 mm de
diametro, visiveis somente apos 48 horas de
incubagdo e encontradas nas areas mais
gordurosas onde se semeava o leite,
auséncia de hemolise no agar-sangue e
producdo de catalase. Os esfregacos
dessas culturas corados pelo Gram
evidenciaram bastonetes Gram-positivos
com morfologia tipica de difterdides.

Amostras consideradas contaminadas foram
aquelas em que houve crescimento de trés
ou mais colénias diferentes no isolamento
primario, sem o predominio de nenhuma
delas. Para analise estatistica, os
patogenos da mastite identificados como
ESCPOS e ESCNEG foram agrupados
como “Streptococcus spp. que nao S,
agalactiae”.

Anadlise estatistica

As analises dos resultados foram realizadas
utiizando-se o  programa  estatistico
SAS/STAT® (1990) e Statistical...(1998).

Com os dados de cada coleta foram
calculadas as freqléncias de mastite
subclinica por rebanho de duas formas: sem
considerar o tipo de agente isolado, e de
acordo com o agente isolado. Foi
considerada a freqUéncia media do rebanho
e a meédia aritmética das fregliéncias de




cada coleta. Para calculo da freqiéncia do
rebanho para cada coleta dividiu-se o
numero de amosiras com isolamento do
agente pelo numero total de amostras
coletadas. Calculou-se a correlagao entre a
prevaléncia de mastite subclinica dos
rebanhos e a CCS do rebanho por meio da
correlagao de Pearson, descrito por
Sampaio (1998).

Para calcular a média geométrica da CCS
dos grupos 1 e 2 foram utilizadas as medias
geométricas da CCS dos rebanhos. O teste
do qui-quadrado foi utilizado para verificar a
associacao entre os rebanhos classificados
de acordo com a analise de conglomerados
e a presenca de infec¢ao intramamaria, e
tipos de patogenos da mastite.

Para avaliar associacdes entre os tipos de
patogenos causadores de mastite e
rebanhos classificados de acordo com a
CCS e ordem de parto foi utilizada a analise
de correspondéncia pelo método de
normalizagdo candnica descrito por Souza
et al. (2002). Os patogenos foram
classificados em S. aureus, S. agalactiae,
Sireptococcus spp. que ndo S. agalactiae,
Staphylococcus spp. coagulase negativo e
Corynebacterium spp. e os partos foram
classificados em 1, 2, 3 e = 4. Para esta
analise foram usados os resultados das
amostras de leite que apresentaram apenas
um tipo de patogeno. Para avaliar a media
do escore linear de acordo com a ordem de
parto, foi aplicado o teste T para amostras
independentes, descrito por Sampaio
(1998).

Para a analise dos fatores de risco foram
utilizados modelos de regressao logistica
descrito por Lemeshow e Hosmmer (1984),
Hosmmer e Lemeshow (1989) e Frankena e

Graat (1997). A estratégia para construgcao
do modelo final de regressao logistica foi
baseada em Frankena e Graat (1997).
Foram realizadas analises bivariadas para
testar associagbes entre cada variavel
independente do modelo de regressao
logistica (fatores de risco). O “Teste t" foi
usado para variaveis continuas e o Teste
Qui-quadrado  (x°)  para  variaveis
categoricas. O critério de decisao para a
escolha dos fatores de risco foi aquele que
oferecia explicagao biologica coerente para
presenca do patégeno que na associacao
apresentaram P<0,20. ApOs a selecao das
possiveis variaveis independentes foi
aplicada uma série de modelos de
regressao logistica tendo como variavel
dependente (variavel resposta) a presenca
do patogeno da mastite (Quadro 1), e como
variaveis independentes (Quadro 2) os
fatores anteriormente  selecionados e
relacionados as caracteristicas do rebanho,
praticas de manejo durante a ordenha,
procedimentos relacionados ao controle e
prevencao da mastite e equipamento de
ordenha. Apos a sele¢ao do modelo final de
regressao logistica foram observados os
coeficientes beta (B) de cada variavel
independente para se estimar o grau de
risco ("ODDS RATIO” — OR). O numero
maximo de variaveis independentes usados
nos modelos foi calculado em funcao do
numero de rebanhos classificados de
acordo com as situagdes estabelecidas na
primeira etapa.

A construgao final do modelo de regresséo
logistica baseou-se nas recomendacoes de
Frankena e Graat (1997) e variaveis
selecionadas pelo comando “stepwise” na
geragdo de um modelo de regressao
logistica pelo programa SAS/STAT® (1990).
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Quadro 1. Variaveis dependentes e respostas usadas nos modelos finais de regresséo logistica

de acordo com os agentes da mastite

Variavel Significado Respostas

STAPHA  Presenca de infecgao intramamaria causada por Staphylococcus aureus Néo = 0;
Sim=1

STRAG Presenca de infecgao intramamaria causada por Streptococcus agalactiae  Nao = 0;
Sim =1

STREP Presenca de infecgéo intramamaria causada por Streptococcus spp. que ndo Nao = 0;
o S. agalactiae Sim=1

STACN Presenca de infeccdo intramamaria causada por Staphylococcus spp. Né&o = 0;
coagulase negativo Sim =1

DIPT Presenca de infecgao intramamaria causada por Corynecbacterim spp. Nao = 0;
Sim=1

Os modelos finais de regressé@o logistica
sao apresentados a seguir.

Para Staphylococcus aureus (STAPHA):

LOGIT (Yijklmnopgrst) = B¢ + By (i) + Ba(j) +
Ba(k) + Ba(l) + Bs(m) + Be(n) + P7(0) + Ps(p) +
Ba(@) + Ba(r) + Psls) + Poft), onde
Yijklmnopqrst é a variével dependente
(STAPHA), “i" & LABS, /" TSEC, “k” SELE,
“" COMO, “m” MOMJ, n” IMCJ, “0” PRESS,
“p” FORN, “q" INSE, “r" IDAD, “s” PESO e ‘"
TIPOC.

Para Streptococcus agalactiae (STRAG):

LOGlT (Yijktmmp) = Bo + B4(i) + B20) + Ba(k)
+ Ba(l) + Ba(m) + Ba(n) + Ba(o) + Pa(p), onde
YerImnop € a variavel dependente
(STRAG), “" & ESC, “J" LABS, “k” TIPOC e
“" COMO, “m” é SELE, “n” EQ, "0" LINH e
“p” FORN.

Para Streptococcus sp. que nao S.
agalactiae (STREP):
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LOGIT (Yijkimnopg) = Bo + B4(i) + Ba() +
Ba(k) + Ba(l) + B2(m) + Ba(n) + Ba(0) + Ba(p).
onde Yikimnop é a variavel dependente
(STREP), "i” € PROF, “j” ESC, “k” ALIM e "
LAVA, “m” e PRED, "“n” TIPOC, “0” POSD,
“p” PESO e “q” TROC.

Para  Staphylococcus sp. coagulase
negativo:
LOGIT (Yijkimnopgrstu) = Bo + B1(i) + B2(j) +

Ba(k) + Bal) + Bs(m) + PBe(n), onde
Yijkimnopgrstu & a variavel dependente
(STACN), " & LAGO, ‘" LABS, “k” LAVA, “I”
PRED, “m” MOMJ, “n” PRESS, “0”" PREI, “p”
INSE, “g” ALIM, “r’ & EXTR, “s” KPAC, “’
FREQP e "u" TREL

Para Corynebacterium spp.:

LOGIT (Yijklmnop Bo + B )+ Palk

+ Ba(l) + Bs(m) + Bs(n), onde Yljklmnop é a
variavel dependente (DIPT), “i" € COMOQ, ‘"
PRED, "k” FORN, “I" ALIM, “m” IDAD, “n”
FADP, “0" LAVA, e “p" PROF.




Quadro 2. Variaveis independentes, significados e respostas usadas nos modelos finais de
regressao logistica para avaliar fatores de risco associados aos agentes da mastite.

Variavel Significado Respostas
PROF Profundidade do ubere Sobre o jarrete = 1;
Abaixo e junto do jarrete = 0
EQ Equilibrio do ubere Sim=1;Nao=0
ESC Escape de leite Ndo=1;Sim=0
LAGO Animais com acesso a lago, agudes ou tanques Nao=1;Sim=0
LABS Utiliza servico laboratorial (microbiologia) para diagndstico Sim=1; Nao=0
dos casos de mastite
TSEC Faz tratamento da vaca seca (infusdo de antibidtico Sim=1; Ndo=0
intramamario)
SELE Seleciona animais para o tratamento da vaca seca Nao=1;Sim=0
LAVA Lava os tetos antes da ordenha e como lava Sim, com agua corrente = 1;
Nao lava ou lava com pano
comum =0
COMO Como seca os tetos apds lavagem Papel toalha individual = 1;
Pano comum ou jornal = 0
PRED Realiza desinfeccao dos tetos antes da ordenha Sim=1;Ndo=0
MOMJ Momento do exame dos primeiros jatos Antes da lavagem e secagem =
1; entre lavagem e secagem,
apos desinfeccao = 0
IMCT Imerséo dos conjuntos de teteiras em solugdo desinfetante Nao=1, Sim=0
entre a ordenha de animais
PRESS E feito pressao sobre o conjunto de teteiras no final da Ndo=1;Sim=0
ordenha
POSD Realiza desinfeccao dos tetos apds a ordenha Sim=1;Nao=0
TIPOC Tipo de caneca usada na desinfecgao dos tetos antes e Sem retorno = 1; Com retorno =
depois da ordenha 0
FORN Fornece leite mastitico para bezerros Ndo=1;Sim=0
PREI Prepara o animal adequadamente para aplicacdo de Sim=1;Nao=0
antibiotico intramamario
INSE Utiliza a técnica de insercdo parcial da canula na aplicagdo Sim = 1; Ndo =0
de antibidtico intramamario
LINH Faz linha de ordenha Sim=1;Nao=0
ALIM Alimenta os animais apos a ordenha Sim = 1; Nao (antes ou durante
a ordenha) =0
IDAD Idade do equipamento de ordenha (anos) 1ad4=1;6a12=0
PESO Peso do conjunto de teteiras (Kg) 1,56220=1;22a385=1
EXTR Possui extratores automaticos do conjunto de teteiras Sim=1;Nao=0
KPAC Nivel de vacuo na ponta da teteira (Kpa) Adequado (42 a 46) = 1,
Inadequado (>42 e <46)=1
FADP Funcionamento adequado dos pulsadores Sim=1;Nao=0
FREQP Frequéncia de pulsagao Adequado (entre 55 e 65 bpm)
=1; Inadequado (<55 e >65
bpm) =0
TROC Fregliéncia de troca dos insufladores Adequada = 1; Inadequada =0
TREI Ordenhadores foram treinados para realizagdo de ordenha Sim =1;Ndo =0
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base no historico da CCS do rebanho
e aplicacao de questionario prévio em 48
rebanhos, foram selecionados 24 rebanhos
para acompanhamento. Durante 13 meses
(junho/02 a julho/03), amostras de leite total
dos 24 rebanhos e dos animais em lactagao
foram coletadas para CCS e exame
bacteriolégico, respectivamente. Foram
coletadas 72 amostras de leite do rebanho e
3.987 de animais. O numero de resultados
de exames microbiologicos usados para as
analises estatisticas foi de 3.749 amostras
de leite de animais. Dos resultados usados
para analise estatistica, 1.139 (30,3%)
amostras nao apresentaram crescimento
bacteriano e em 2614 (69,7%) foi
identificada a presenca de pelo menos um
agente infeccioso da mastite. Do total de
amostras que apresentaram crescimento
bacteriano, foi observada infecgao mista em
404 (15,5%). Entre as amostras de leite que
apresentaram crescimento  bacteriano,
foram isolados 826 (31,6%)
Corynebacterium spp., 790 (30,2%) S.
aureus, 551 (21,1%) S. agalactiae, 466
(17,8%) Staphylococcus spp. coagulase
negativo e 351 (13,4%) Streptococcus spp.
que nao S. agalactiae. Foi isolado
Corynebacterium spp., Streptococcus spp.
que nao S. agalactiae e Staphylococcus
spp. coagulase negativo em todos os
rebanhos. Do total de amostras de animais,
238 (5,8%) amostras foram classificadas
como contaminadas no exame
microbiologico de acordo com Harmon et al.,
(1990).

Dos 24 rebanhos, em 23 (95,8%) foram
isolados S. aureus e em 18 (75,0%) S.
agalactiae. A amplitude da frequéncia de
infeccoes intramamarias causadas por S.
aureus, Corynecbacterium spp., S.
agalactiae, Streptococcus spp. que nao S.
agalactiae e Staphylococcus spp. coagulase
negativo dos rebanhos variou
respectivamente de 2,4 a 53,9%; 1,0 a
46,0%; 0,3 a 49,6%:; 1,0 a 32,0% e 29 a
39.3%. Os resultados apresentados
mostraram que S. aureus e
Corynebacterium spp foram o0s mais
frequentes agentes causadores de mastite
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subclinica em rebanhos leiteiros. Do total de
rebanhos estudados, 18 (75,0%)
apresentaram pelo menos um animal
infectado por S. agalactiae e 9
apresentaram frequéncia meédia variando de
7,1 a 49,6%. O isolamento de Streptococcus
spp. que nao S. agalactiae e
Staphylococcus spp. coagulase negativo em
todos os rebanhos, com freqléncia média
variando de 1,0 a 39,3% mostrou que existe
a necessidade de reduzir a exposigao dos
animais a estes microrganismos,
principalmente por meio da limpeza do
ambiente e procedimentos de desinfeccao
dos tetos.

O numero de isolamentos de agentes da
mastite de acordo com o tipo e o grupo de
rebanhos classificados com base na analise
de conglomerados € apresentado na Tab.1.
Verificou-se um  percentual maior e
significativo (P<0,001) de isolamentos de S.
aureus e S. agalactiae no  grupo
representado pelos rebanhos com CCS
maior que 750.000 células/ml, enquanto no
grupo formado pelos rebanhos com CCS
menor que 250.000 células/ml houve maior
percentual de isolamentos de Streptococcus
spp. que nao S. agalactiae, Staphylococcus
spp. coagulase negativo e Corynebacterium
spp. Os resultados apresentados mostram
que patogenos do ambiente, como os
estreptococos, foram importantes
causadores de mastite em rebanhos com
baixa CCS. O papel dos microrganismos
ambientais em rebanhos com baixa CCS
foram discutidos por Leigh (1999) e Bradley
(2002), mas deve-se levar em consideragao
também Staphylococcus spp. coagulase
negativo e Corynebacterium spp.

Os Grupos 1 e 2 foram formados por meio
de selecao previa dos rebanhos com base
no historico da CCS e andlise de
conglomerados. As meédias geométricas
(minimas e méaximas) da CCS do rebanho
para os Grupos 1 e 2 foram 279.000
(159.000 e 879.000) e 1.287.000 (457.000 e
2.311.000) células/mi respectivamente. Dos
16 rebanhos selecionados para compor o
Grupo 1, 10 apresentaram média
geométrica que variou de 253.000 a
879.000 ceélulas. Entre os 8 rebanhos




selecionados para compor o Grupo 2, 1
apresentou media geométrica menor que
750.000 celulas. Desta forma, com a
finalidade de avaliar associacao entre tipos
de agentes e a CCS procedeu-se a divisao
dos rebanhos em trés grupos. Os rebanhos
receberam nova classificagdo de acordo
com a média geométrica da CCS em menor
gue 250.000, entre 250.000 e 750.000, e
maior que 750.000 células/ml.

Os resultados obtidos na andlise de
correspondéncia para avaliar associagao
entre os tipos de isolamento e os trés
grupos revelaram que as dimensdes 1 e 2
foram responsaveis por 90,2 e 9.8% da

variabilidade dos dados, representados
graficamente na Figura 1. Considerando
apenas a dimensao 1, verificou-se

associacao entre a presenca de S. aureus e
S.  agalactiae com rebanhos  que

apresentaram a média geomeétrica da CCS
maior que 750.000 células/ml. Rebanhos
com meédia geométrica abaixo de 750.000
celulas/ml foram associados a presenca de
Streptococcus spp. que nao S. agalactiae,
Staphylococcus spp. coagulase negativo e
Corynebacterium spp. Os percentuais de
isolamentos de S. aureus e S. agalactiae no
Grupo 2 foi respectivamente de 30,2% e
32,6% e no Grupo 1 de 14,2% e 1,4%. Em
relacdo aos percentuais de isolamentos de
Streptococcus spp. que nao S. agalactiae,
Staphylococcus spp. coagulase negativo e
Corynebacterium spp. no Grupo 1 foram
10,7%, 13,5% e 25,9% e no Grupo 2 7,5%,
10,9% e 17,0%, respectivamente. As
diferencas entre o0s percentuais de
isolamentos de acordo com os tipos de
agentes revelaram-se  estatisticamente
significativas no teste do qui-quadrado
(Tab.1).

Tabela 1. Distribuicao de freqiéncia para os Grupos 1 (CCS < 250.000 células/ml) e 2 (CCS >
750.000 celulas/ml) de acordo com a presencga de infecgdo intramamaria e agentes envolvidos

na infeccao.
Grupo
Estado da gldndula mamaria 1 2
N % n %
Presenca de infecgdo*** N?O Gos 33 867 £140
Sim 1348 62,7 1266 79,0
Staphylococcus aureus™™ N.éo 1ea 958 1119 6.8
Sim 306 14,2 484 30,2
Streptococcus agalactiae™* N.éo &12n 780 o 6.4
Sim 30 1,4 522 32,6
Streptococcus spp. que ndo S. agalactiae™ N?O 1913 i 1363 e
Sim 231 10,7 120 7:5
. Nao 1859 86,5 1428 891
Staphylococcus spp. coagulase negativo Sim 291 135 175 10,9
Corynebacteriu m spp.*** Néo 1594 741 1331 83,0
Sim 556 25,9 272 17.0
Total 2150 100,0 1603 100,0
P<0,05; ** P<0.01; *** P<0,001 - Teste do qui-quadrado.
Para o Grupo 1, que apresentou média apresentaram isolamento de pelo menos

geometrica de 279.000 células/ml, o
percentual de amostras de leite com exame
bacteriologico positivo foi de 62,7%, com
variagado do percentual de animais
infectados em cada coleta de 26,1 a 87,9%.
No Grupo 2, com média geométrica de
1.287.000 células/ml, 80,5% das amostras

um agente da mastite. Neste grupo foi

observado que o percentual de animais
infectados por coleta variou de 63,6 a
100,0%. A diferenca entre os percentuais de
isolamentos, sem considerar os tipos de
agentes, foi significativa (P<0,001) entre os
Grupos 1 e 2.
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O resultado da analise de correspondéncia
para avaliar associacao entre ordem de
parto e tipo de infeccao intramamaria
encontrou 84,7% da variabilidade dos
dados, como pode ser observado na
representacao grafica da Figura 2. As
dimensoes 1 e 2 explicaram 66,2 e 18,5%,
respectivamente, da variabilidade dos
dados. As associagbes mais evidentes
foram entre Staphylococcus spp. coagulase
negativo e animais na primeira lactagao, S.
aureus e animais na terceira lactagao e
finaimente  entre S. agalactiae e
Streptococcus spp. que nao S. agalactiae
em animais com quatro ou mais lactagoes.

Os fatores de risco para presenga de S.
aureus sao apresentados na Tab.2. As
variaveis “fornecimento de leite de vacas
com mastite para bezerros” e "nao utilizagao
de servico laboratorial para diagndstico
bacteriologico” foram os maiores riscos
identificados para a presenga de S. aureus.
A presenga desses fatores representaram,
respectivamente, 5,10 e 4,12 vezes mais
chance para o isolamento de S. aureus das
vacas.

Foram identificados trés fatores de risco
relacionados aos  procedimentos no
momento da ordenha e trés relacionados a
terapia com antibidticos. Um fator de risco

associado ao equipamento de ordenha foi
identificado, = mostrando  que  vacas
ordenhadas em equipamentos com mais de
6 anos apresentavam 2,64 mais chance de
apresentar infecgao por S. aureus. O menor
risco identificado no estudo para infecgoes
intramamarias causadas por S. aureus foi
realizacdo dos exames dos primeiros jatos
entre a lavagem e secagem dos tetos ou
apds a secagem dos tetos. O risco
calculado foi de 1,40 vezes mais chances
de apresentar infeccao para o agente em
relacio a realizagdo do exame dos
primeiros jatos antes da lavagem dos tetos.

No caso do S. agalactiae, os fatores de risco
para presenca deste agente sao
apresentados na Tab.3. Animais
selecionados para o tratamento a secagem
em relagdo ao tratamento a secagem em
todos os animais apresentaram 15,50 vezes
mais chances de estarem infectados por S.
agalactiae, sendo este o maior risco
identificado na presente pesquisa. O
segundo maior risco identificado para S.
agalactiae foi nao utilizar o servigo
laboratorial para diagnostico bacterioldgico,
com 4,46 vezes mais chance de ocorréncia
de casos causados por este agente. Os
demais fatores de risco identificados foram
relacionados ao manejo do rebanho e as
caracteristicas  individuais das vacas.

Tabela 2. Modelo final de regressdo logistica com presenca ou auséncia de Staphylococcus

aureus como variavel dependente

Variavel Fator de Risco OR P
LABS Nao utilizar servigo laboratorial (microbiologia) 412
TSEC Nao realizar tratamento a secagem 2,71
SELE Selecionar animais para tratamento a secagem 2,44
COMO Utilizar pano comum ou jornal para secar tetas 3,23
MOMJ Realizar exames dos primeiros jatos entre a lavagem e secagem das 1,40 -
tetas ou apos a secagem das tetas
IMCJ Imergir o conjunto de teteiras em balde com solu¢ao desinfetante 3,17
entre a ordenha dos animais
PRESS Exercer pressao sobre o conjunto de teteiras no final da ordenha dos 0,40 B
animais
FORN Fornecer leite de vacas com mastite para bezerros 5,10
INSE Inserir toda canula da bisnaga do antibiético via intramamaria 2,23 s
IDAD Utilizar equipamentos de ordenha com mais de 6 anos 2,64
PESO Utilizar conjunto de teteiras com peso de 2,2 a 3,8 Kg 0.29 e
TIPOC Utilizar caneca com retorno para desinfeccao das tetas 0,16
Constante - NA NA

OR = odds ratio (risco relativo), P = nivel de significancia da variavel no modelo (™ <0,001; ** <0,01); NA = nao se
aplica; Goodness-of-fit Test (Teste da falta de ajustamento) = 0,95
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Tabela 3. Modelo final de regressao logistica com presenca ou auséncia de Streptococcus

agalactiae como variavel dependente

Variavel Fator de Risco OR P
ESC Apresentar escape de leite 2,21 b
LABS N&o utilizar servigo laboratorial (microbiologia) 4,46 e
TIPOC Utilizar caneca com retorno para desinfecgdo das tetas 3,07 o
COMO Utilizar pano comum ou jornal para secar tetas 0,61 o
SELE Selecionar animais para tratamento a secagem 15,50 i
EQ Apresentar Ubere desequilibrado 1,47 o
LINH Nao realizar linha de ordenha 4,24
COMA Comprar animais para reposi¢do do rebanho 2,36
Constante NA NA

OR = odds ratio (risco relativo), P = nivel de significancia da variavel no modelo (*** <0,001; ** <0,01); NA = nao se
aplica; Goodness-of-fit Test (Teste da falta de ajustamento) = 0,06

Para infecgoes causadas por
Staphylococcus spp. coagulase negativo, o
maior fator de risco identificado foi
relacionado a aplicagdo de antibidtico
intramamario (Tab.4). Foi observado que em
rebanhos que realizavam a insergao total da
canula da bisnaga de aplicacdo de
antibidtico  intramamario, os  animais
apresentaram 5,99 vezes mais chance de
estarem infectados por Staphylococcus spp.
coagulase negativo em relagao aos animais
submetidos a tecnica de insercao parcial.
Os demais riscos variaram de 1,50 a 2,58 e
foram relacionados aos procedimentos de
ordenha, manejo de ambiente e
equipamento de ordenha.

Fatores de risco para Corynebacterium spp.
sao apresentados na Tab. 5. Os maiores
riscos para infeccOoes causadas por
Corynebacterium spp. foram associadas ao
manejo do rebanho no momento da
ordenha. Utilizacdo de pano comum para
secar os tetos, nao realizar desinfeccao dos
tetos antes da ordenha e alimentar os
animais antes ou durante a ordenha
apresentaram risco entre 3,13 a 3,23. Os
demais fatores de risco identificados foram
associados ao manejo dos bezerros e
equipamento de ordenha.

Tabela 4. Modelo final de regressdo logistica com presencga ou auséncia de Staphylococcus
spp. coagulase negativo como varidvel dependente

Variavel Fator de Risco OR P
LAGO Animais terem acesso a lago, acudes ou tanques 2,07 o
LABS Nao utilizar servigo laboratorial (microbiologia) 0,26
LAVA Nao lavar os tetos ou lavar com pano comum 2,44 e
PRED N&o realizar desinfeccao das tetas antes da ordenha 0,45
MOMJ Realizar exames dos primeiros jatos entre a lavagem e secagem ou 2,58 o
apos a secagem dos tetos
PRESS Exercer pressado sobre o coletor de leite no final da ordenha 0,43 =
PREI Né&o preparar o animal adequadamente para aplicagao de 0,06 e
antibidtico intramamario
INSE Inserir toda canula da bisnaga do antibidtico via intramamaria 5,99 b
ALIM Alimentar animais antes ou no momento da ordenha 0,14 -
EXTR Nao possuir extratores automaticos do conjunto de teteiras 0,73 0,13
KPAC Apresentar niveis inadequados de vacuo na ponta da teteira 1,50 "
FREQP Apresentar freqiéncia de pulsagao inadequada dos pulsadores 0,67 =
TREI N&o treinar ordenhadores 0,70 "
Constante - NA NA

OR = odds ratio (risco relativo), P = nivel de significancia da variavel no modelo (*** <0,001; ** <0,01; *0,05); NA = nao
se aplica; Goodness-of-fit Test (Teste do bom ajustamento) = 0,57
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Tabela 5. Modelo final de regressado logistica com presenca ou auséncia de Corynebacterium
spp. como variavel dependente

Variavel Fator de Risco OR P
COMO Utilizar pano comum para secar tetas 3,13 o
PRED Nao realizar desinfecgao das tetas antes da ordenha 3,16 R
FORN Fornecer leite de vacas com mastite para bezerros 1,55 —
ALIM Alimentar animais antes ou no momento da ordenha 3,23 o
IDAD Utilizar equipamentos de ordenha com mais de 6 anos 1,67 et
EPIG Apresentar pulsadores funcionando inadequadamente 1,50 -
LAVA Nao lavar o ubere ou lavar com pano comum 115 0,23
PROF Apresentar base do ubere junto ou abaixo do jarrete 0,81 0,08
Constante - NA NA

OR = odds ratio (risco relativo), P = nivel de significancia da variavel no modelo (*** <0,001; ** <0,01); NA = nao se
aplica; Goodness-of-fit Test (Teste do bom ajustamento) = 0,16

Os fatores de risco associados a presenca ocorréncia de mastite subclinica causada
de Streptococcus spp. que nao S por Streptococcus spp. que nao S.

agalactiae nos animais sao apresentados na
Tab. 6. O maior risco identificado foi “nao-
realizar desinfeccao dos tetos antes da
ordenha”, com 5,72 vezes mais chance de

agalactiae. Os outros fatores de risco foram
associados aos procedimentos durante a
ordenha, equipamento de ordenha e
caracteristicas das vacas.

Tabela 6. Modelo final de regresséao logistica com presenca ou auséncia de Streptococcus spp.
gue ndo S. agalactiae como variavel dependente

Variavel Fator de Risco OR P
PROF Apresentar base do Ubere junto ou abaixo do jarrete 1,85 i
ESC Apresentar escape de leite 1,56 -
ALIM Alimentar animais antes ou no momento da ordenha 2,06 e
LAVA Nao lavar o Ubere ou lavar com pano comum 0,88 0,59
PRED Nao realizar desinfec¢do das tetas antes da ordenha 5.72 .
TIPOC Utilizar caneca com retorno para desinfeccao das tetas 2,60
POSD Nao realizar desinfec¢ao das tetas apds a ordenha 0,83 0,24
PESO Utilizar conjunto de teteiras com peso de 2,2 a 3,8 Kg 1,72 h
TROC Nao trocar insufladores em periodos recomendados (2.500 0,60 L
ordenhas ou semestralmente)
Constante - NA NA

OR = odds ratio (risco relativo), P = nivel de significancia da variavel no modelo (*** <0,001; ** <0,01); NA = nao se
aplica; Goodness-of-fit Test (Teste da falta de ajustamento) = 0,16

Fatores de risco relacionados a terapia com
antibidticos identificados no estudo foram
‘nao realizar tratamento a secagem”,
“selecao de animais para tratamento a
secagem” e “insercao total da canula da
bisnaga de antibidtico para aplicacao
intramamaria”. A nao execugac destes
procedimentos, bem como o procedimento
inadequado contribui para nao alcangar os
objetivos do programa de controle e
prevencao de mastite, proposto por Neave
et al. (1966), Dodd e Jackson (1971),
Elvinger e Natzke (1992), Allore et al. (1998)
e Recommended...(2001), que s&o reduzir o
numero de novas infecgoes, diminuir a
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duracdo e  eliminar infeccoes ja
estabelecidas por meio de terapias com
antibiotico. Reducao da duracao e a
eliminacdo das infecgoes ja estabelecidas
podem ser alcancadas com maior eficacia
por meio da terapia da vaca seca em todos
os animais, conforme Bradley (2002). A
alternativa para animais com infecgao
subclinica crénica e casos clinicos
esporadicos e que nao eliminaram a
infeccao apos terapia com antibioticos, é o
descarte destes animais descrito no
Recommended...(2001). As vacas nao
selecionadas para tratamento a secagem
podem manter a infeccao no rebanho. A




presenca de S. aureus e S. agalactiae
associada a trés ou mais lactagbes sugere
que a selecao de animais no tratamento a
secagem pode estar causando o quadro de
infecgao subclinica crénica, o que dificulta o
controle dessas infeccoes no rebanho.

A insercao total da cénula da bisnaga de
antibiético apresentou risco de 2,23 e 5,99
para as infecgdes causadas por S. aureus e
Staphylococcus spp. coagulase negativo em
relacdo a adogao correta do procedimento.
A adogao inadequada do método de
insercdo da canula de antibidtico para
tratamento a secagem ou de casos clinicos,
pode ter introduzido para o interior da
glandula  mamaria S. aureus  ou
Staphylococcus spp. coagulase negativos
localizados no duto do teto
(Reommended..., 2001; Brito et al., 2002).
Os resultados revelaram que a adocgdo
inadequada do procedimento de
administracao intramamaria de antibidtico
pode ter contribuido para aumentar o
numero de novas infecgbes causadas por S.
aureus e Staphylococcus spp. coagulase
negativo.

Equipamento de ordenha com mais de seis
anos, pulsadores funcionando
inadequadamente, pressdao de vacuo
inadequada na ponta das teteiras e conjunto
de teteiras com peso entre 2,2 e 3,8 Kg
foram identificados como fatores de risco
para S. aureus, Staphylococcus spp.
coagulase negativo, Corynebacterium spp. e
Streptococcus spp. que nao S. agalactiae.
Avaliacdo e manutencdo periddica no
equipamento de ordenha com objetivo de
atender as exigéncias minimas para
funcionamento  sem  comprometer a
integridade da pele e extremidade dos tetos
faz parte do programa de controle e
prevencdo da mastite, independente da
idade do equipamento de ordenha.
Equipamentos com maior tempo de uso
devem ser avaliados com maior freqliéncia
para evitar associagbes com casos de
mastite. A identificacao da pressdo de vacuo
inadequado na ponta do conjunto de teteiras
e funcionamento inadequado dos
pulsadores como fatores de risco para
Staphylococcus spp. coagulase negativo e
Corynebacterium spp. esta de acordo com

Mein et al. (2001), que afirmaram que a
manutencdao da integridade da pele e
extremidade dos tetos &€ uma parte de
qualquer programa de controle da mastite.
Alta pressao de vacuo na ponta das teteiras
e pulsadores funcionando inadequadamente
podem provocar edema e lesdes na
extremidade dos tetos e ordenha
incompleta. Estes fatores, isclados ou em
conjunto, podem promover condi¢coes para
novas infecgdes intramamarias nas vacas.
Caracteristicas relacionadas ao
equipamento de ordenha associada a casos
de mastite por estreptococos do ambiente
foram equipamentos que possuiam o
conjunto de teteiras com peso entre 2,2 a
3,8 Kilogramas. O peso do conjunto de
teteiras associado & caréncia de
manutencdo do equipamento de ordenha e
ordenha de tetos molhados podem
contribuir para o deslizamento do conjunto
de teteiras e possivel contaminacao dos
insufladores com bactérias do ambiente.
Fatores de risco identificados no estudo
associados ao equipamento de ordenha
provavelmente contribuiram para o aumento
do numero de novas infecgoes
intramamarias nos rebanhos. Os resultados
encontrados no estudo sdo semelhantes
aos de Baxter et al. (1992), Hamann et al.
(1992), Capuco et al. (1994) e Capuco
(2000) e mostraram a importancia do
funcionamento adequado do equipamento
de ordenha no controle e prevengao da
mastite. Avaliagao periodica do correto
funcionamento do equipamento de ordenha
e trabalho de motivagdao dos ordenhadores,
discutidos nos trabalhos de Spencer (2002)
e Cavazos (2003), podem ser formas de
identificar rapidamente possiveis problemas
com 0 equipamento, evitando assim o
aparecimento de novos casos de infecgoes
intramamarias.

Utilizagao de pano comum para secagem
dos tetos, imersdo do conjunto de teteiras
entre a ordenha dos animais, realizagéo do
exame dos primeiros jatos entre a lavagem
e secagem ou apos a secagem, nao
lavagem dos tetos antes da ordenha ou
lavagem com pano comum, nao desinfeccao
dos tetos antes da ordenha, alimentacao
dos animais antes ou durante a ordenha,
utilizagcao de caneca com retorno para
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desinfeccdo dos tetos e auséncia de linha
de ordenha foram fatores de risco
associados ao momento da ordenha que
provavelmente contribuiram para o aumento
da taxa de novas infecgoes intramamarias
nos rebanhos.

O maior risco associado ao momento de
ordenha foi auséncia de desinfecgao dos
tetos antes da ordenha. Animais néo
submetidos a este procedimento
apresentaram 5,72 vezes mais chance de
estarem infectados por Streptococcus spp.
que nao S.agalactiae. O pano comum usado
para secar 0s tetos, a solugao desinfetante
usada nas canecas com retorno e para
imersao do conjunto de teteiras, e as méaos
do ordenhador poderiam estar funcionando
como “ponte” ou fonte ambiental para
disseminar agentes da mastite entre o0s
animais do rebanho.

A pratica de iniciar a ordenha com exame
dos primeiros jatos e posteriormente lavar
os tetos, se necessario, seca-los com papel
toalha individual, assegura que somente
tetos limpos e secos sao ordenhados,
procedimentos recomendados por Brito et
al. (2002). Os procedimentos de limpeza e
desinfeccdo estavam sendo realizados
antes da realizacao do exame dos primeiros
jatos, ou seja, antes do contato da mao do
ordenhador com os tetos. Sugere-se que as
maos do ordenhador poderiam estar sendo
fonte de infeccao para os animais ou a
“ponte” entre animal infectado e susceptivel.

A imersao do conjunto de teteiras em
solucao desinfetante entre a ordenha dos
animais nao foi mencionado no programa
apresentado no Recommended...(2001).
Esta conduta foi identificada como fator de
risco para novas infecgoes intramamarias
causadas por S. aureus. Este procedimento
provavelmente contribuiu para transmissao
do agente principalmente em rebanhos com
alta freqiiéncia de vacas infectadas.

O desinfetante que entra em contato com os
tetos e retorna para o interior da caneca
pode inativar o principio ativo de todo o
desinfetante, e ao invés de promover
assepsia da pele dos tetos pode funcionar
como carreador de bactérias, como o S.
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agalactiae. Outro fator que pode ter
contribuido para que bactérias oriundas do
desinfetante contaminado penetrem no
interior da glandula mamaria, € que apos a
ordenha e realizagao da desinfecgao dos
tetos, os canais ficam abertos de 30 a 120
minutos. Este fato sugere que utilizar
canecas com retorno para desinfeccao dos
tetos apos a ordenha contribuiu para
aumentar o numero de novas infecgdes por
S. agalactiae.

A ordenha de animais que apresentaram
caso de mastite clinica por Ultimo é
mencionada pelo Recommended...(2001).
Mesmo sendo possivel a eliminacdo da
infeccdo apods terapia com antibidtico dos
casos clinicos, existe a possibilidade dos
outros quartos mamarios do mesmo animal
estarem infectados com forma de
apresentacao subclinica. Desta maneira,
fica evidente a importancia de ordenhar
animais que apresentaram casos de mastite
clinica por ultimo. Apesar da linha de
ordenha nao ter sido identificado como fator
de risco para todos tipos de agentes
estudados, recomenda-se a adogao do
procedimento independente do agente
envolvido na infecgao.

Nao desinfetar ou lavar os tetos antes da
ordenha, lavar os tetos com pano comum e
momento do exame dos primeiros jatos
foram associados aos casos de mastite
causados por  Staphylococcus  spp.
coagulase negativo.

Fatores de risco para mastites relacionados
ao manejo do rebanho, sem considerar o
momento da ordenha, podem ter contribuido
para aumentar o numero de novas
infecgdes intramamarias causadas por
Staphylococcus spp. coagulase negativo.
Esses possiveis fatores de risco foram
fornecimento de leite de vacas com mastite
para bezerros, vacas com acesso a lagos,
tanques ou acudes e compra de animais
para reposicao do rebanho.

Bezerros criados coletivamente com habito
de mamar uns nos outros e alimentados
com leite de vacas que apresentaram
mastite pode ter favorecido mastite em
vacas na primeira lactacao. Staphylococcus
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spp. coagulase negativo sao geralmente
isolados da flora normal da pele, incluindo
pele do esfincter, e 0 acesso de animais a
lagos, acudes ou tangues pode ter facilitado
a penetracao deste agente no canal do teto.
A compra de animais para reposicdo do
rebanho e sua introducao imediata junto as
vacas em lactacao sem exames prévios
para avaliar a saude do Ubere apareceu
como procedimento de risco para a
introducé@o de S. agalactiae no rebanho.
Verificou-se a importancia de exames
microbiologicos, principalmente para
identificacao de S. aureus e S. agalactiae,
em fornecer suporte no programa de
controle e prevencao da mastite.

Fatores de risco para mastite associado a
caracteristicas individuais identificados no
estudo provavelmente contribuiram para o
aumento do numero de novas infecgoes
intramamarias. Os fatores de risco
identificados foram escape de leite no
momento da ordenha, ubere desequilibrado
e base do Ubere junto ou abaixo do jarrete.
O escape de leite no momento da ordenha
foi identificado como fator de risco para
presenca de S. agalactiae. Vacas que
apresentaram escape de leite antes da
ordenha, foram consideradas com mais
chances de infecgoes intramamarias. Esses
animais podem apresentar o canal dos tetos
largos ou relaxados, o que aumenta o risco
de penetracdao pelos agentes da mastite.
Esta caracteristica do animal pode estar
associada aos casos de mastite causados
por S. agalactiae, pois esse agente é
altamente contagioso e a penetragdao do
agente pelo canal do teto fica facilitada.
Ubere desequilibrado pode estar associado
a atrofia de um dos quartos mamarios
devido a infecgbes subclinicas cronicas,
caracteristica da maioria das infecgoes
causadas por S. agalactiae. Animais que
apresentaram estas caracteristicas podem
ser fonte de infecgdo nao somente por S.
agalactiae, mas tambem por agentes que
causam infeccao subclinica cronica como o
S. aureus. O Ubere na mesma altura ou
abaixo do jarrete apresentou maior chance
de infeccdo intramamaria provavelmente
devido ao aumento da exposicdo das
extremidades dos tetos a microrganismos
ambientais.

Foi verificado que vacas na primeira
lactacao estavam associadas aos casos de
mastite causados por Staphylococcus spp.
coagulase negativo, o que sugere que
medidas de controle recomendada nos
programas podem nao estar sendo
eficientes para animais na primeira lactacao.
Leva-se também em consideracao a
possibilidade de infec¢bes no periodo pré-
parto, ja que Staphylococcus  spp.
coagulase negativo faz parte da flora normal
da pele.

Animais com quatro ou mais lactactes e
com Ubere junto ou abaixo do jarrete foram
associados a ocorréncia de casos de
mastite por Sireptococcus spp. que nao S.
agalactiae. Estas vacas, provavelmente,
apresentaram maior chance de contato da
extremidade dos tetos com o chao ou outras
fontes ambientais de infecgao. Altura do
Ubere em relagdo ao jarrete & uma
conseqléncia da idade ou numero de
lactagoes do animal, que de pode estar
associado a maior taxa de novas infecgoes
intramamarias  por  estreptococos do
ambiente. A falta de limpeza ou higiene do
estabulo e ambiente da vaca seca resulta
em aumento da  exposicao das
extremidades dos tetos aos agentes
ambientais e pode ter sido a causa de
novas infecgdes.

Nao demandar servicos laboratoriais para
diagnostico microbiologico da mastite foi
identificado como fator de risco para S.
aureus e S.agalactiae. De acordo com o
Recommended...(2001), a avaliacao
periodica de objetivos para a saude do
Ubere deve ser baseada em resultados de
andlises laboratoriais para CCS e
identificacdo dos agentes infecciosos. A
identificacdo dos agentes causadores de
mastite clinica ou subclinica associado a
caracteristicas do animal, de acordo com
Guterbock et al. (1993) e Sol et al. (1997),
proporcionara maior sucesso do tratamento
e podera fornecer indicadores para tomada
de decisdo caso seja necessario o descarte
de algum animal. Bramley e Dodd (1984),
Dinsmore et al. (1991), Hogeveen et al.
(1995), Brito et al. (1999) e Osteras et al.
(1999) destacaram a importancia da
identificacdo de bactérias causadoras de
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mastite para o desenvolvimento de
programas computacionais e conhecer 0
padraoc de infeccao do rebanho. A
identificagdo de animais infectados por S.
aureus e S. agalactiae proporcionara que a
principal fonte de transmissao desses
agentes no rebanho seja controlada por
meio de tratamento com antibidticos ou
descarte dos animais  cronicamente
infectados.

CONCLUSOES

As caracteristicas de cada vaca, manejo do
rebanho e equipamento de ordenha foram
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identificadas como possiveis fatores de risco
para infecgoes intramamarias subclinicas. O
maior numero de fatores de risco para
mastite identificado foi relacionado ao
manejo do rebanho. Suporte laboratorial
para diagnostico de Staphyiococcus aureus
e Streptococcus agalactiae foi considerado
importante no controle e prevengao de
mastite pois a identificagcdo de animais
infectados € fundamental no programa de
controle e prevengdo da  mastite.
Modificagdo no manejo do rebanho pode
resultar em reducao dos niveis de mastite
subclinica com eficiéncia a curto ou médio
prazo.
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Figura 2 — Representacdo grafica da analise de correspondéncia para avaliar associagoes
entre o tipo de agente isolado (STAPHA — S. aureus; STRAG - S. agalactiae; STREP -
Streptococcus que ndo S. agalactiae, STACN — Staphylococcus spp. coagulase negativo; DIPT
— Corynebacterium spp.) e a CCS do rebanho (CCSR<250 — menor que 250.000 células/ml;

250<CCSR<750 — entre 250.000 e 750.000 células/ml; CCSR>750 — maior que 750.000
células/ml).
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Figura 3 — Representacdo grafica da analise de correspondéncia para avaliar associagoes
entre o tipo de agente isolado (STAPHA — S. aureus; STRAG — S. agalactiae; STREP —
Streptococcus que nao S. agalactiae, STACN — Staphylococcus spp. coagulase negativo; DIPT
— Corynebacterium spp.) e ordem de parto (1 —uma lactagdo; 2 — duas lactagoes; 3 — trés
lactacoes; 4 — quatro ou mais lactagdes).
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ANEXOS

Questionario 1

Cadigo do rebanho Codigo da Embrapa
Proprietario

Endereco:
Nome da propriedade
Cidade Estado CEP
1. Tempo em que esta na atividade anos

Caracteristicas do rebanho

2. Numero de vacas em lactacao 3. Numero de vacas secas

4. Vacas de primeira cria: 5. Vacas de segunda cria:

6. Vacas de terceira cria: 7. Vacas com mais de 3 crias:

8. Producao total de leite por dia: litros. '

9. Sistema de producéo: Semi-estabulado () Freestall ( ) Apasto ( )

10. Local de ordenha: Salade ordenha( ) Curral( ) Outro( )
11. Tipo de ordenha: Manual sem bezerroaopé( ) Manual com bezerroaopé ( )
Mecéanica - balde aopé ( ) Mecanica (sistema canalizado) ( ) Outros ()
12. Idade dos equipamentos de ordenha anos
13. Racga do rebanho: Holandés ( ) Pardo Suigo( ) Jersey( ) Gir( )
Mestico () Outro () (Qual?)
14. Agua é tratada: Sim ( ) Produto usado Nao( )

Manejo e cuidados higiénicos durante a ordenha/mastite

15. Faz linha de ordenha: Sim ( ) Nao( )
16. Examina os primeiros jatos de leite: Sim () Nao ( )
17. Lava as tetas antes da ordenha: Sim( ) Nao ( )

18. Seca as tetas antes da ordenha: Sim () Usa papeltoalha( ) Usapano( )
Nao( )
19. Desinfeta tetas antes da ordenha deixando o desinfetante agir de 20 a 30 segundos antes

de secar: Sim( )  Produto Nao ( )

20. Vacas sao alimentadas antes ou durante a ordenha: Sim () Nao( )

21. Desinfeta tetas apés a ordenha:
Sim( ) Produto Nao ( )

22. Entre a ordenha de um animal e outro o conjunto de teteiras é imerso em alguma solucéo
desinfetante: Sim( ) Nao( )

23. Vacas se deitam imediatamente apos a ordenha: Sim( ) Nao( )

24. Faz tratamento a secagem:
Sim( ) Produto Néo ( )

25. Quais animais sa@o submetidos ao tratamento a secagem: Todas as vacas ()
Parte do rebanho ( )

26. Trata os casos clinicos:
Sim( ) Produto Nao ( )

Armazenamento e transporte do leite
27. Refrigera o leite na propriedade: Sim () Nao( )

28. Como é feito o resfriamento: Tanque de expansao ( ); Tangue de imersao ()

29. Temperatura do leite no tanque de expansdo 1 hora ap6s o término da ordenha: __ °C
30. Transporte do leite: Latao ( ) Agranel ()

31. Frequéncia de coleta de leite na propriedade:
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32. Teve problemas de acidez no leite nos ultimos 3 meses: Sim () Nao( )
Higienizagao do tanque de expansao e da ordenhadeira mecanica

33. Dispoe de agua gquente na sala de ordenha: Sim () Nao( )
34. Detergentes usados para limpeza da ordenhadeira: Usa( ) Naousa( )
Detergente alcalino () Fregliéncia de uso
Detergente acido () FreglUéncia de uso
Sanitizante () Frequléncia de uso
35. Detergentes usados para limpeza do tanque de expansao: Usa( ) Naousa( )
Detergente alcalino () Freguéncia de uso
Detergente acido () Freqléncia de uso
Sanitizante () Fregliéncia de uso
36. Manutencgao da ordenhadeira: Sim () Nao ( ) Fregliéncia
37. Higiene dos ordenhadores: Adequada( ) Inadequada (maus habitos evidentes) ( )
38. Ambiente antes da ordenha: Limpo e seco( ) Limpo e molhado ( ) Sujo( ).
39. Os operadores demonstram ter no¢oes higiénicas? Sim () Nao( )

40. Os operadores foram treinados para efetuar limpeza de tanque de expansao e
ordenhadeira mecanica. Sim( ) Nao( )
41. A limpeza da ordenhadeira e realizada com lavador automatico( ) ou manual ( ).

Observagoes (caso alguma observacgao esteja relacionada a alguma questao do questionario,
usar o numero da questao para identificagao da observacgao):

Data da entrevista / /

Entrevistador
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Questionario 2

Data da entrevista: / /

A IDENTIFICAGCAO

1. Produtor: Telefone:
2. Endereco:

3. Veterinario:

4. Endereco:

B DADOS DO REBANHO

5. Raca: Holandés ( ); Jersey ( ); Pardo Suico ( ); Girolanda ( ); Mestico ( )
Outros () Especificar

6. Producao diaria de leite (rebanho) __litros
7. Numero de vacas em lactacdo:
7.1 Inicio da lactagao (fase 1 — 0 a 100 dias)

7.2 Meio da lactacao (fase 2 — 101 a 200 dias)
7.3 Final da lactagao (fase 3 - > 200 dias)
8. Numero de vacas secas:
9. Sistema de produgdo (tipo de estabulacao): Totalmente confinado (Free stall): ( );
A pasto: ( );
Semi-confinado (parte do tempo confinado e outra parte do tempo a pasto): ().
10. O rebanho faz parte de um programa de CCS? Sim( )Nao( ).
11. Ha quanto tempo faz controle de CCS? < de 6 meses ( ); 6 a 12 meses ( );
>de 12 meses ( )
12. Resultados de analise de CCS do rebanho nos Ultimos 6 meses.
1. 2. 3.
4, 5. 6.

13. Sao realizadas anotagdes zootécnicas? Sim () Nao ( ).

C BIOSSEGURANCA
14. Destino das vacas doentes? Nao separa ( ); Piquete ou local separado ( )

Outros

15. Fontes de reposicao do rebanho: Proprio rebanho: ( ); Compra vacas ( ); Compra
novilhas ( ); Touro( )

Obs.

16. Esquema de reproducdo do rebanho? Monta natural ( ) Inseminagdo artificial ( )
Transferéncia de embrides ( )
17. Touros, sémen ou embrides sdo provenientes de fornecedores que possuem um programa
de controle de doencas infecciosas? ( ) Sim ( ) Nao
18. Os animais adquiridos sao mantidos em quarentena? ( ) Sim ( )Na&o
~ Local da quarentena
19. E requerido atestado sanitario dos animais adquiridos? () Sim ( ) Nao
Quais? Tuberculose () Brucelose () Aftosa( ); Outros
20. E fornecido atestado sanitario dos animais a serem vendidos? () Sim ( ) Nao
Quais? Tuberculose ( ) Brucelose ( ) Aftosa( );
Qutros
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21

22.
23.

24.

25.

26.

i
28.
29,

30.

Fonte e tratamento da dgua: Tratada ( ); Naotratada (  ); Canalizada (  );
Pogo artesiano () Outras fontes (cérrego, acude, rio, etc.) ()
Obs.
Produto utilizado no tratamento da agua?
Tipos de silos utilizados? () subterraneos; ( ) aéreos; ( ) trincheira; ( ) superficie
Localizagao e distancia do silo em relagao ao estabulo
e sala de ordenha

Armazenamento das ragoes? colocadas diretamente no chao ( ) colocadas em estrados
(suspensas) ( )

Os animais tém contato com os animais de outras propriedades? Sim ( )Nao ( )
Existe contato entre os animais de diferentes grupos de idade? Sim ( ) Nao ( )

As vacas em lactagao sdo mantidas separadas do restante do rebanho? Sim ( )Nao ( )
Ha um programa sanitario para o rebanho planejado e assistido por um veterinario?
Sim ( ); Nao ()

Controle sanitario do rebanho

o
3
<
an
o

Epoca
Comentarios

Mangqueira (Vacinagao)

Aftosa (Vacinacao)

Raiva (Vacinagao)

Brucelose (Vacinacao)

Tuberculose (Exame)

Brucelose (Exame)

Controle de mastite subclinica

Controle de mastite clinica

Problemas de casco (exame)

Qutros:

= = |~~~ |~~~ |~
P o o o P [ e o e
I e e o o [ o o e [

Helmintose: Epoca | Produto | Frequéncia Comentarios

Categoria Animal Utilizado
Bezerros:

Novilhas:

Vacas gestantes
Vacas em Lactacao:
Vacas Secas:

— — — — —
e
— o~ — —
S S St S

Carrapatos:

Categoria Animal

Bezerros:

Novilhas:

Vacas prenhes:
Vacas em Lactacao:
Vacas Secas:

— — — p— —
R

31.
32.

33.

34.
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Os animais medicados sao identificados com marcas ou brincos? Sim ( ); Nao( ).

E permitido aos animais ficarem parados em lagoas ou tanques, aguas paradas e poc¢o de
lama? Sim( ) Nao( ).

Tipo de superficie do estabulo: Concreto: ( ); Chao batido: ( );

Calcado (pé de moleque) ( ); Qutros ( )
Tipo de cama: Nenhuma: ( ); Serragem: ( ); Palha: ( ); Areia: ( );
Outros: ()




35.
36.

37.
38.

39.
40.
41,
42.

Existe contato de fezes e urina com a agua ou alimentos fornecidos? Sim ( ) Nao ( )

A condicao geral (limpeza) dos animais é aceitavel? Rum 123456 7 8 9 Excelente
Comentarios

Ha controle populacional de roedores? Sim( ) Nao( )

Existe acesso de passaros ou roedores nos galpdes de armazenamento de alimentos?
Sim () Nao( )

Ha controle de moscas? Sim( )Nao( )

Ha contato dos animais do rebanho com outras espécies animais? Sim( )Nao( )
Qual(is) espécie(s)?
Servigos laboratoriais (bacteriologico e/ou antibiograma) sdo utilizados? Sim ( ) Nao( )

D ALIMENTAGAO

43.

44,
45.

46.

47.

48.

Anotar as condi¢coes de armazenamento dos alimentos (presenca ou auséncia de mofos):

Presenga123 4567 89 Auséncia

Comentarios

A fonte de proteina utilizada na racdo é de origem animal? Sim ( ) Nao ( )

Observar as condicdes higiénicas das pistas de alimentagdo/cochos (limpos, sem esterco)
Ruim 1234567 89 Excelente

Existem locais diferenciados para alimentagé@o das vacas doentes e sadias?Sim ( ) Ndo ( )

MATERNIDADE

Existe um local apropriado para o parto? Sim ( )Nao( )
Localizacédo
Condicoes higiénicas do local do parto: Ruim (Umido, sujo) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Excelente
(seco, limpo)

F CRIAGAO DE BEZERROS

49,
50.

51
52.

53.
54.

55.
56.

57.
58.
58.
60.

61.

Fornecimento do colostro: Sim ( )Nao( )
Criagao dos bezerros: Casinha individual ( ); Bezerreiro (coletivo) ( )
Outros
Condigoes higiénicas do local onde ficam os bezerros até o desmame:
~Ruim (umido, sujo) 1 23 4 56 7 8 9 Excelente (seco, limpo)
E permitido que os bezerros mamem em outros bezerros? Sim ( )Nao ( )
Leite proveniente de vacas com mastite é fornecido aos bezerros? Sim( ) N&do ( )
Leite com residuo de antibiotico é fornecido aos bezerros? Sim( ) Néo( )

FASE DE LACTAGAO

As tetas sao limpas antes da ordenha? Sim ( ); Nao ( ). )

Como as tetas sao lavadas? Nio sdo lavadas ( ); Agua corrente ( ); Agua em balde ( );
Papel toalha com desinfetante ( ); Pano com desinfetante ( ) Qutros ( )
Como as tetas sao secas? Nao secam ( ) Pedago de pano comum para todos ()
Papel-toalha individual ( ) Toalha de pano individual (  ); Qutros
Estado das tetas depois da limpeza? Ruim (sujas, molhadas) 1234 56 7 8 9 Excelente
(limpas, secas)

As tetas sdo submetidas ao “pre-dipping”? Sim () Nao ( )

Se sim, qual o produto usado? Concentragao usada

Concentragao recomendada pelo fabricante
O produto é preparado na propriedade? Sim ( ) Nado( )

O tempo de contato com a solugao € adequado (20 a 30 segundos)? Sim () Nao( )
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62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.

71.

72.

73.
74.

75.
76.

70.

81.
82.

83.

84.
85.

86.

87.

88.
. Faz-se a identificacao do leite de vacas com suspeita de mastite ou outra doenca?

90.

o1,
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Toda a solugdo é removida apos a secagem da teta? Sim ( )Nao( )

Os primeiros jatos de leite sdo examinados para verificar anormalidades? Sim ( ) Nao ( )

FreglUéncia de exame dos primeiros jatos: Todas as ordenhas ( ); 1 vez pordia( )

Ocasional ().

Em que momento os primeiros jatos de leite s@o examinados para verificar anormalidades?
Antes da lavagem e secagem das tetas ( ); Apos a lavagem e secagem das tetas ( );
Entre a lavagem e a secagem ( ); ApoOs pre-dipping ().

As vacas sao tratadas gentiimente? Sim( ) Nao ( )

As tetas sdo desinfetadas depois da ordenha? Sim ( )Nao( )

Se sim, como € feita a imersao da teta: completamente ( ); 3 ( ); 1/3 inferior ( )

Recipiente usado para desinfetar as tetas: Com retorno ( ); Sem retorno ( );

Qutros ( )

Intervalo de troca no recipiente do desinfetante usado apés a ordenha? Diario ( );

Completa com o que sobrou do dia anterior; ( ) Intervalos maiores que um dia ().

Qual produto usado? Concentragao usada
Concentragao recomendada pelo fabricante
Solucao desinfetante € totalmente preparada na fazenda ( ) ou somente diluida ()

Condigoes dos filtros (coador) de leite apés a ordenha: Sujo 123456 7 8 9 Limpo.

Tipo de coador: aco inoxidavel ( ) plastico( )tecido( )Naousa( )

Quantas ordenhas sao realizadas por dia? Uma( );Duas( ); Trés( )

Horario da ordenha: primeira segunda terceira

Comentarios:

A alimentacéo € fornecida apés a ordenha para que as vacas fiquem de pé por no minimo

1 hora? Sim( )Nao( )

E adotada a linha de ordenha? Sim ( ); N&o ( ) Animais sdo ordenhados por lotes de

producgao ( )

Em caso positivo, qual a ordem utilizada na linha de ordenha?

1. 2. 3.

]

MASTITE E TRATAMENTO

Ha registro dos casos de mastite clinica ? Sim () Nao ( ).
E feita a coleta de amostras de leite para exames bacteriologicos; Sim () Nao ( )
Ocasionalmente ( ). Em caso positivo, quais os patogenos isolados
Em que vacas ocorre a maioria dos casos clinicos? Vacas secas ( );
Vacas recém paridas ( ); Vacas primiparas (1° cria) em lactagao (  );
Vacas de alta producao ( ); Vacas com mais de 2 crias em lactagao ().
As tetas sao limpas adequadamente e sanitizadas antes da administracao do tratamento?
Sim( )Nao( )
Na administragao das infusdes intramamarias € usado a técnica de insercao parcial ?

Sim ( ); Nao ( ).
Medicamento usado para tratamento da mastite clinica nas vacas em lactagdo e o
esquema de tratamento:
Nome comercial:
Esquema:
Obedece o periodo de caréncia dos antibidticos para o aproveitamento do leite?
Sim ( )Nao ()
Faz-se a identificacao do leite proveniente de vacas tratadas? Sim ( ) Nao( )

Sim( ) Nao( )

Como é feito o descarte do leite?

De todos os quartos () Somente do quarto tratado () Nao é feito descarte ().
Qual o destino do leite do animal tratado?




I EQUIPAMENTOS DE ORDENHA E ARMAZENAMENTO DO LEITE

92.

93.
94.

95.

Tipo de sala de ordenha. Espinha de peixe ( ); Estabulo ( ); Qutros ( )
Especificar

Tipo de ordenha? Balde ao pé ( ); Circuito fechado ( )

Antes de cada ordenha se faz a sanitizagdo com o produto e agua quente?
Sim( )Nao( )
Comentarios gerais:

Ambiente antes da ordenha: Limpo e seco( ); Limpo e molhado ( ); Sujo( ).

96. Para limpeza da ordenhadeira e do tanque de expansao a propriedade dispde de: agua
corrente? Sim( )Nao( )Quente( ) Fria( )
97. A limpeza da ordenhadeira é realizada com lavador automatico () ou manual ().
98. Um injetor de ar esta presente e funcionando para facilitar a limpeza adequada de todas
as superficies de contato com o leite? Sim () N&o ( )
99. O leite é refrigerado imediatamente apds a ordenha: Sim ( ) Nao ( )
100. Local de armazenamento: tanque de expansao ( ); tanque comunitario ( ); imersao ( )
101. Qual a capacidade do tanque de expanséo? :
102. A coleta é realizada em dias alternados ( ) ou diariamente ().
103. Qual e a temperatura do leite no tanque de expansao no final de ordenha? °Gi
104. Quanto tempo apos a primeira ordenha, a temperatura do leite no tanque chega a
34°C? horas
105. Qual a temperatura do leite no momento da coleta? ___ °C
106. Limpeza da ordenhadeira:
Marca/tipo Concentracao | Freqiéncia de uso Concentragao
usada recomendada pelo
fabricante
Det. alcalino
Det. acido
Sanitizante
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107. Limpeza do tanque de expansao:

Produto Marca Concentragao | Freqténcia de uso Concentragao
usada recomendada pelo
fabricante
Det. alcalino
Det. acido
Sanitizante

J MAO DE OBRA
108. Comportamento higiénico (vestimenta limpa e adequada; higiene pessoal) e obediéncia
aos procedimentos recomendados (Ruim) 123456 7 89 (Excelente)

109 Os operadores foram treinados para efetuar a limpeza do tanque de expanséo,
ordenhadeira ou latdes Sim ( )Nao( )

K SECAGEM DAS VACAS

110. Metodo usado para secagem das vacas: Abrupto ( ); Lento ()

111. Faztratamento da vaca seca? Sim ( ) Nao( )

112.  Qual o medicamento usado na terapia de vaca seca?

113.  Método de uso de medicamento nas vacas secas: Todas as vacas ( )
Vacas selecionadas ()

Comentarios

114. Local destinado as vacas secas: separado ( ); ndo separado de outras categorias ( )
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Questionario 3

Data da entrevista: / /

A

32.
33.
34,
35.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Identificacao
Produtor: Telefone:
Endereco:
Veterinario:
Endereco:

Dados do Rebanho

Raca do rebanho: Holandés ( ); Jersey ( ); Pardo Suigo ( ); Girolanda ( ); Mestico ( )
Outros () Especificar
Numero de vacas em lactacéo:
Inicio da lactagao (fase 1 — 0 a 100 dias)
Meio da lactacéo (fase 2 — 101 a 200 dias)
Final da lactagao (fase 3 - > 200 dias)
Numero de vacas secas:
Sistema de producao (tipo de estabulagdo): Totalmente confinado (Free stall): ( );
A pasto: ( ); Semi-confinado (parte do tempo confinado e outra parte do tempo a pasto): ( )
O rebanho faz parte de um programa de CCS? Sim ( ); Nao( ).
Ha quanto tempo faz controle de CCS? < de 6 meses ( ); 6 a 12 meses ( ); > de 12 meses
()
Resultados de analise de CCS do rebanho nos Ultimos 6 meses.
1. 2. 3.
4. 5. 6.
Meses em que ocorre a maior parte dos partos:
Fontes de reposicao do rebanho: Préprio rebanho: ( ); Compra vacas ( );
Compra novilhas ( ).
Tipo de superficie do estabulo: Concreto: ( ); Chao batido: ( );

Calcado (pé de moleque) ( ); Qutros ()
Tipo de cama: Nenhuma: ( ); Serragem: ( ); Palha: ( ); Areia: ( );
Qutros: ( )

A condi¢@o geral (limpeza) dos animais é aceitavel? Ruim 123456 7 8 9 Excelente
Comentarios

Ha um programa sanitario do rebanho planejado e assistido por um veterinario? Sim ( );
Nao ()

Os animais sao identificados com marcas ou brincos? Sim( ); Nao( ).

E permitido aos animais ficarem parados em lagoas ou tanques, aguas paradas e pogo de
lama? Sim ( );Nao ( ).

E permitido que os bezerros mamem em outros bezerros? Sim ( ) Nao( )

Ha um controle de moscas efetivo? Sim ( ) Nao( )

Servigos laboratoriais (bacterioldgico e antibiograma) séo utilizados? Sim ( )Nao( )
Sao realizadas anotagdes Zootécnicas? Sim () Nao ( )

Método usado para secagem das vacas: Abrupto ( );Lento ()

Quantas ordenhas sao realizadas por dia? Uma ( );Duas( );Trés( )

Qual o horario das ordenhas? Primeira ordenha: horas.

Segunda ordenha: horas Terceira ordenha: horas.
Comentarios gerais:
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C Produgiao de leite, higiene e satde do rebanho.

23. As tetas sao limpas antes da ordenha? Sim ( ); Nao ( ). ’

24. Como as tetas sao lavadas? Nao sao lavadas ( ); Agua corrente ( ); Agua em balde ( );
Papel toalha com desinfetante ( ); Pano com desinfetante ( ) Outros ()

25. Como as tetas sao secas? Nao secam ( ) Pedago de pano comum para todos ()
Papel-toalha individual (  )Toalha de pano individual (  );
Outros

26. Estado das tetas depois da limpeza? Ruim 123 4 56 7 8 9 Excelente

27. As tetas s@o submetidas ao “predipping”? Sim ( )Nao( )

28. Se sim, qual o produto usado? Concentracao usada

Concentracao recomendada pelo fabricante

29. O tempo de contato com a solugdo € adequado (20 a 30 segundos)? Sim( ) Nao( )

30. Toda a solucao & removida apés a secagem da teta? Sim( )Nao( )

31. Os primeiros jatos de leite sdo examinados para verificar anormalidades? Sim ( ) Nao( )

32. Frequéncia de exame dos primeiros jatos: Todas as ordenhas (  ); 1 vez por dia { );
Ocasional ().

33. Em que momento os primeiros jatos de leite sdo examinados para verificar anormalidades?
Antes da lavagem e secagem das tetas ( ); Apos a lavagem e secagem das tetas ( );
Entre a lavagem e a secagem ( ); Apos pre-dipping ().

69. Tempo de ordenha (observar 10 animais aleatoriamente)

Tempo de preparagao (T1) Tempo de ordenha (T2) Tempo Total

Sle|o|Nlo|o|sfwino)=

T1 - tempo médio que ocorre entre o primeiro contato com as tetas e o inicio da ordenha
T2 - tempo medio de ordenha (colocagao da unidade — remocao)

70. As teteiras sao aplicadas suavemente e com um minimo de admissao de ar? Sim () Nao
( )

71. E realizado a lavagem dos conjuntos apés cada vaca ordenhada ? Sim () Nao ( ).
Como?

72. As unidades da ordenha sao mantidas corretamente alinhadas com o ubere?
Sim( );Nao( )

73. Ha deslizamento das teteiras? (observar aleatoriamente 20 vacas e verificar quantos
deslizamentos houve): deslizamentos.

74. Ha queda de teteiras e/ou conjunto de ordenha? Excessivo 1234567 8 9 Nenhum.

75. E visivel a forma de determinar quando o fluxo de leite cessa? Sim( )Nao( )

76. As vacas sao sobre-ordenhadas? Excessivo 1234 56 7 8 9 Nenhum.

77. Pressao manual sobre o coletor é feita somente quando necessario ? Sim( )Nao( )

78. A entrada de ar e permitida entre a teteira e teta durante a pressao manual sobre o
coletor? Sim ( YNao( )

79. O vacuo é desligado antes das teteiras serem removidas? Sim () Nao ( )

84




80. O vacuo e automaticamente cortado quando o conjunto de teteira cai no chao?
Sim ( ); Nao( ).

81. As vacas sao tratadas gentilmente? Sim ( ) Nao ( )
82. As tetas sao desinfetadas depois da ordenha? Sim () Nao( )
83. Se sim, a teta é imersa completamente ( ); % ( ); 1/3 inferior ( ) na solugdo

desinfetante.
84. Qual caneca usada para desinfetar as tetas? Com retorno ( ); Sem retorno ( );
Outros { )
85. Qual o intervalo de troca no recipiente do desinfetante usado apés a ordenha?
Diario ( ); Completa com o que sobrou do dia anterior; ( )
Intervalos maiores que um dia ( )
86. Qual produto usado? Concentragdo usada
Concentracao recomendada pelo fabricante
87. Condigdes dos filtros apds a ordenha: Sujo 123456 7 8 9 Limpo.

D Mastite e tratamento

88. Ha registro de mastite clinica ? Sim () Nao ( ).
89. Em que vacas ocorre a maioria dos casos clinicos? Vacas secas ( );
Vacas recém paridas ( ); Vacas primiparas (1° cria) em lactacdo (  );
Vacas de alta produgao (  ); Vacas com mais de 2 crias em lactagdo ().
90. O leite com mastite € usado para alimentar os bezerros? Sim( )Nao( )
91. As tetas s@o limpas adequadamente e sanitizadas antes da administragédo do tratamento?
Sim ( ) Nao ()
92. Na administracdo das infusdes intramamarias é usado a técnica de inser¢&o parcial ?
Sim ( ); Nao ( ).

93. Medicamento usado para tratamento da mastite clinica nas vacas em lactacdo e o
esquema de tratamento?

94. Obedece o periodo de caréncia dos antibiéticos para o aproveitamento do leite?
Sim ( ); Nao ()
95. Em caso positivo, o leite é destinado para amamentagao dos bezerros? Sim () Nao( )
96. Faz terapia em vaca seca? Sim( )Nao( )
97. Qual 0 medicamento usado na terapia de vaca seca?

98. Método de uso de medicamento nas vacas secas: Todas as vacas ( )
Vacas selecionadas ( )
Comentarios
99. E utilizado o procedimento de linha de ordenha? Sim ( ); Nao ( ).
100. Caso sim, qual a ordem é realizada a linha de ordenha?
1. 2. 3.
4, 5. 6.
70. A extremidade das tetas mostra alguma evidéncia de erosdo ou outra anormalidade?
Sim( )Nao( )
71. A alimentagao é fornecida apds a ordenha para que as vacas fiquem de pé por no minimo
1 hora? Sim( )Nao( )

E Armazenamento e Coleta de leite
72. A propriedade tem tanque de expansao? Sim ( )Nao( )
73. Qual a marca do tanque de expansao?
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74.
75.
76.
7T
80.

78.
79.
80.

81.
82.

F
83.

84.
85.
86.
87.
88.
89.
Q0.
91
92.
93.
94.
95.
96.
97.
98.
99.

100.
101.

102.

Qual a capacidade do tanque de expansao?
Quanto tempo usa tanque de expansao? ano(s).

A coleta é realizada em dias alternados ( ) ou diariamente ().

O tanque de expanséo € para coleta diaria ( ) ou para coleta em dias alternados ().
E realizado algum teste no leite na hora da coleta a granel? Sim () Nao ( )

Qual o teste?

No momento da coleta € adquirida uma amostra para contra prova? Sim () Nao( )

Qual é a temperatura do leite no tanque de expansao no final de ordenha? g 51

Quanto tempo apos a primeira ordenha, a temperatura do leite no tanque chega a 3-4 °C?
horas

Qual a temperatura do leite no momento da coleta? ___ °C

Avaliacao geral: Ruim 123456 7 8 9 Excelente
Comentarios gerais

Equipamento de ordenha
Tipo de sala de ordenha. Espinha de peixe ( ); Estabulo ( ); Outros ( )
Especificar
Tipo de ordenha? Balde ao pe ( ); Circuito fechado ( )
Marca do equipamento de ordenha?
Idade do equipamento de ordenha ano(s)
Numero de unidades de ordenha
Numero de ordenhadores
Linha de leite - Baixa ( ); Intermediaria( ); Alta( )
Capacidade nominal da bomba de vacuo (litros/minuto)? I/min

. Quantos litros/minuto a bomba de vacuo esta produzindo? I/min

Tipo de pulsador? Eletrénico ( ) Mecanico ().

Capacidade do coletor (ml)?

Peso do conjunto de teteiras? gramas

Diametro da linha de vacuo?

Comprimento da linha de vacuo? metros

Diametro da linha de leite?

Didmetro da linha de limpeza?

Tem extrator de teteira? Sim ( ) Nao( )

Tem portdes pneumaticos? Sim ( ) Nao( )

Qual é o nivel de vacuo no coletor no pique de fluxo de leite (ponta da teteira)?
Kpa.

Qual e a flutuagao maxima de vacuo no coletor durante a ordenha?

Comentarios

103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.

110.
.

Qual a pressao de vacuo na linha de vacuo (regulador de vacuo) ? Kpa
O vacudmetro (final da linha) esta funcionando? Sim (  )Nao( ).

Qual a pressao de vacuo no vacuémetro? Kpa

Qual é a taxa de pulsacao?

Qual a freqliéncia de pulsagao?

Qual o sistema de funcionamento do pulsador? Alternado (  ); Simultaneo ().
Que tipo de valvula reguladora de vacuo € usado? Servo assistido ( ); Mola ( );
Peso ( ).

Qual é o tipo de medidor de leite?
Qual a resisténcia dos insufiadores (Kpa) — Teste com o colapsémetro — escolher um
conjunto de teteiras aleatoriamente

Conjunto 1 — AD: AE: PD: PE:
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G Manutencao da ordenhadeira mecénica

112, Qual é a fregliéncia de troca das teteiras ou insufladores? 1200 vacas ordenhadas (  );
2500 vacas ordenhadas (  ); 6 em 6 meses ( ); Anual ( );
Quando apresentam problemas ()

113. Qual a frequéncia da substituicdo das mangueiras condutoras de leite? Nao faz ( );

Anual ( ); A cada dois anos ( ); Outros ( )
114. Qual a freqliéncia da substituicdo das mangueiras condutoras de vacuo? Nao faz ( );
Anual ( ); A cadadois anos( ); Outros ( )

115. As correias do motor da bomba de vécuo estdo esticadas? Sim( )Nao( )

116. As correias do motor da bomba de vécuo estéo livres de 6leo? Sim( )Nao( )

117. Existe um tanque de distribuicao de vacuo? Sim () Nao( )

118. Quando a ordenhadeira esta ligada mas ndo esta sendo usada, a reserva de vacuo é no
minimo 50% da capacidade da bomba de vacuo? Sim( )Nao( )

119. O controlador de vacuo esta limpo? Sim ( )Nao ( )

120. Os pulsadores estao limpos? Sim ( )Nao( )

121. A linha de leite & de didmetro adequado? ( ) Sim ( ) Nao
(Até 4 unidades = 2 polegadas; até 6 unidades = 2,5 polegadas; até 9 unidades = 3
polegadas)

122. As partes de borracha e plastico estao livres de rachaduras e fissuras ? Sim () Nao ( )

123. O didmetro da linha principal de suprimento de vacuo (entre a bomba de vacuo e o
reservatorio de leite) € no minimo igual ao da linha de leite? Sim (), Nao ( ).

124. O coletor tem algum orificio para drenaro ar? Sim ( ) Nao ( )

125. O orificio de dreno de ar do coletor permanece limpo e aberto? Sim () Nao( )

126. Antes de cada ordenha se faz a sanitizacdo com o produto e agua quente?
Sim () Nao ( ) Comentérios gerais:

H Higienizacio do tanque de expansao e da ordenhadeira

127. Ambiente antes da ordenha: Limpo e seco( ); Limpoe molhado ( ); Sujo( ).

128. Os operadores demonstram ter nogdes higiénicas? Sim () Nao( )

129. Os operadores foram treinados para efetuar limpeza de tanque de expansdo e
ordenhadeira. Sim( )Nao( )

130. A propriedade dispde de agua quente para limpeza da ordenhadeira e do tanque de
expansao? Sim( )Nao( )

131. Alimpeza da ordenhadeira é realizada com lavador automatico () ou manual ().

132. Um injetor de ar esta presente e funcionando para facilitar a limpeza adequada de todas

as superficies de contato com o leite? Sim () Nao( )

133. Detergente usado para limpeza da ordenhadeira:

Marca Concentragao FreqUéncia Concentracao
usada recomendada
pelo fabricante
Detergente
alcalino

Detergente acido

Sanitizante
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134.

Detergente usado para limpeza do tanque de expansao:

Marca Concentracao Freqiéncia Concentragao
usada recomendada
pelo fabricante

Detergente

alcalino

Detergente acido

Sanitizante

135.

136.
137.
138.
139.

140.

141.
142.
143.
144.
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Quantos litros de agua sao usados na fase principal (agua + detergente) para realizar a

higienizagao da ordenhadeira mecanica. litros.
Qual a temperatura da agua usada para realizar a limpeza principal. %©.
Quantos metros tem a linha de limpeza? metros

"Alinha de vacuo esta limpa? Sim(  )Nao( )

Qual a fregliéncia que faz a limpeza da linha de vacuo?

Caracteristicas fisico-quimicas da agua
Qual a qualidade da agua? Tratada (  ); Nao tratada ().

Observacao
Quantidade de cloro da agua? ppm.
Quantidade de ferro da agua? ppm.
Grau de dureza da agua?
pH da agua?




