- - -
Joge Eurico de Faria

ISOLAMENTO DE MICROORGANISMOS POTENCIALMENTE PATOGENOS DE LEITE, PELE E MEA
TOS GALACTOFOROS EXTERNCS DE TETAS DE BOVINGS E DE MAOS DE ORDENHADORES.

Tese apresentada a Escola de Veterina-
ria da Universidade Federal de Minas Ge-
rais, como requisito parcial para a ob—
tengdo do grau de Mestre em Medicina Ve
terinarias

- - - , - -
Area: Medicina Veterinaria Preventiva.

Belo Horizonte

Minas Gerais

1981




F224i

Faria, Jose Eurico de, 1952

Isolamento de microorganismos potencialmente paté—
genos de leite, pele e meatos galactéforos externos
de tetas de bovinos e de maos de ordenhadores. Belo

Horizonte, Escola de Veterinaria da UFMG, 1981.

55p. ilust.

Bibliografia

Tese, Mestre em Medicina Veterinaria

1. Bovinos - Glandula mamiria-infecgao. 2. Microor-
ganismos — Isolamento. 3. Desinfecciao — Mao de orde-
nhador. I. Titulo.

CDU  6356.2:618,19-002

o




ii
Aprovada em: 14/ 04 /1981

AP D

Orientador

Z“"M 7“—-"

Prof. Ronaldo Reis

3\' oy

Prof. Nivaldo\da Silva




T8
[

A minha filha Alessandra,
a minha esposa Marlene,
aos meus pais,

- -~
a0s meus 1rmaocs.

He



o

iv

AGRADECIMENT 0S

Ao Prof. José Britto Figueiredo, pela orientagaoescompreensgo,
indispensaveis 3 realizagho deste trabalho.

Ao Prof. Luiz Hemetério Dutra Martins Carneiro, pelo apoio e
amizade.

Ao Prof. Antdnio de Almada Lopes e a Escola Média de Agricul-
tura de Florestal, pelas facilidades proporcionadas na obtencao do materi-
al.

Ao Prof. Ivan Sampaio, pelas valiosas sugestoes nas analises
estatisticas.

Ao Prof. Romulo Cerqueira Leite, pela valiosa colaboragao nas
atividades de laboratério.

Aos Profs. do curso, pelos ensinamentos recebidos.

A Universidade Federal de Vigosa, pela oportunidade da reali-
zagao deste curso.

A Coordenacio de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior -
CAPES, pela bolsa de estudo.

Aos colegas de curso, pela agradﬁvel e inesquecivel conviven—
cia.

Enfim, a todos que, direta ou indiretamente contribuiram para

a realizagao deste trabalho.




v

BIOGRAFTA DO AUTOR

10SE EURLCO DE FARTA, {itho de Odilon Braz de Faria e Ruth Car-
valho Faria, nasccu cm Campo Belo, Minas Gerais, aos 0/ dias do més de ja-
neiro de 19052.

Obicve o diploma de Médico Veterinario em 1970, pela Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.

Foi contratado, cm dezcabro de 1970, pela Universidade Federal
de Vicosa, para o cargo de Auxiliar de Ensino, sendo lotado no Departamen-
to de Veterinaria.

Fm marco de 1978, iniciou o curso de Mesirado na Escola de Ve-
terinaria da Universidade Federal de Minas Gerals, na irea de Medicina Ve-

1 - , . -
terrinaria Preventiva.




e
i

RESUMO

Em pesquisa realizada numa fazenda de criaciao semi-estabulada
Municipio de Florestal-MG, envolvendo nove animais e respectivos ordenhado
res, foi possivel demonstrar uma melhor eficiéncia da clorhexidina, sobre
a lavagem com agua e sabao e iodofor, em reduzir o nimero total de bacté-
rias nas maos de ordenhadores, onde foi possivel demonstrar patogenos em
todas as examinadas.

As frequéncias de microorganismos isolados do leite foramas sg
guintes: 28,6% entre amostras e 88,9 entre vacas examinadas. Os microor-
ganismos isolados em amostras de leite foram assim classificados: Strepto-

coccus agalactiae (5,7%)§ Streptococcus dysgalactiae (8,6%) ; Streptococcus

uberis (5,7%); Staphylecoccus aureus (17,1%) e coliformes (2,9%) .

Da pele de tetas, antes da ordenha, sem tratamento prévio, pa—-
togenos para a glandula mamaria foram encontrados em 88,60 das tetas e 100%
das vacas.

Dos meatos galactéforos externos, antes da ordenha, sem trata-
mento prévio, patégenOS para a glandula mamaria foram encontrados em L5, 7%
dos meatos e 77,8% das vacas.

Nao houve diferengas significativas, com relagao a frequencia

de patdgenos sobre a pele e meatos das tetas, antes e apos ordenha manual

(p70,05).
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Somente o Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus de-

monstraram associagao significativa (p<¢0,05), entre os demais microorga-

nismos, entre alguns segmentos da cadeia epideﬁiolégica da mamite.
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1. INTRODUGAO

A mamite bovina é doenga de grande importancia economica e so-
cial. Os prejuizos causados sao decorrentes da redugio na produgao de lei-
te, ma qualidade do produto e seus derivados, gastos cam assisténcia vete—
rinaria, com substituicao de animais infectados, pela diminuicao da vida
util. Do ponto de vista social, ¢ importante devido a possibilidade de vei-
culagao de microorganismos e/ou toxinas ao homem, atraves do leite conta-
minado, sem tratamento.

HOLFORD (1930) estima ¢que nos Estados Unidos L,3% das vacas
leiteiras sao descartadas anualmente devido a mamite. Para o ano de 1929,
isto da um descarte de 938.260 vacas. As perdas anuais para a industria,
sao calculadas em 72 milhdes de dolares.

De acordo com HODGES (1957), o custo da mamite bovina nos Es—
tados Unidos, equivale a um tergo da perda total de todas as doengasde bo-
vinos ou aproximadamente 226 milhGes de ddlares. Isto equivale as perdas
conjuntas de brucelose, tuberculose e vibriose.

JANZEN {(1970), em trabalho de revisio, relata que a redugao da
produggo de leite por mamite, nos Estados Unidos, varia de 5 a 25%, com um
extremo de 83,%. As perdas anuais dos produtores de leite, sao estimadas

em 400 a 500 milhJes de dolares, ou 23 délares por vaca.

De acordo com TATTERSFIELD et alii (1976), as estimativas de
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total perda da indiustria, associada com mamite, em Nova Zelandia, na esta-
950 de 1965-66 (oito meses) foram entre 3 a 7% do lucro anual da indistria
leiteira. Os lucros da indﬁs{:;-ia nesta estagio foram de aproximadamente
238 milhdes de dblares.

Segundo DOBBINS JR. (1977), as estimativas nacionais de custo
da mamite nos Estados Unidos, variam de 35 a 60 dbélares por vaca, por ano.
Para os médios produtores de leite, estes valores sg.o considerados subes—
timados, sendo melhores representados por uma faixa de 90 2 250 ddlares por
vaca, por ano. 3

A producio de leite noBrasil,em 197L, foi da ordem de 7.101.26L.000
litros, equivalente na época a8.023.957.000 cruzeiros (ANUARIO ESTATISTICO
DO BRASTL, 1976). Admitindo-se para o Brasil, uma redugdo de 15% na produ-—
950 de leite devido a mamite, teriamos somente para o ano de 1974, uma per
da de 1.0065.189.100 litros, correspondendo na época. 21.203.593.500 cruzei-
ros.

Do ponto de vista de saude pﬁblica, HULL (1963a,b) relata va-
rias doengas dque sao transmitidas através do leite, dentre as quais, pode-
mos destacar a brucelose, difteria, estafilococias, escarlatina e tubercu-
lose.

De acordo com MURPHY (1956), 9% dos casos demamite sa0 causa—

dos por quatro categorias de microorganismos, a saber: Streptococcus aga-—

lactiae, outros estreptococos, estafilococos e bacilares (coliformes, Pseu-

domonas, etc.). Além desses, o Corynebacterium pyogenes é citado como agen—
te comum da mamite bovina em nosso meio (FIGUEIREDO, 1959).

A transmissao da mamite se di através das maos do ordenhador ou
copo da ordenhadeira mecanica quando contaminados, podendo também ocorrer,
mecanicamente, atraves de insetos ou contato direto com camas e pisos con—
taminados (HIPOLITO et alii, 1965).

Sendo o Brasil grande produtor de leite e derivados, e tendo em
vista a importancia que a doenga representa para o pa.:_f.s, & que tomamos pa-

ra assunto de nosso trabalho o estudo da frequencia de microorganismos cau-
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sadores de mamite na glandula mamaria, pele e meatos das tetas, e maos dos

ordenhadores.

o

- - o~ - 3
Procuramos também estudar a associagao destes microorganismos
- -~ = = ~
nestes locais e, tambem, determinar o valor da lavagem e desinfeccao na re-

- - . ) -
dugio do numero de microorganismos das maos dos ordenhadores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Frequencia de patégenos nas maos de ordenhadores e agao de
desinfetantes entre elos da cadeia epidemiolégica da mamite.

JONES (1918) isolou estreptococo hemolitico da mao de ordenha-
dor, apds ele ter ordenhado uma vaca, conhecidamente positiva. Este isola-
mento foi possivel antes e apos o ordenhador lavar as mios com sab3o e agua
fria.

Em um total de 311 amostras tomadas das m3os de 38 ordenhado-

res, em dois centros de pesquisa, O Streptococcus agalactiae foi isolado

de 151 amostras (48,6%), provenientes de 27 ordenhadores (71,1%) (U.K. AGRL
CULTURAL RESEARCH COUNCIL, 1944).

SPENCER et alii (1940) tentaram isolar Streptococcus agalactiae

das mios de 10 ordenhadores, em cinco rebanhos infectados. Desses 10 orde-
phadores, dois faziam ordenhas somente manuais e oito utilizavam méquinas
de ordenhar. Suas maos foram lavadas com'ﬁgua e sabao e esfregadas com es-
covas; depois foram lavadas em solugao contendo 200 ppm de cloro disponi—
vel. Bm seguida, foram lavadas com leite desnafado estéril, em bacia esté-
ril. Usando este processo, os autores conseguiram isolar o agente somente
das maos dos dois ordenhadores que faziam ordenhas manuais.

De 48 pares de maos de ordenhadores examinadas, Streptococcus

apalactiae foi isolado de 19 (39%) (CHODKOWSKI, 1949).
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CHODKOWSKI & LANCASTER (1949) isolaram Streptococcus agalac-

tiae das maos de quatro ordenhadores, dentre cinco examinados (BQ%). Apés
lavagem em agua é; torneira, as maos eram lavadas e escovadas em leite es-
teril.

SPENCER & LASMANIS (1952) n3o conseguiram isolar micrococos (es
tafilococos) produtores de coagulase das maos de ordenhadores, que utiliza
vam maquinas de ordenhar, nem antes e nem durante o periodo de ordenha.

NEAVE et alii (1962a) testaram §$rios desinfetantes. Na expe-
riencia deles, cada ordenhador ‘ordenhava, com maquina, uma vaca infectada

com Staphylococcus aureus e em seguida, uma nao infectada. Antes de orde-

nhar a segunda vaca, as maos eram imergidas em desinfetante, o excesso re-
tirado por agitagio, e entdao esfregadas com um "swab" embebido em inibidor
do desinfetante. Resultados positivos foram encontrados em 41 (46%) das 89
mios desinfetadas com iodofor (53 ppm), 22 (20%) das 80 desinfetadas com
hipoclorito (360 ppm) e em 17 (20%) das 86 desinfetadas com clorhexidina
(135 ppm). Das maos controle, ou seja, nao desinfetadas, 95-100% foram po-
sitivas.

Segundo NEWBOULD (1965), apesar de ser geralmente aceito que as
maos dos ordenhadores sao potentes veiculadoras de pat&genos, mesmo quando
o rebanho & ordenhado 3 miquina, as publicagGes a respeito sao, em parte,
contraditorias.

De acordo com DODD et alii (1966), 50% das maos:dos ordenhado-

res estavam infectadas com Staphylococcus aureus, antes da ordenhamas, du-

rante o periodo de ordenha a porcentagem elevou-se a 100%.

A imers3o de tetas em clorhexidina (1% de gluconato de clorhe-

xidina) reduziu o numero de Staphylococcus aureus sobre as tetas, de 81, 97

e 97%, em trés grupos de quatro vacas cada, respectivamente (GERRING et
alii, 1968). '
0 uso de clorhexidina a 0,2%,no processo de imersao de teta

> R N L~ L
apos cada ordenha, reduziu a microflora sobre a pele da regiao apical da

teta em cerca de 95% (SCHULTZE & SMITH, 1970).
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HANSEN (1971), em trabalho de campo envolvendo 656 vacas, divi-

didas em trés grupos, nao encontrou diferengas .significantes entre hipo-
clorito de sodio (100-400 mg/1 de cloro disponivel), iodofor (25-75 mg/1
de iodo disponivel) e hexaclorofeno (100 mg/1), utilizados na lavagem de
tbere, quando avaliados atraves de taxas de novas infecgoes de mamite. A
duragao do experimento foi de dois meses para cada antisséptico.

A lavagem completa da teta, com especial cuidado na extremida-
de can solugao 5 base de iodo*, reduziu significativamente o numero total
de bactérias sobre a extremidade da teta., Também a imersao d; tetas, pés—
ordenha, em iodofor*¥, reduziu a populagao bacteriana total e de estafilo-
cocos, mas niao a de estreptococos, sobre a extremidade das tetas (ZARKOWER
& SCHEUCHENZUBER, 1977).

A clorhexidina, em emulsao a 1,5%, mostrou-se eficiente naeli-

- o~ - - ”» ~
minagao de microorganismos de meato galactoforo externo, € na prevencao de

mamite por Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae. A reducao dos

casos novos de mamite foi de 55,6% para Staphylococcus aureus e de 60 ,0%

para Streptococcus agalactiae (SILVA, 1979).

2.2. Frequéncia de patogenos em amostras de leite.

De acordo com GIESECKE et alii (1971), a incidéncia de mamite
em vacas lactantes, na Republica da Africa do Sul, varia de 20,9% a 84,1%
(média 47,9%). Dos microorganismos isolados, a maior parte foi Staphylococ-

cus spp. (dominancia do S, aureus) e Streptococcus Spp- (dominﬁncia do S.

agalactiae).
ZIV & NACHMAN (1972), examinando uberes de 725 vacas de ragas

leiteiras abatidas em Israel, conseguiram isolar patdgenos em 560 deles.

Foram encontrados Streptococcus agalactiae em 3,Z%joutr05estreptococos em

% Tosan udder wash. Babson Bros. Co. Oak Brook, Illinois, USA.
#% Bovadine. West Chemical Co. Long Island City, N.Y., USA
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h1,,5%; Staphylococcus aureus em 20,6% e Pseudomonas agruginosa em 8,1% dos

iberes.
0 exame bacterioldgico de 2.212 amostras de leite, positivas ao
"Rapid mastitis test" {variagio do CMT), na regiaodeIllawarra, na Austra-

lia, revelou a presenga de Staphylococcus aureus em 34y1% das amostrasf

Streptococcus agalactiae em 12,7%; Streptococcus dysgalactiae em 0,9%§

Streptococcus uberis em 1,4% e Corynebacterium pyogenes em 0,1% (HOARE &

BARTON, 1972).
De 56/ amostras de leite, provenientes de vacas com mamite

clinica, no Quénia, foram isolados Staphylococcus aureus de 153 amostras

(27,1%)§ Streptococcus spp. de 132 (23,4%); Corynebacterium pyogenes de
41 (7,3%), Citbebacterium spp. de 68 (12,1%); Escherichia coli de 8L (14,95

Klebsiella spp. de 46 (8,2%); Paracolobactrum spp. (coliformes nao fermen—

tadores de lactose) de duas (0,4%); Proteus spp. de trés (0,5%); Pseudamo—
nas spp. de cinco (O,9%)§ bactéria Gram negativa de 28 (5,0%) e organismos
semelhantes a levedura de duas (0,4%) (LAUERMAN et alii, 1973).

Na "Slovakia™, 183.342 amostras de leite, provenientes<h363.388
vacas leiteiras, foram examinadas bacteriologicamente e citologicamente,
durante o periodo de 1967 a 1971. O exame bacterioldgico, revelou 20,9 das

vacas leiteiras positivas. Streptococcus agalactiae foi isolado de 12,50%

das bacterioclogicamente positivasj Staphylococcus aureus, de 543%3 outros

estreptococos, de 2,1%; B. coli, de 0,3%; Klebsiella, de 0,2%; Corynebac—
terium pyogenes,'de 0,2% e outros germes bacterianos, de 0,2% (HAVELKA,

1973) .

BRYSON & THOMSOM (1976), examinando 1.365 amostras de leite,
provenientes de vacas com mamite clinica, na regiao de Bulawayo, Rodesia,
no per'iodo de 1972 a 1974, isolaram agentes bacterianos de 50,0% das amos-
tras. Destacaram os estreptococos com 37%; estafilococos, 28% e coliformes
29,5k.

HAVELKA et alii (1977) examinaram bacteriologicamente, 80.000

amostras de leite, provenientés de 45.000 vacas, na "Slovakia", durante
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1976. Eles isolaram agentes da mamite em 20% das vacas nas seguintes pro-

porgoes: Streptococcus agalactiae,delﬁ,}%; outros estreptococos, de 0,9%;

Staphylococcus aureus, de 2,5%; Corynebacterium pyogenes, de 0,2%; Klebsi-

ella, de 0,1% e Escherichia coli, de 0,1%.

A literatura espec{fica brasileira se resume basicamente em:
ZANI NETO (1955) estudou no estado de Sao Paulo, 73 amostras

de Micrococcus pyogenes (Staphylococcus aureus), provenientes de vacas com

mamite. Ele considera este germe responsavel por grande nimero dessas in-
fecgoes.

MARTINEZ (1958), no Rio Grande do Sul, encontrou, duranteum pe
rfodo de trés anos (1954 a 1956), através de exames clinicos, provas do
azul bromotimol e lacto-sedimentacao, uma porcentagem de mamite de 6,2 en-
tre vacas lactantes.

FIGUEIREDO (1959), examinou 129 vacas lactantes na regiao de
Betim (MG), das quais 92 revelaram mamite e sete foram consideradas suspei-
tas, atraves do exame clinico e provas auxiliares ("strip cup" e cMr). O
exame bacteriolagico das 99 amostras de leite anormal ou supostamente anor-
mal, revelou presenga de agentes infecciosos em 72,7%. Dentre os agentes

bacteriancs patogénicos isolados, figuram Staphylococcus aureus, 57 4%3

Streptococcus agalactiae, l,l%; Streptococcus sppes 38,1%; bacilares, 4,3%

e Corynebacterium pyogenes, 2,1%.

LANGENEGGER et alii (1970) examinaram 2.187 vacas em lactagao,
na bacia leiteira do Rio de Janeiro e verificaram através de exame clinico
dos Uberes, 87 vacas (4%) com mamites clinicamente evoluidas, afetando 101
quartos (1,1%). O mesmo exame clinico revelou que 141 vacas (7%) eram por-
tadoras de 167 quartos "secos” (2%), com ou sem mamite. Através do CMT, ve-
rificaram reagbes suspeitas ou positivas em 429 vacas (20%), num total de
821 quartos (9,3%). Atraves de exame bacteriol6gimadas821 amostras de lei—
te reagentes ao CMI, obtidas das 429 vacas, fol possivel isolar e identi-
ficar agentes etiologicos da mamite em 368 animais (85,7%). Dentre as 429

vacas examinadas, Streptococcus agalactiae foi isolado de 106 {(24,756);
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Streptococcus dysgalactiae de 74.(17,25%); Streptococcus uberis de 20 (4,6%);

StaPhylococcus aureus de 227 (53,1%); Corynebacterium pyogenes de 18 (4,2%);

Pasteurella multocida de quatro (0,9%) e Escherichia coli de duas (0,4%).

FERNANDES et alii (1973), examinando 970 amostras de leite da
bacia leiteira de Porto Alegre, isolaram organismos patogenicos de 100% das
mamites clinicas e de 45% das subclinicas. Os agentes etiologicos das ma-—

mites clinicas foram: Staphylococcus aureus (50%); Streptococcus agalac-

tiae (33%); Streptococcus dysgalactiae (4%); Streptococcus pyogenes (5%) 3

Corynebacterium ﬁyogenes (1%); Pseudomonas aeruginosa (4%) e Escherichia

coli (3%). Das mamites subclinicas, foram isolados Staphylococcus aureus

(L2%) e Streptococcus dysgalactiae (3%).

HARROP et alii (1975) examinaram 8066 vacas em lactacao na ba-
cia leiteira da zona deo agreste meridional de Permambuco. Através do CMT,
338 vacas (39%) apresentaram disturbios da secregao lactea e o exame bac-
teriologico revelou infeogoes nos uberes de 275 vacas (31,7%). Dentre os

agentes etioldgicos, o Staphylococcus aureus foi  isolado de 163 vacas

(59,2%); Streptococcus agalactiae, de 39 (lh,l%); Streptococcus dysgalac—

tiae, de 52 (18,%%); Streptococcus uberis, de 86 (31,2%) e Corynebacterium

pyogenes, de cquatro (1,4%).
SILVA (1977), estudando o mesmo rebanho usado neste trabalho,

obteve de 505 isolamentos os seguintes agentes:Staphylococcusaurqg583,5%;

Staphylococcus coagulase-negativa, O,7%; StreptococcuSlﬂxnﬁs,]lHO%; Strep

tococcus dysgalactiae, 0,7% e infecgoes mistas, 1,1%.

2.3. Frequencia de microorganismos na pele e meatos das tetas.

CHODKOWSKI (1949), estudando os rebanhos de 13 fazendas, iso-

lou Streptococcus agalactiae das tetas de 185 vacas, entre 489 examinadas

(38%). 0 isolamento do microorganismo de tetas com feridas ou escoriagoes
foi mais freqllente do que de tetas sem lesoes. No estudo de duas fazendas,

o autor encontrou 81 e 61% de tetas positivas, nas com lesoces, e 15 e 17%,




10

~ . . L4
para tetas sem lesoes, respectivamente. Ainda segundo o mesmo autor, meto—
dos seletivos nao dao 100% de recuperagao de microorganismos, de material
altamente contaminado.

CHODKOWSKI & LANCASTER (1949) isolaramStreptococcus agalactiae

das tetas de 14 vacas, dentre 16 estudadas (87,5%), utilizando "swabs" em-
bebidos em leite estéril e posterior incubagao em leite estéril adicionado
de corantes inibidores. Comparando com outro processo, em que foi utiliza-
do "éwabs" embebidos em agua de torneira estéril e incubagao em somente
leite estéril, foi possivel isolar o microorganismo somente de duas vacas,
dentre as 16 estudadas (12,5%).

LANCASTER & STUART (1949) nao encontraram diferengas entre va

cas, na eliminagao de Streptococcus agalactiae da pele de tetas, entre or-

denhas. O microorganismo pdde geralmente ser recuperado da pele das tetas,
entre ordenhas, apOs contaminacao das mesmas com leite contaminado.
0 exame de 112 apices de tetas provenientes de 28 novilhas, no

momento da "secagem” do leite, revelou presenca de Staphylococcus aureus

em oito (7,1%). Os "swabs" foram fomados depois da lavagem das  tetas com
hipoclorito de sodio (800 ppm de cloro livre) e limpeza das extremidades
das mesmas com alcool (etanol, 70%) . De 28 "swabs" compostos das tetas de

28 novilhas, no momento da "secagem" do leite, Staphylococcus aureus foi

recuperado por plaqueamento direto, de 10 {(35,7%) e por método de enrique-—
cimento, de 13 (46,4%). Antes da tomada das amostras, as tetas foram desin
fetadas (NEAVE & OLIVER, 1962).

Ainda os mesmos autores, trabalhando com vacas "secas'', cujas

tetas foram experimentalmente contaminadas com Staphylococcus aureus (amos

tras "m" e "t") e Streptococcus dysgalactiae, verificaram que significati-

vamente mais "swabs" positivos foram obtidos das tetas de quartos infecta-
dos do que daqueles que permaneceram livre de infecgao intramamaria. A por—
centagem de "swabs" positivos (todas amostras) ate o 34? dia do experimen-—
to, foi 71, para os quartos que estavam ou tornaram-se infectados e 41,4

para os nao infectados. O exame de 112 tetas provenientes de 28 novilhas,
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no periodo "seco", 21 dias apos contaminagao experimental com culturas mis

tas de Staphylococcus aureus, revelou presenga do microorganismo em 18 te-

tas (16,1%), quando utilizado plaqueamento direto e em 25 (23,3%), quando
utilizado método de enriquecimento. As tetas nao foram nem lavadas e nem
desinfetadas, antes da tomada das amostras. O exame de 78 épices de fetas
provenientes de 20 novilhas, no periodo "seco", 21 dias ap6s contaminacao

experimental das tetas com culturas mistas de Staphylococcus aureus, reve-—

lou presenga isolada de Staphylococcus aureus, em 28 apices (29,5%), Sta-

phylococcus aureus e Streptococcus uberis em trés (3,%) e somenteStrepto-

coccus uberis em tres {3,9%). As tetas nio foram nem lavadas e nem desin-

fetadas antes da tomada dos "swabs".

Segundo MCDONALD & PACKER (1968), microorganismos cocos Gram-—
positivos, usualmente foram encontrados em numeros maiores sobre as extre-
midades das tetas, do que microorganismos coliformes Gram-negativos. Somen
te um a 20 microorganismos coliformes do mesmo tipo, podiam ser isolados da
extremidade de qualquer teta. Achado similar podia ser observado em tetas
completamente cobertas com material fecal seco e antes da lavagem com agua
corrente.

De acordo com SCHULTZE & SMITH (1970), tanto Staphylococcus

aureus quanto Staphylococcus epidermidis, podem se estabelecerem como mi-

croflora residente sobre a pele no apice da teta, e que esta colonizagao
nao depende inteiramente de espessamento ou erosao do épice.

Tetas lavadas com uma solugao a base de iodo {("Iosan udder
wash") e tetas nao lavadas, nao mostraram difereﬁgas significantes coam re-
laggo ao numero total de bactérias e nimeros de estafilococos, estreptoco-
cos e organismos Gram-negativos, sobre o apice das tetas (ZARKOWER & SCHEU-

CHENZUBER, 1977).

2.L. Associagao de microorganismos entre elos da cadeia epide-

* - b .
miclogica da mamite.
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De acordo com SPENCER et alii {1946), se Streptococcus agalac-

tiae vive como flora residente dentro ou sobre apele das tetas, a dissemi-
nagio pode ocorrer via o canal do leite, para dentro da teta, em qualquer
época.

LANCASTER & STUART (1949) reproduziram infecgao por Streptococ-

cus agalactiae em 12 de 18 vacas (66,8%), em um total de 27 quartos, atra-

vés de ordenha manual com maos infectadas de ordenhadores. Estes imergiam
as mﬁos em leite de vaca infectada com omicroorganismo, €, em seguida esfre
gavam este leite sobre as tetas e partes mais baixas do ubere e imediata—
mente procediam a ordenha. Este processo de exposicao foi mantido por um
periodo de 15 semanas e quatro dias, em duas ordenhas diarias.

LANCASTER & STUART (1951) infectaram com Streptococcus agalac-

tiae, 13,5 dos quartos de 23 vacas, atraves de ordenha manual. O método
utilizado foi ordenha com maos previamente imergidas em secregao lactea de
vaca doadora, infectada com o microorganismo. Este método de exposigao foi
mantido por sete meses. Durante o iltimo més, culturas da mesma amostra de

- - - - ~
Streptococcus agalactiae foram adicionadas a secregao.

SPENCER. & LASMANTS (1952) verificaram que vacas freqlentemente
tinham micrococos (estafilococos) hemoliticos sobre apele das tetas, quan-
do nenhum era encontrado no leite.

NEAVE & OLIVER (1962) concluiram que grande quantidade de Sta-

el - . -
phylococcus aureus - encontrada no orificio da teta se associava a nova -if-

~ < - . an® .
feccao no periodo seco. Eles verificaram ainda que os orificios das tetas

de quartos que tornaram infectados com Streptococcus uberis, foram os ani-

- ~
cos dos quais grandes numeros desse estreptococo, foram recuperados.

Uma alta incidéncia de infecgao, por Staphylococcus aureus foi

produzida por imersao de tetas imediatamente antes da ordenha em cultura con
tendo 45 x 10 unidades formadoras de colonias (u.f .c.) pormililitro de lei
te, e foi mais tarde encontrado que isto podia ser acentuadamente aumenta-

6
do quando a cultura continha 100 x 10 u.f.c. porml. (NEAVEet alii, l962b).

R
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Segundo NEWBOULD (1968), quanto mais organismos colocados so-

- £ . . A ~ - ]
bre a teta e orificio da teta, tanto mais infecgoes intramamarias ocorre-—
~ - . - bl . - * - *
rao. Ele tem conseguido produzir infecgao intramamaria atraves de inocula-
~ . - -~ sy € -~
gao nos primeiros tres milimetros do- ducto da teta com, tao pouco quanto,

36 u.f.c. de Staphylococcus aureus.

- - "~ - - bind = e -
A incidéncia de infecgio intramamaria causada por amostras de

Aerobacter aerogenes e Streptococcus agalactiae pode ser regulada pelo grau

de exposigao da extremidade da teta. De 48 quartos, expostos experimental-

mente a cultura mista de Streptococcus agalactiae e Aerobacter aerogenes,

depositados sobre as extremidades das tetas, por um periodo de 13 semanas,
28 (58,3%) nao tornaram infectados com nenhum dos microorganismos. De 3.120
exposigbes experimentais, resultaram 25 (0,80%) infecgoes intramamarias, sen

do 13 (0,4%), com Streptococcus agalactiae e 12 (0,4%), com Aercbacter ae-

rogenes. De 48 quartos, cujas tetas foram expostas naturalmente ao Staphy-

lococcus epidermidis, por um periodo de 13 semanas, 10 (20,8%) tornaram in

fectados, com um total de 12 infecgdes no periodo (MCDONALD & PACKER, 1968).
Taxas de novas infecgOes com coliformes s30 muito mais baixas

do que com Staphylococeus aureus, apesar da alta frequencia com que extre-

midades das tetas tornam contaminadas com coliformes, particularmente sob
condigdes de abrigo no inverno (BRAMLEY & NEAVE, 1975).

ZARKOWER & SCHEUCHENZUBER (1978) verificaram que quartos  com
evidéncia de infecgao, tinham uma contagem bacteriana media, em suas extre
midades, significativamente superior (p<0,01) 3 daqueles sem evidencia de
infecgao. Ainda, segundo esses autores, existe uma relacao positiva entre
altos nﬁmeqos de estafilococos na pele e incidencia de infecgoes estafilo-
cocicas intramamarias. Os altos numeros de estafilococos nas tetas, estao
presentes tanto antes quanto apds infecgoOes estafilocdcicas intramamaria.

Segundo BRAMLEY et alii (1979), a inoculagao do orificio da te

ta com 20 u.f.c. de Staphylococcus aureus, nao resultou em colonizagao do

£ -  mf -
apice da teta, mas inoculando 200 ou 2.000 u.f.c., no orificio ou a dois

milimetros dentro do ducto da teta, resultou em colonizagao de 60 a 72% e
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02% das tetas, respectivamente. O numero de Staphylococcus aureus recupepé

,~ -
vel do apice da teta aumentou regularmente com o tempo e estava ainda au-

mentando apos 19 dias de inoculagao. Do total de 78 colonizagdes de apice

de teta, por Staphylococcus aureus, somente quatro infecgoes de quartos

ocorreram (5,1%). A inoculagao do ducto de teta, com ate 43 x 10 u.f.c.,

- - - - ~ - > - - -
de Escherichia coli, resultou em somente uma colonizagao transitoria do api

ce da teta, que raramente persistia por mais do que tres a quatro dias.
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3. MATERIAL E METODCS

3.1. Material

0 material usado no presente estudo foi obtido em uma fazenda,
pertencente a Escola Média de Agricultura de Florestal, da Universidade Fe-
deral de Vigosa, situada no municipio de Florestal - Minas Gerais.

0 sistema de criagao da propriedade erade semi—estabulaggo,cqm
duas ordenhas diarias, sendo parte dos animais ordenhados com maquinas e
parte manualmente. Os animais utilizados no presente trabalho eram todos
ordenhados manualmente.

Foram utilizadas nove vacas em lactagao, selecionadas ao acaso,
com idades variando de cinco a 12 anos. Esses animais eram todos mestigos,
de sangue "Schwitz" e Zebu com predominio do sangue "Schwitz, com numero de
partos entre um e seis. Foi utilizado este numero de vacas, porque foi su-
ficiente para as comparagoes estatisticas.

Os dois ordenhadores utilizados foram considerados como unida-
de individual a cada animal manipulado, assim estes dois foram considera-

dos nove por terem manejados nove vacas.

3.2. Colheita do material

0O material da mao do ordenhador, da pele e meatos galactéforos
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externos das tetas, foi obtido através de esfregacos com '"swabs", com apro
ximadamente 0,02 gramas de algodao, envoltas em varetas de bambu de 15 cm
de comprimento, embebidos é;icaldo cérebro-coragao* {3C). Os esfregagos de
mao eram feitos no sentido longitudinal, desde o punho até a ponta do dedo,
fazendo-se um ligeiro movimento giratorio do "swab", da esquerda para di-
reita, entre cada dedo esfregado. Foi utilizada somente a mao direita de

cada ordenhador, de modo que todos os dedos desta, eram esfregados. Os es—

fregagos de pele de teta eram feitos no sentido longitﬁdinal.dastetas, des

de a base fixada entre os dedos do operadér ate 5 extremidade, em quatro
angulos diferentes, obedecendo-se a mesma técnica utilizada para a maoc. Os
esfregagos dos meatos, eram obtidos através de movimentos giratérios dos
"swabs". Foi utilizado, um "swab" para cada teta e outro para omeato. Apods
realizados os esfregagos, os "swabs" voltavam para tubos individuais con-
tendo 3C.

Foram feitos trés esfregacos de mao, de cada ordenhador, nas se
guintes situagoes:

a) Apos contengao do animal, antes da ordenha, sem lavagem ou
desinfecgio prévia das maos.

b) Apds contencao do animal, antes da ordenha e apos lavagem
das maos com sabao** de barra ou desinfecgao com iodofor¥#* (0,009% de io~-

do ativo) ou clorhexidina¥¥¥: (1,5%) (tratamento alternado entre cada ani-

! mal manipulado). O periodoc de exposi¢io das m3os ao sabao e aos desinfetan

tes era de um a dois minutos. Antes de fazer o esfregago, para retirar a

¥  Sabio Ttabira. Fabricante: CASA MARINHO PINTO INDUSTRIA ECOMERCIO S/A.
Endereco: R. Benjamin Constant, 244, /250 -~ Barreto, Niteroi, RJ.

#%%  Jodophor Fated - produto a base de iodofor, contendo 2,25% de iodo a
tivo. Fabricante: FATEC QUIMICA INDUSTRIAL S/A. Endereco: Bairro do
Portao, s/n - Aruja, SP.

#%#% Chlorohex Emulsio. Contém 1,556 de clorhexidina, sendo 1% soba forma
de digluconato e 0,5% sob a de cloridrato. Fabricante: KNOLLS/A (Prg
dutos Quimicos e Farmacéuticos). Enderego: R. Maxwell, 10 - Rio de Ja—
neiro, RJ.

|

I * Brain heart infusion. DIFCO LABORATORIES. Detroit — Michigan - USA.
|

|
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maior parte do desinfetante ou do sabzo, a mao era enxaguada em tres sali-
nas estéreis, em bacias esterilizadas e secada ao é{ por um adois minutos,
com leigeira agitacdo da mesma. B

c) Apés ordenha manual de tetas nao lavadas, e sem posterior
lavagem ou desinfecgao das maos.

Da terceira salina colhida em bacia estéril, utilizada para en
xaguar maos, 10 ml era colhida em vidro de boca larga, esteril, com tampa
de rosca, utilizando-se de uma pipeta estéril de 10 ml.

Para contagem de colanias, em placas de agar sangue: inccula-
das com “swabs" de maos de ordenhadores, foi utilizado, o seguinte critério:
contagem de todas as coldnias até. o numero 300 e estimados os valores nas'
faixas de 300 a 600 e acima de 600 colSnias por placa. Para efeito de cal-
culo, nimeros de coldnias superiores a 6000 por placa, foram fixados em
600.

Os esfregacos de tetas e meatos foram obtidos antes e depois
das tetas serem ordenhadas manualmente, sem lavagem ou desinfecgao prévia
das mesmas,

Os dois primeiros jatos de leite eram utilizados para as pro-
vas da coadura do leite ("strip cup”) e "California mastitis test” (cm1).

O terceiro jato de leite, utilizado para bacteriologia e con-
tagem global de leucdcitos, era colhido em vidro de boca larga, estéril,
com tampa de rosca, apds desinfecg2o do meato galactdforo externo e extre-
midade distal da teta, com élcool—iodddo a 10%.

0 material colhido era enviado ao laboratario, sem refrigera-
gao, dentro de duas horas.

Os quartos e tetas foram denominados com as siglas AD (anterior
direito), PD (posterior direito), AE (anterior esquerdo)e PE (posterior

esquerdo), nas apresentagoes dos resultados.

3.3. Provas utilizadas
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3.3.1. Coadura do leite
O primeiro jato de leite era-colhido em caneca contendo telade
malha fina. A prova & considerada positiva, quando a amostra de leite con-

L
tem grumos ou coagulos que ficam retidos nessa malha.
Y <

TR

3.3.2. "California mastitis test" (cmr)

Este método foi empregado segundo SCHAIM & NOORLANDER ( 1957).

3.3.3. Contagem global de leucocitos

Os esfregacos de leite foram preparados de acordo com a técni-
ca de PRESCOIT & BREED (1910), com ligeira modificaggoempregadapor FIGUEL
REDO (1957). Para coloragao, foi utilizado o meétodo de Newman, modificado

por CHARLETT (1954).

3.3.4. Bacterioscopia

O mesmo esfregago de leite usado para contagem global de leu-

cocitos, era utilizado para a visualizagao de bactérias. As amostras de lei
o

te eram incubadas a 37 C por 12 a 20 horas, antes dos esfregagos serem prg

parados, conforme empregado por FIGUEIRED01(1957).

3,3.5. Isolamento e identificagEO

Os "swabs" e lavados de mio (terceira salina utilizada para en—

Xaguar as maos dos ordenhadores) eram inoculados em meios de cultura, logo

» f o . -

apos a chegada do campo, ou eram conservados em refrigerador (L-7 C), ate

o dia seguinte, quando eram inoculados. As amostras de leite eram incuba-

o) .

das a 37 C por 12 a 20 horas, antes de serem inoculados em meios de cultu—
ra. A inoculagio era feita com alga de platina.

Tanto os "swabs" quanto as amostras de leite, eram inoculados

em placas contendo agar triptose com 8% de sangue desfibrinado de bezerro
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(NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1969} e em meios seletivos para estreptococos

(EDWARDS, 1933), estafilococos (ZEBOVITZ et alii, 1955) e bacilares (HoLT-
HARRIS & TEAGUE, 1916).

O material colhido por esfregagos com "swabs" era inoculado em
placas, com os proprios "swabs", apos comprim{—los contra a parede do tubo
com 3C, para diminuir o volume do "inoculum".

0 lavado da mao do ordenhador era inoculado com pipeta de1,0ml,
em quantidades de 0,1 ml por placa de 10 cm de diametro com 5gar sangue, e
espalhado com alga de Drigalski. ;

As placas inoculadas, eram incubadas a 3700 por 24 - 48 horas.
As coldnias isoladas, eram transferidas para 3C em tubos e deixadas cres-
cer a 3700 por 2L horas.

As placas com agar sangue foram usadasparaposs{veis isolamen—

tos de Corynebacterium pyogenes e para contagem de coldnias das maos & la-

vados de maos de ordenhadores.

Verificada a pureza e aspectos morfo-tinturiais das culturas
em caldo, pelo método de Gram, procedia-se os testes especificos para a i-
dentificagao de espécies ou grupos de microorganismos freqllentes causado-
res de mamite.

Para a identificagao presuntiva dos microorganismos, além do
crescimento em meios seletivos e caracteristicas morfo-tinturiais pelo mé—
todo de Gram, foram empregados métodos recomendados pelo "NATIONALMASTITIS
COUNCIL", 1969. Os estreptococos foram identificados de acordo com a rea-
cao CAMP (Christie, Atkins e Munch-Petersen)}, fermentagao da esculina, hi-
drélise do hipurato de sodio e tipo de hemolise em ﬁgar sangue de bezerroj
os estafilococos, de acordo com a capacidade de coagular plasma de coelho
(teste da coagulase) e os coliformes, de acordo com a capacidade de produ-
zir écido na inclinagao, e acido e gis, no fundo do tubo com Agar Triplice

Agﬁcar-Ferro (TSI)*.

* Triple Sugar Iron Agar. DIFCO LABORATORIES. Detroit — Michigan - USA.
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CAMP Teste
Esta prova foi realizada de acordo com o método desc;ito em
"NATTIONAL MASTITIS CQOUNCIL" (1969); sem a prova de desdobramento da escu—
lina, que foi realizada separada. Uma cultura de estafilococo, capaz de
produzir hemdlise "beta™, era inoculada através do cenfrode uma placa con
tendo agar sangue de bezerro. A colonia a ser testada, retirada da placa
com Agar sangue, era inoculada perpendicular a dois ou trés milimetros da
linha de inoculagio do estafilococo. Cultura de estreptococo CAMP positi-
vo, era incluida em cada teste, para controle. Desta forma, testavamos oi-
to culturas por placa.
As placas inoculadas, apos incubaggo a 37°C por 18 -2/ horas,
eram examinadas para hemolise e reagao CAMP. Reacao CAMP positiva é indi-
cada por uma zona semicircular de lise completa, na zona de hemolise "be-

ta" produzida pelo estafilococo.

Fermentagio da Esculina

Nesta prova, utilizamos o método descrito em  LITTLE & PLAS—
TRIDCE (1946). Caldo contendo 0,1% de esculina era inoculado com a cultu-
ra a ser testada, e incubado a 370C por um per{odo de 48 horas. Uma gota
de uma solugao aquosa a 1% de citrato férrico era entgo adicionada. Quan-
do a ésculina é fermentada, a fluorescgncia azulada original desaparece e

. . o~ N - +$ .
uma cor marron escura desenvolve na adigao da solugao de citrato ferrico.

Hidrolise do Hipurato de Sodio

Para esta prova, foi utilizado o método descrito em BIER(1975).
Caldo simples contendo 1% de hipurato de sodio era inoculado com a cultu-
ra a ser testada e incubado a 37Ob, durante quatro dias.

A redugao do hipurato a icido benzoico era verificada pela a-
digao de uma solucao de cloreto ferrico, 12g; acido cloridrico concentra-

do, 0,25ml; agua destilada ¢.s. 100ml. A quantidade de solugao férrica a-
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. - . - ., ” .
dicionada, era determinada numa pesquisa previa. O cloreto ferrico era a-

dicionado rapidamente e a mistura agitada. A formaggo de precipitado era

interpretado como positivo (presenca de acido benzdico).

Teste da Coagulase

Foi empregado basicamente o método descrito por SCHAIMet alii
(1971). O plasma foi obtido de sangue de coelho, oxalatado a 0,2%, por
centrifugaggp a 1.500 r.p.m., durante 30 minutos.

As provas eram realizadas em tubos de hemblise, onde se colo—
cava 0,6 ml de solugio de cloreto de sodio a O,4%, uma alga de cultura de
estafilococo de 24 horas de crescimento em agar sangue e 0,2 ml de plasma.
Os tubos eram agitados e incubados a 3700 por quatro horas. A leitura era
feita de hora em hora, por inversiao dos tubos. Os tubos eram deixados em
observagao por mais 24 horas em temperatura ambiente. A presenga de coa—
gulo, total ou parcial, era considerado como positivo.

A associacio entre patogenos presentes em possiveis elos da
cadeia epidemiolégica da mamite, foi analisada através do teste de  Qui-
quadrado, com corregao de Yates, com p<0,05. As frequéncias desses mi-
croorganismos, presentes na pele e meatos das tetas, antes da ordenha e
imediatamente apas ordenha manual, cam maos previamente lavadas ou desin-
fetadas, foram comparadas pelo teste "t" de Student, com p<0,05, confor-
me STEEL & TORRIE (1960). '




4. RESULTADOS

Todas as amostras de leite foram negativas para as provas de
coadura do leite e CMT.

0Os dados referentes a contagem pglobal de leucocitos e bacte—
rioscopia sao apresentados na TAB. I.

Os resultados dos isolamentos de microorganismos,dasmﬁos dos
ordenhadores, sao apresentados nas TAB. II, IIL, IV, Ve VL.

Os resultados da TAB. II mostram que das maos dos nove orde-

nhadores, Streptococcus agalactiae foi isolado de seis delas(66,7%);5tre2

tococcus dysgalactiae de uma (11,1%); Streptococcus uberischasete(??,S%)§

Staphylococcus aureus de uma (11,1%); e outros microorganismos, das nove

(100%) .

Os resultados da TAB. IIT mostram que das maos lavadas com sa

lina e sab3o, Streptococcus dysgalactiae foi isolado de wmadelas(33,3%)§

das desinfetadas com iodofor, Streptococcus agalactiae e  Staphylococcus

aureus foram isolados de uma delas (33,3%)§ e das desinfetadas com clor-
hexidina, nao foi isolado microorganismo considerado patogénico para a

glandula mamaria.

Qs resultados da TAB. 1V mostram que das maos lavadas com sa-

lina e sabao, Staphylococcus aureus foi isolado de uma delas (33,3%); das

desinfetadas com iodofor, Streptbcoccus agalactiae foi isolado de uma de—
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las (33,3%), Streptococcus uberis das tres (100%), Staphylococcus aureus

de uma (33,3%) e coliforme de uma (33,3%); e das desinfetadas com clorhe-
xidina, nao foi isolado microorganismo considerado patogénico para a glan-
dula mamiria. |

Os dados referentes ao isolamento de microorganismos de amos—
tras de leite, sao apresentados na TAB. VII. Os resultados dessa fabela
mostram que das 35 amostras de leite, provenientes de nove vacas, foram
isolados microorganismos considerados patogénicos para aglgndulamaméria,
de 10 amostras (28,6%), em um total de oito vacas (88,9%).

Dentre “os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi iso-—

lado de dois quartos (5,7%), em duas vacas (22,2%); Streptococcus dysga—

lactiae, de trés quartos (8,6%), em trés vacas (33,3%); Streptococcus ube-

ris, de dois quartos (5,7%), em duas vacas (22,2%) ;Staphylococcus aureus,

de seis quartos {17,1%), em cinco vacas (55,6%); e coliforme, de um quar—
to (2,9), em uma vaca (11,1%).

Os dados referentes ao isolamento de microorganismos da pele
das tetas, s3o apresentados nas TAB. VIII e IX, e dos meatos galactoforos
externos, nas TAB. X e XI.

Os resultados da TAB. VIIT mostram que das 35 tetas, de nove
vacas, foram isolados patdgenos para a glandula mamiria, de 31 tetas(88,6%
nas neve vacas {100%).

Dentre os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi isola

do de 17 tetas (48,6%), em sete vacas (77,8%); Streptococcus uberis, de 10

tetas (28,6%), em cinco vacas (55,6%); Staphylococcus aureus, de quatro

tetas {11,4%), em trés vacas (33,3%); e coliformes, de nove tetas(25,7%),
em seis vacas (66,7%).

Os resultados da TAB. IX mostram que das 35 tetas, denove va-
cas, foram isolados patdgenos para a glandula ma.m:_;.r*ia, de 21 tetas(60,0%),
em oito vacas (88,9%).

Dentre os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi iso-

lado de oito tetas (22,9%%), em cinco vacas (55,6(%); Streptococcus dysga-
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lactiae, de uma teta (2,9%), em wuma vaca (11,1%); Streptococcus uberis,

de 10 tetas (28,6%), em quatro vacas (44,4%); Staphylococcus aureus, de

trés tetas (8,6%), emuma vaca (11,1%); e coliformes, de cinco tetas (14,4%),
em quatro vacas (&4,4%).

0s resultados da TAB. X mostram que dos meatos das 35 tetas,
de nove vacas, foram isolados patogenos para a glandula mamaria, de 16 me-
atos (45,7%), em sete vacas (77,8%).

Dentre os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi iso-

lado de seis meatos (17,1%), em tres vacas (33,3%); Streptococcus dysga-

lactiae, de quatro meatos (11,4%), em quatro vacas (44,L%); Streptococcus

uberis, de dois meatos (5,7%), em duas vacas (22,2%); Staphylococcus au-

reus, de seis meatos (17,1%), em quatro vacas (L4,4%); e coliformes, de
cinco meatos (14,3%), em quatro vacas (44,L%).

Os resultados da TAB. XI mostram cque dos meatos das 35 tetas,
de nove vacas, foram isclados patégenos para a glandula mamaria, de 15 me-—
atos (42,9%), em oito vacas (88,9%).

Dentre os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi iso-

lado de oito meatos (22,%%), em quatro vacas (44,4%); Streptococcus dys-

alactiae, de um meato (2,%%), em uma vaca (11,1%); Streptococcus uberis,

de dois meatos (5,7%), em duas vacas (22,2%); Staphylococcus aureus, de cin

co meatos (14,3%), em cinco vacas (55,6%); e coliformes, de tres meatos

(8,6%), em trées vacas (33,3%).




TAILTA T - Coniners plotwl ale lenedeiton e bacteriosoopia em amostees m.m-.j;_
aiv de dcite. .
N? de orden duearto NL.' Jde l;w:-;—- Dacterios— Caracteristivas mavcio-
da vaca citos puir nl copta tinturiais
1 A0 178 ¥
FD JLD-i&J X
AL [+] N
. PL 0 N '
2 o 0 5
.~ PD - 87.20 P ' Cocos Gram P en cachos
AE §7.220 N
FE 174640 L. °
3 AD [+} K
rD 87.320 X
AE . 17L.6.0 K
4 » 523.920 P Cocos Gram P en cachos
e em cadcias
PD 873.200 N
AE 900.520 ¥
PE 436,600 N
- . 5 AD D P Cocos Gram P em cachos
PD 87.320 N
AE 87.320 P Cocos Gram P em cadeias -
longas
PE 174.640 ¥
6 AD 174.6L0 ¥
o] o N
AE 87.320 H
PE 174.6.0 N
7 AD o H
D 349.280 P Cocos Gram P en cachos
AE 319.280 N ‘
FE ' 261.900 ]
- B AD 17 .6L0 - P- Cocvos Gram P em cadeias
. ‘ 7 “curtas e ‘em cachos
. PD B7.220 N
AE 174.6L0 P Cocos Gram P em cadeias
curtas e longas
PE -
9 m e
PD 174.610 P Cocos Gram P em cadeias
curtas e médias
AE 201.900 N
B PE 436,600 - P Cocos Cram P cm cadeias
curtas ¢ cm eachos
e *  Auséncia da teta .

**  Segrogac ec.eassa © purulenta

= *er Secrugan atuu.d, nan purulenta

I
|
‘
1
'
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TABLLA II - Isolsmento de microorsznismas das maos de ordenhadorcs, sem lavages

ou desinfecgio previa, imediatamente antes da erdenha.

N? de ordem do Microoriuisnos .
Streptovoccus Stophylococeus Outros®  Total
ordenhador asalacline dvsralactine wberis — aurcus

1 P . - P - P . 3
2z : P - - - P 2
3 - - P - P .2
4 - - P - P 2
i 5 P - P P P 4
6 - ' P P - P 3
’ 7 , P - P - P 3
8 P - p - P 3
9 P - - - P 2
Tokal 6 1 7 1 9 24

* Microorganismos nio enquadrades nos objetivas do trabalho.

TABELA ITI - Fsolamento de microcrganismos das maos de ordenhadores, depois de

submetidas a tros tratameatos* difercntes, antes da ordenha.

o
N. de ordem do Trata- Micreorqanisnos
Streplococcus Staphvlogegeus Outros=*  Total

ordenhador mentos . .
apalactine dvsgalactiae aureus

1 A - P - P 2

2 B P - B P 3

3 c - - - P 1

3 A - - - P 1

5 B - - -, P 1

. 6 Cc - - - P 1
7 A - . - - T p 1

8 ' 2} - - i - P 1

9 c - - - P -1
Total 1 1 1 9 12

# Tratameatos: A - Lavapgem com salina estéril e sablo. B - Desinfctadas com

iodofor. ¢ - Desinfetadas com elorhexidina.

*» Microorpanismos nao enfuadirados nus objetivos do trabalho.
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TABELA IV - Isolamento de microorganismos das nios de  ordenhadoces, depois de
submetidas a tros tratamenlos* difercntes ¢ péa—ordcnha manual de

tetast* nao lavadas.

a o )
N. de Tra— .
ke N. de Microorganismos . Total

ordem tamen  tetas Streptococcus Staphylococcus Coli- Ou— .
do orde tes  orde- .oalactise uberis _aurcus _ forme tros<®*
nhador nhadas
1 A 4 - - P - P 2
2 B L P P P - Pp. &4
3 c 3 - - - - P .
4 A 4 - - - - P 1
5 B 4 - - P - - P 2
6 c 4 - -- - - P 1
7 A 4 - - - - P 1
] B 3 - P - P P 3
9 c 3 - - - e P 1
Total i3 1 3 2 1 9 16
.

Teatamentos: A - Lavagem com salina estéril e Sabao. B - Desinfetadas com
iedofor. C - Desinfctadas com clorhexidina.

** Todas sem lesccs externas aparentes.

##% Microorganismos nic enquadrados nos objetive - <o trabalho.

T

TABELA ¥ - Nimero de colonias em agar sangue, de lavado de mac de ordenhador,

ap0s trés tratamentos® diferentes.

¥7 de orden do Tr;ta— N? de colonias por N? medio de celdnias por ol de
ordenhador :r;cntos n;l de lavado ’ iavado, por tratamento

1 A 60

2 [:] 250 A= 377

3 c 10

4 A X0

5 B 810 ' B = 1020

6 c 0

7 A 30 )

8 B 2000 c= 13

9 c xn . B

- ) R - .
#* Tratamentos: A - Lavagem das maos com salima esteril e sablo. B - Desinfee~

¢a0 das mios com jodofor. C = Desinfecgio das maos com elorhexidina.
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TADELA VI - MNbncro de coldnias cm placas de agar sanguc, inoculadas com "swabs"

de mios de ordenhadorcs, obtides antes ¢ depois de erdenha manual

- ) ., -
. de tctas® nao lavadas, com ou sem tritamcnto®® previo das maos. -

o o R z
¥. de N. de Tra- Antes da ordenha Pos ordenha

ordem  tetas  ta- Ko de colonias % de re- % modia N. de
do or orde- men- por placa dugao de redu- colo-
denha  nhadas  tos m par gao por nias por
dor trat. trat. trat. trat. placa
1 4 A 0 >600 0 285
2 [ B 2600 600 Q A: 46,5 600
3 3 c >EC0 1 97,0 o
& 3 A 2600 255 57,5 600
5 & B 600 2600 0 B: 29,3 600
6 A c S600 27 9%,5 o 450
7 5 A D6 108 8,0 . >600
8 3 B >600 TR 88,0 97,3 D600
9 3 ¢ D6 3 9,5 1%

* Todas sem lesdes cxternas aparcntes,
#% Tratamcntos: A - Lavagem com salina estéril e sabia. B - Desinfecgaoecom '
dofor. C - De~i. “ecglo com clorhexidina.

O

b

-
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TABELA VIL - Isolamcato de microorpanismos, freaicntes causadores de manie, de

amostras individoais de leite.

N de Quarto Microornanismos +" Total
orden Streptococeus Staphylococcus  Coli- '
da tvaca anal. dysgpal. ubcris aurcua » forme
T om - - - - - o
PD - : - - - o
AE. - - - - - o
PE - P - - - 1
2 AD - - - P - 1
- - - P - 1
. A'E = = - - - o
r .
PE - - - - - o
3 - - - - - 0
FD - - - - - )
AE - - - P - 1

t
»
1

4 AD - - - - - 0
PD - - - - - 0

AE - - - - - 0

PE P - P - - 2

5 AD - - - - - o
- - - - - o

AE - P - P - 2

PE - - - - - 0

6 AD - - - - - o
FD - - - - - Q

AE - - - - - [¢]

PE - - - - - (4]

7 AD - - - - - o
PD - - P - - 1

©AB _ _ _ - - o

o - ) ) } _ o

8 AD - - - - - o
FD - - - - - 0

AE P -, - P - 2

PER®  _ - - - P 1

9 AD*s% - P - P - 2
FD - - - - - [+

AE - - - - - - o]

PE - - - - - o

Total 35 2 3 2 6 1 14

*  Auscncia da teta.
## Sccregio cscassa ¢ purulenta.
» % Sceregas arquosa, nao purulenta.

L
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TABLLA VIIL - Lsolamcnto de microorsanisnos, [regicntes causadores de mamile, da
L)

pele de totas, sum lavarem previa, antes da ordenhas

87 de Teta Micrvorganismos Total
ordum Streptococcus Staphylococcus Coli-
da vaca éggl:u‘tinc uberis al:nrcus. . formes
1 AD P - P ' - 2
PD P - - - I
AE P - - - 1
PE P - P - 2
2 AD P - - - 1
PD P - - - 1
AE P - - - 1
PE . P - P - 2
3 AD - - - P 1
FD - - - 1
AE - P - - 1

[}
#
]

4 AD - P - - 1
0] P - - 2

AE - P - P 2

FE P -~ - - 1

: AD - P - - 1
FD P - - 2

AE P - - - 1

FE P - - 2

6 AD - P P - 2
FO - - - - 0

AR - - - P 1

PE - - - - o

7 AD - P - - 1
PR - - - P 1

AE - P - - 1

PE | P - - - 1

8 AD - - - - o
PD - - - - O

AE P - - P 2

PE*+ P " - - - 1

g. ADxx» - - - P 1
PD - - - P 1

AE - - - P 1

PE P - . - .- 1

Total a5 17 10 4, 9 o

* Auséncia da tcta.
#* Sccrocgao escassa e purulenta.
#** Seoregao aquosa, hao purulenta.

.

——
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TALLIA 1X — Isol.ascento du microorsmanisans, freflentes causadure: de mamite, da

pele de Lletas, sem lavagon pr("vi.a, apr'::; ordenha com maes anterior

menle sutnctidas a tges tratamentoss difereates.

H? de Tratameun  Teta Microoriiani smas ‘TD{:.'[].
: ordem to das Streptococuus Staphylocaceus  Coli-
‘ da vaca maos anal, dysaal, uberis  aurcus formes
1 A m P - - e - z
D P - - - - 1
' AE P - - P - 2
: PE - - - P - 1
‘ 2 B AD - - - - - Q
PD - - P - - 1
AE - - p - - 1
i PE P - P - - \2
3 c Y - - - o
P P - - - - -1
AE - - - - - s}

1
*
*
1

L1 A AD - - P - - 1
b m - - - - - o
I k- - p - - 1
' PE - - - - - °
5 B AD - - P - - 1
PD - - P - - 1
‘ AE - - P - - 1
PE - - - - P 1
6 [ AD - - - - - - o
i PD - - - - - o]
AR - - - - - o
PE - - - - - o
| 7 A AD - - - - - o
D - - - - - [»)
- AE - - - - P 1.
- PE - - - - - 1)
8 B AD - - P - P 2
3 H] - P P - - 2
AE P - - - - 1
PE®®* P .- - - - 1
9 c AD w2 - - - P 2
PD - —- - - P 1
AE - - - - - L
FE - - - - - Q
Total 5 8 1 10 3 5 27
- Tratamentos: A - Lavagem com salina e sablo. B —.Desinfeegac com iodofor.

C - Desinfecgio com clorhexidina.
w+  Auscncin da teta.

T

% Spcrogac escassa © purulecnta.
#4%r Scorogao aquosa, naa purulenta.
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H TABELA X - Isulamcnto de microurga.ni.':.mr;:;, [reqientes  causadores de gamite, do
mcato galactdforo externe, de tetas, sem lavagem prs-.-via, antes da
= ordenha.
K e Teta Microortani snos Total
orden Streptocaccus . Staphylovoceus Coli~
da vaca gral. dyspal. uberis aurcus formes
1 AD P P - - - 2
PD P - - - - 1
. AE - P - - 2
PE - - - - P 1
F] AD - - - P - 1
2] P - - - - 1
AE - - - - - 0
PE - - - - - o
. 3 AD - P - - - 1
PD - - - - - o
AE - - P - - 1
—* -
& AD - - - - P 1
= FD - - - - - 0
] AR - - Z - - 0
" PE - - - - - o
5 AD - - - - - RY
3] - - - - - o
AE - P - P - 2
PE - - - - - O
6 AD - - - - - o
- - - - - o]
AE - - - - - o]
PE - - - - - o
7 AD - - - - - o
PD - - - - - Q
0 -
- o AE - - - - - o
PE - - - - - o
8 AD - - - P P 2
FD - P - - - 1
AE 14 - . - _ P ' - 2
PE** P - - P P 3
9 AD #4% - - - P - "1
:3 - - - i e o1
“ | AR - - - - - s}
5 PE - - - - - o
i Total 35 6 4 2 6 5 23
E i *  Aus@neia da tota.
! i - Secrcqgc gscassa e“pumlcnta.
i | *##% Sccregao aquesa, nao purulenta.
|
18
]
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TABAA A - Irolunento de microorianizaos, freilunte: causadores de mamite, do
mcato galaclnforo cxlerno, de telas, soew Javoeem pr{;via, apé.-: or—

denha com mios anteriumcnte suteetidas a trés tratamentoss dife-
,_.-"‘ -
reates,

—_—
[
N. de Tratnm(-i\ Teta

llicmm'g:tr;i:mus Total
ordem  ta das Streptococeus Staphylococeus Coli-
da vaca mios agal. dyszal, dberis  aurcus formes
1 A AD P - - P = 2
. PD - - P - - 1
AE P - - - - 1
PE - - - - - o
2 B - - - P - 1
PD - - - - - o
AE - - - - _ o
PE - - - - - o
3 Cc AD , - - - - - o
D - - - - - o
AE - - - - - 0
—n . -
3 A AD P - _ P _ 2 -
BD - - P - - 1
AE P - - - - 1
PE - - - - - 0
5 B AD - - - - - o
PD - - - P - 1
AE - - - - - 0
’ PE - - - - - o
6 c AD - - - - - o
o - - - - - o
AE - - - - - v}
PE - - - - P 1
7 A AD P - - - . - 1
PU -. - - - - o
AE - - e
PE P - - - - 1
8 B . AD P - - - - 1
o - - - - - o
AE P - - - P 2
P+ P - - - 1
9 c AD®e s " o- - P P 2
PO - - - - - 0
AE - - - - - "o
PE - - - - - Q
Total 35 8 1 .2 5 b I 5]
*  Tratamentos: A - Lavagem com salina e sabjo. B - Desinfecgio com iodofor.

C - Desinfecgio com clorhexidina.

#*  Ausncia de teta,
%s% Sccrogiao escassa e purulenta.
#%et Secregle aquosa, nho purulenta.
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5, DISCUSSAQ

5.1. Frequencia de patogenos nas mSos de ordenhadores e acao
de desinfetantes entre elos da cadeia epidemiolBgica da mamite.

As publicagSes a respeito de isolamento de microorganismos pa
toggnicos das maos de ordenhadores, sao em parte, contraditarias(NEWBOULH

1965).

0 isolamento de estreptococo, principalmente Streptococcus a-

alactiae, das maos de ordenhadores, tem sido registrado por varios auto—
res, dentre os quais, JONES (1918), U.K. AGRICULTURAL RESEARCH COUNCIL
(1944), SPENCER et alii (1946), CHODKOWSKI & IANCASTER (1949) e CHODKOWSKL

(1949). Quanto a estafilococos, &nfase no Staphylococcus aureus, isolamen

tos tem sido registrados por NEAVE et alii (19622) e DODD et aliji (1966) .
Por outro lado, SPENCER et alii (1946) e SPENCER & LASMANIS (1952) nao con

seguiram isolar, respectivamente, Streptococcus agalactiae e micrococos

(estafilococos), produtores de coagulase, das maos de ordenhadores cue u-
tilizavam méquinas de ordenhar.

Os resultados obtidos no presente trabalho (TAB. II), de mios
de ordenhadores, sem lavagem ou desinfecgio, antes da ordenha, mostramuma
frequéncia de isolamento de 100% para germes habitualmente patogenicos pa

ra a glandula mamaria, assim distribuidos: 66,7% para Streptococcus aga-

lactiaef 11,1% para Streptococcus dysgalactiae; 77,8% para Streptococcus
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uberis§ 11,1% para Staphylococcus aureus e, também, 100% para outros mi-

croorganismos nao enquadrados nos objetivos do estudo.

Nas maos dos nove ordenhadores, foram isolados mais de uma es-
pécie de microorganismos. Em uma delas, todos eles.

Apbds lavagem ou desinfecggo das maos (TAB; TII), a frequencia
de m3os contaminadas com microorganismos considerados patoggnicos para a
glandula mamaria diminuiu 4,5 vezes (22,2%), quando comparada com os re-
sultados da TAB. II, ao passo que outros microorganismos foram isolados

de todas elas (100%). Das maos lavadas com salina e sabao, Streptococcus

dysgalactiae foi isolado de uma (33,36); das desinfetadas com iodofor,

Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus foram isolados de uma

(33,3%); e das desinfetadas com clorhexidina, nenhum microorganismo consi
derado patogénico foi isolado.

Tomando-se como base os resultados dos tratamentos preventi-
vos realizados nas maos dos ordenhadores, resumidos na TAB. III, apés or—
denha manual de tetas nao lavadas (TAB. IV) houve aumento de duas vezes
(44,4%) na frequgncia de mgos contaminadas com microorganismos considera-
dos patogénicos para a glandula mam&ria, embora dagquelas maos que haviam
sido desinfetadas com clorhexidina nio foi possivel isolar nenhum microor,

ganismo patogénico. Das maos lavadas com salina e sabao, Staphylococcus

aureus foi isolado de uma (33,3%); das desinfetadas com iodofor, Strepto-

coccus agalactiae foi isolado de uma (33,3%), ~Streptococcus uberis, das

tres (100%), Staphylococcus aufeus, de uma (33,3%) e coliforme de uma

(33,3%). A falta de isolamento de patogenos, das mios desinfetadas  com
clorhexidina, apos ordenharem tetas nao lavadas (TAB. IV), acreditamos po
der ser explicada pela possibilidade de presenca de residuos do desinfe-
tante nas maos, apesar das medidas de precaugoes tomadas. O isolamento de
microorganismos, de todas as maos, embora nao considerados patoggnicos en
sua totalidade, demonstra a possibilidade de veiculagao de germes de ani-

. ~ . .
mal a outro através da mao do ordenhador, mesmo desinfetada previamente.

%
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As frequéncias de isolamento de microorganismos, das maos de
ordenhadores, obtidos por outros pesquisadores, s30 bastante variadas, co-
mo também, sao os métodos de colheita do ;;terial. Alguns obtiveram o ma-
terial de maos lavadas ou desinfetadas e outros nao. Algumas dessas fre-
quéncias se aproximam as nossas, ao passo que outras diferem. O isolamen-
to de estreptococo hemolitico da mao de ordenhador, foi obtido antes e
apos lavagem com agua e sabio, por JONES (1918); As frequéncias de isola-

mento de Streptococcus agalactiae encontradas por U.K. AGRICULTURAL RE-

SEARCH COUNCIL {1944), SPENCER et alii (1946), CHODKOWSKE & LANCASTER (1949)
e CHODKOWSKI (1949) foram, respectivamente, 71,1%, 20%, 80% e 3%, sendo
que a frequgncia obtida por SPENCER et alii (1946) foi a partir de maos la
vadas com 5gua e sabao e desinfetadas com soluggo contendo 200 ppm de clo-
ro disponivel, e a obtida por CHODKOWSKI & LANCASTER (1949), a partir de
maos lavadas com égua de torneira.

Os resultados encontrados no presente trabalho (TAB. IIL, V e
VI) mostram uma melhor agao da clorhexidina sobre microorganismosdasmgos
dos ordenhadores. Resultados superiores da clorhexidina sobre Staphylo-

~ L4
coccus aureus presente nas maos de ordenhadores, foram tambem encontra-

dos por NEAVE et alii (1962a).

Una frequencia de maos infectadas com Staphylococcus aureus

de 50% antes da ordenha e de 100% durante a ordenha, foi  encontrada por
DODD et alii (1966) pesquisando maos de ordenhadores. Esses valores foram
superiores aos encontrados em nosso trabalho, que foram 11,1% antes da or—
denha (TAB. II) e 22,2% apOs ordenha (TAB. IV). O fato de termos encontra-
do uma frequéncia menor antes da ordenha pode ser devido a diferengas de
técnicas mas, apos ordenha, certamente foi devido ao poder residual dos
desinfetantes usados nas maos dos ordenhadores antes da ordenha.

Apesar de ser esperado maior frequencia de coliforme nas maos
dos ordenhadores, isto nao aconteceu. Dos "swabs" obtidos, antes da orde-

nha (TAB. II e III), nao nos foi possivel isolar nenhum coliforme. Somen-




g
|
E
:

37

te de uma mao desinfetada com iodofor e apos ordenha manual de tetas nao
lavadas (TAB. IV), isolamos coliforme.

Os resultados das TAB. Ve VI mostraﬁ{que a clorhexidina foi
mais eficiente do que salina com sabao e iodofor, na redugao do numero de
coldnias isoladas das maos dos ordenhadores. Por outro lado, alavagem das
maos com salina e sabao mostrou mais efetiva do que o iodofor. Os resul-
tados superiores da salina com sabao sobre o iodo talvez possa ser expli-
cado pela agho mecanica da lavagem, ou inibicao do iodo, face a presenga
de matéria organica. '

0 iodofor, em valores médios, apresentou menor eficiéncia na
eliminagao ou reduggo de microorganismos das maos dos ordenhadores. Ele
foi ineficiente em reduzir o nimero de microorganismos das maos dos orde—
nhadores de nimeros dois e cinco mas, para o de numero oito, foi bastante
eficiente (TAB. VI). Acreditamos que esta disparidade de resultados seja
em fungao da maior ou menor quantidade de matéria organica nas maos dos
ordenhadores.

0 resultado contraditorio obtido com a mido do ordenhador de
nimerc um (TAB. VI), onde nao se isolou bactéria alguma, embora nao tenha
sido sutmetida a nenhum tratamento, a nosso ver poderia ser explicado por
deficiencias de técnicas de colheita do material, pouco provavel, ou even
tual presenga de algum agente inibidor dos comumente empregados em sala de
ordenha.

Na maioria das maos, o nimero total de bactérias isoladas au-
mentou, quando as maos, anteriormente lavadas ou desinfetadas, ordenharam
tetas nao lavadas. Excessao para as mios dos ordenhadores de numeros um €
trés, que tiveram o nimero de bactérias diminuido e, para os de nimeros
dois e cinco, que tiveram o nimero inalterado (TAB. VI). Esse resultado
contraditorio obtido com as maos dos ordenhadores de nimeros um e trés, on-
de se isolou numero menor de bactérias, no primeiro caso, e nenhuma bacte-
ria no segundo, apesar deles terem ordenhado fetas nao lavadas, a nosso

. - - . o™~ . ”~ - -
vér poderia ser explicado por deficiencias de tecnicas de colheita do ma-
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terial, também pouco provavel, ou eventual presenga de agente inibidor nas
tetas ordenhadas.

B As porcentagens médias de redugao do nimero total de bactérias
das mios dos ordenhadores (TAB. VI), foram 29,3, 46,5 e 97,3, para maos
lavadas ou desinfetadas, respectivamente, com iodofor, salina com sabao e
clorhexidina.

Os nossos resultados com relagao a clorhexidina, se aproximam
daqueles de GERRING et alii (1968), que encontraram reducao de  Staphylo-

coccus aureus sobre as tetas, de 81, 97 e 97% em trés grupos de vacas esty

dadas, e também com os de SCHULTZE & SMITH (1970), que encontraram uma re-
dugzo de 9%% sobre a microflora residente sobre o épice da teta.

A eficiéncia do iodofor e clorhexidina, na redugao ou elimina-
cao de microorganismos dos apices das tetas, também tem sido mostrada, res
pectivamente, por ZARKOWER & SCHEUCHENZUBER (1977) e SILVA (1979). 0 iodo-
for quando comparado com o hipoclorito de s6dio e hexaclorofeno, nao mos—

trou diferencas significativas (HANSEN, 1971).

5.2. Frequencia de patdgenos em amostras de leite.

Os resultados encontrados no presente estudo (TAB. VII) mos-
tram uma frequgncia de isolamento de microorganismos considerados patogg—
nicos-para a glandula mamiria, em 28,6% das amostras de leite examinadas e
88,9 das vacas examinadas. Com relagao ao nﬁméro de vacas, os nossos acha-—
dos se aproximam muito daqueles obtidos por FIGUEIREDO (1959), LANGENEGGER
et alii (1970) e GIESECKE et alii (1971), que encontraram, respectivamen-
te, frequéncias de 72,7, 85,7 e 84,1%. Outros autores, no entanto, encan-
traram frequéncias menores do que as nossas. Estas variavam de 6,2 a 56%
(MARTINEZ, 1958; ZIV & NACHMAN, 1972; HAVELKA, 1973; HARROP et alii, 19753
HAVELKA et alii, 1977). Tais discrepancias podem ser devidas a diversidade
de técnicas ou métodos de estudo utilizados.

~ » .
Com relagao ao numero de amostras examinadas, autores como
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FERNANDFS et alii (1973) e BRYSON & THOMSON (1976) encontraram frequéncias

superiores 3 do presente trabalho, respectivamente, 45 até 100% e 53,00.
Admite-se como fator importante para o isolamento a presenga de sinais cli-
nicos de mamite. Estes autores usaram este tipo de material enquanto nos
nao nos ativemos a tal categoria de animais. Ao contrério, se verificarmos
os dados do CMT, reagao intimamente ligada ao aumento de leucécitosxulglgg

”~ - - = -
dula mamaria, todos nossos animais eram negativos.

‘Dentre os microorganismos isolados (TAB. VII), Streptococcus
agalactiae foi isoladode dois quartos (5,7%) , em duas vacas (22,2%) ; Strep-

tococcus dysgalactiae, de trés quartos (8,6%), em trés vacas (33,3%); Strep-

tococcus uberis, de dois quartos (5,7%), em duas vacas (22,2%) ; Staphylo-

coccus aureus, de seis quartos (17,1%), em cinco vacas (55,6%); e colifor-

me, de um quarto (2,9%), em uma vaca (11,1%).
Os nossos achados mostram uma frequencia de isolamento de Strep-

fococcus agalactiae, préxima Aquelas encontradas por LANGENEGGER et alii

(1970) e HAVELKA et alii (1977), respectivamente, 24,7 e 16,3% e superior
as de ZIV & NACHMAN (1972), HAVELKA (1973) e HARROP et alii (1975), res-—
pectivamente, 3,2, 12,5 e 14,1%, sendo, no entanto, inferior as encontra-
das por HOARE & BARTON (1972) e FERNANDES et alii (1973), respectivamente,
12,7 e 33%.

Com relacao ao Streptococcus dysgalactiae,;afrequgncia de nos-

sos achados & superior iquelas encontradas por LANGENEGGER et alii (1970),
HOARE & BARTON (1972), FERNANDES et alii (1973) e HARROP et alii (1975),

respectivamente, 17,2, 0,9, 4 e 18,%.

Com relagao ao Streptococcus uberis, a frequéncia de nossos a-
chados & superior aquelas encontradas por LANGENEGGER et alii (1970) e HOARE
& BARTON (1972), respectivamente, 4,6 e 1,4% e inferior a de HARROP et alii
(1975), que foi 31,2%. 4

A frequéncia de Staphylococcus aureus, encontrada mno presente

. . -~ . .
trabalho, foi superior a de todos os outros microorganismos estudados. Es-

-
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se fato, foi também encontrado por FIGUEIREDO (1959), LANGENECGER et alii

(1970), HOARE & BARTON (1972), LAUERMAN et alii (1973), FERNANDES et alii
(1973), HARROP et alii (1975) e SILVA (1977). J4 em 1955, no Brasil, mami-

te por Staphylococcus aureus, era uma preocupagao (zZANI NETO, 1955). Esta

frequéncia de aproxima daquelas encontradas por LANGENEGGER et alii (1970)
e HARROP et alii (1975), que foram, respectivamente, 53,1 e 59,2%. No en—
tanto, foi superior as encontradas por ZIV & NACHMAN (1972), HAVELKA (1973)
e HAVELKA et alii (1977), respectivamente, 20,6, 5,3 e 2,56 e inferior as
encontradas por HOARE & BARTON (1972), LAUERMAN et alii (1973} e FERNANDES
et alii (1973), respectivamente, 34,1, 27,1 e 50K

Com relagcao aos microorganismos coliformes, a frequéncia encon-
trada neste trabalho foi baixa, ou seja, somente isolados de uma amostra
de leite (2,%%), em uma vaca (11,1%). Com relacao ao nimero de  isolamen—
tos, a frequéncia foi de 7,1%, sendo portanto, superior aquela encontrada
para bacilares, por FIGUEIREDO (1959), que foi de L,3% e inferior aquela
encontrada para coliforme, por BRYSON & THOMSOM (1976), que foi de 29,5%.

Para efeito de comparagao com outros autores, utilizamos fre
quéncias, ora entre vacas, ora entre amostras examinadas. Todos estes acha—
dos e comparagoes indicam a dificuldade de se analisar estudos realizados
em épocas e regides diferentes onde, talvez, técnicas e métodos empregados
tenham sido substituidos devido superagao ou impossibilidade de adequagao

- L - .
a epoca atual ou a nossa regiao.

5.3. Frequéncia de microorganismos na pele e meatos das tetas.

Da pele de 35 tetas, de nove vacas (TAB. VIII), foram isolados
patdgenos para a glandula mamaria, de 31 tetas (88,6(), nas nove vacas
(1005).

Dentre os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi isola~

do de 17 tetas (48,6%), em sete vacas (77,8%); Streptococcus uberis, de 10

tetas (28,6%), em cinco vacas (55,6%); Staphylococcus aureus, de quatro te-
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tas (11,4%), em trés vacas (33,3%); e coliformes, de nove tetas (25,7%), em
seis vacas (66,70). .

Apés ordenha manual das 35 tetas destas nove vacas, com maos
anteriormente lavadas ou desinfetadas (TAB. IX), foram isolados patogenos

para a glindula mamiria, de 21 tetas (60,0%), em oito vacas (88,9%) .

Dentre os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi isola-

do de oito tetas (22,9%), em cinco vacas (55, %); Streptococcus dysgalac-

tiae, de uma teta (2,%), em uma vaca (11,1%); Streptococcus uberig, de 10

tetas (28,6%), em quatro vacas (44,4%); Staphylococcus aureus, de tres te—

tas (8,6%), em uma vaca (11,1%); e coliformes, de cinco tetas (14,3%), em
quatro vacas (44,L4%).

Nao houve diferenca significativa entre as frequencias de iso-
lamento, antes e depois da ordenha.

0 isolamento de Streptococcus agalactiae de pele de teta, foi

feito por CHODKOWSKL & LANCASTER (1949), CHODKOWSKL (1949), LANCASTER &

STUART (1949), e de Streptococcus dysgalactiae e Staphylococcus aureus, por

NEAVE & OLIVER (1962).

A frequéncia de isolamento de Streptococcus agalactiae, encon-

trada neste trabalho (TAB. VIII), se aproxima daquela encontrada por CHO-
DKOWSKT & LANCASTER (1949), que foi 87,5% e ¢ superior a encontrada por
CHODKOWSKI (1949), que foi 38%. A frequéencia de isolamento deste microorga
nismo da pele de teta é variavel de acordo com o método utilizado. CHODKO-
WSKT & LANCASTER (1949) encontraram nos mesmos animais, frequéncias de 87,5
e 12,5, quando utilizaram métodos diferentes. O isolamento deste microorga
nismo, de tetas cam feridas ou escoriagoes & mais frequente do que de tetas
sem lesoes (CHODKDWSKI, 1949). Nzo ha diferengas entre vacas, na elimina-

¢?0 de Streptococcus agalactiae, da pele de tetas, entre ordenhas (LANCAS-

TER & STUART, 1949).

A frequéncia de isolamento de Staphylococcus aureus, entre va-

cas examinadas, enconftrada no presente trabalho (TAB. VITL), se aproxima

.
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daquelas encontradas por NEAVE & OLIVER (1962) que foram 35,7 e 46:é%, quan

do utilizaram, respectivamente, plaqueamento direto e método de enriqgeci—

mento, |
Com relagdo ao numero de tetas examinadas, a frequéncia encon-

trada neste trabalho (TAB. VIII), foi inferior ds de NEAVE &OLIVER (1962),

obtidas de tetas contaminadas experimentalmente com Staphylococcus aureus,

que foram 16,1 e 23,3%.
0 isolamento de microorganismos de pele de tetas, de quartos
infectados, & mais frequente do que dos nao infectados. Utilizando-se me—

todos de enriquecimento, a frequéncia de isolamento de Staphylococcus au—

reus, da pele de tetas, aumenta (NEAVE & OLIVER, 1962). Por outro lado, mé

todos seletivos de isolamento n3o dao 100% de isolamento de microorganis-

mos de material altamente contaminado (CHODKDWSKI, 19L9).

- Dos meatos das 35 tetas, de nove vacas (TAB. X), foram isola-
dos patdgenos para a glindula mamiria, de 16 meatos (45,7%), em sete vacas
(77,8%) -

Dentre os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi isola-

do de seis meatos (17,1%), em trés vacas (33,3%)§ Streptococcus dysgalac-

tiae, de quatro meatos (11,4%), em quatro vacas {(44,4%); Streptococcus ube-

ris, de dois meatos (5,7%), em duas vacas (22,2%)§ Staphylococcus aureus,

de seis meatos (17,1%), em quatro vacas (44,4%)§ e coliformes, de cincomea
tos (14,3%), ém quatro vacas (44,0%).

l Apés ordenha manual das 35 tetas destas nove vacas, com maos
anteriormente lavadas ou desinfetadas (TAB. XI), foram isolados patogenos
para a glandula mamaria, de 15 meatos (42,9%), em oito vacas (88,%).

Dentre os microorganismos, Streptococcus agalactiae foi isola-

do de oito meatos (22,9%%), em quatro vacas (L4,L%); Streptococcus  dysga-

lactiae, de um meato (2,9%)}, em uma vaca (11,1%); Streptococcus uberis, de

dois meatos {5,7%), em duas vacas (22,2%); Staphylococcus aureus, de cinco

meatos (14,3%), em cinco vacas (55,6%); e coliformes, de trés meatos (8,6%),




43
em trés vacas (33,3%).

~ . -~ - -
Nao houve diferenca significativa entre as frequencias de iso—

a

lamento, antes e depois da ordenha.

0 isolamento de Streptococcus uberis, domeatode teta, foi ob-

tido, também, por NEAVE & OLIVER (1962), e de Staphylococcus aureus, por

NEAVE & OLIVER (1962) e SCHULTZE & SMITH (1970). Também o isolamento de es-
tafilococos, estreptococos e organismos Gram-negativos, foi feito por ZAR-
KOWER & SCHEUCHENZUBER (1977).

A frequéncia de isolamento de Streptococcus uberis, demeato de

teta, encontrada neste trabalho (TAB. X), foi ligeiramente superior aquela
encontrada por NEAVE & OLIVER (1962) que foi 3,%s.

Com relacdo ao Staphylococcus aureus, 0S NOSsOS achados (TAB.

X) mostram uma frequéncia superior aquela encontrada por NEAVE & OLIVER
(1962), a partir de tetas contaminadas naturalmente, que foi de 7,1% e in—
ferior a obtida pelos mesmos autores, de teta contaminada experimentalmen—
te, que foi 33,3%.

O nimero total de bactérias e numeros de estafilococos, estrep
tococos e organismos Gram-negatives, sobre o apice das tetas, nao diferem
significativamente quando as tetas sao lavadas ou ngo, com uma soluggo 5
base de iodo (ZARKOWER & SCHEUCHENZUBER, 1977).

Os microorganismos, cocos Gram-positivos, usualmente sao encon-
trados em numeros maiores sobre as extremidades das tetas, do que microor-
ganismos coliformes (MCDONALD & PACKER, 1968). |

As discrepancias entre as frequéncias de patégenos na pele e
meatos de tetas, do presente trabalho, com as encontradas por outros auto—
res, podem ser explicadas pela diversidade de métodos empregados na colhei-
ta e processamento do material e, também devido, talvez, a manejos  pecu-
liares de cada propriedade.

Nossas observagOes autorizam a aventar a possibilidade de que

- ~ [ - > » - »
as desinfecgoes por nos procedidas, com tecnicas experimentais ou consa-

b3
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gradas, aplicadas 3s m3os dos ordenhadores, nao interferiram com a flora
microbiana encontrada na pele (TAB. VIIL e IX) e meatos (TAB. X e XI) das

s

tetas.

5.4. Associacio de microorganismos entre elos da cadeia epide-
mioldgica da mamite.

As associagoes entre microorganismos considerados patogénicos
para a glandula méméria, presentes na pele-e em meatos das tetas, antes da
ordenha (TAB. VIII e X), na péle das tetas, antes da ordenha e em amostras
de leite (TAB. VIII e VII), nos meatos das tetas, antes da ordenha e em
amostras de leite (TAB. X e VII), nas mios dos ordenhadores e na pele das
tetas, apés ordenha (TAB. IV e IX), nas maos dos ordenhadores, apos orde—
nha e em amostras de leite (TAB. IV e VII), nao foram significativas, ex-

~ -
cessao, para o Streptococcus agalactiae, presente na pele e nos meatos das

tetas, antes da ordenha, e, para o Staphylococcus aureus, presente nos mea-

tos das tetas, antes da ordenha, e em amosiras de leite, que foram associa
dos significativamente.
~ . ~ . P .
Embora nao tenhamos encontrado uma assoclagad significativa,

entre Streptococcus agalactiae, presente na pele de tetas e em amostras de

leite, maos de ordenhadores e amostras de leite, SPENCER et alii (1946) a-

firmam que se Streplococcus agalactiae vive como flora residente sobre a

pele das tetas, a disseminagao pode ocorrer via o canal do leite, para den—

tro do canal da teta, em qualquer época. Além disso, LANCASTER & STUART

(1949 e 1951) reproduziram infecgao na glandula mamaria, com Streptococcus

agalactiae, através de ordenha manual com maos dos ordenhadores contamina-
das, em 12 de 18 vacas (66,7%), em um total de 27 quartos e em 13,5% dos
quartos de 23 vacas.

Do total de 3.120 exposigoes experimentais de quartos, a cul-

turas mistas de Streptococcus agalactiae e Aerobacter aerogenes, resulta-

ram 25(0,8%) infecgoes intramamérias,sendol3(0,4%) com Streptococcus aga-




15

lactiae e 12 (O,A%) com Aerobacter aerogenes. A incidéncia de infecgao in-

tramamaria, causada por amostras desses microorganismos, pode ser regulada
pelo grau de exposigao da extremidade da teta (MCDONALD & PACKER, 1968).
Os resultados encontrados no presente trabalho mostram que nao

houve uma associagao significativa entre Staphylococcus aureus, presentes

em amostras de leite (TAB. VII) e na pele de tetas (TAB. VIII), e que hou-
ve uma maior frequéncia de isolamento no primeiro do que no segundo caso.
Esses resultados discordam daqueles enconfrados por SPENCER & LASMANIS
(1952) de que vacas, frequenteﬁente, tinham micrococos (estafilococos) he-
moliticos sobre a pele das tetas e nenhum no leite. Existe uma relagao po-

. - » .
sitiva entre altos numeros de estafilococos ou Staphylococecus aureus sobre

a pele e orificio da teta e infecgOes estafilocdcicas intramamarias (NEAVE
& OLIVER, 1962; NEAVE et alii, 1962b; ZARKOWER & SCHEUCHENZUBER, 1978).
Quanto mais organismos colocados sobre a teta e orificio da teta, tanto
mais infecgOes inivamamirias ocorrerso (NEWBOULD, 1968 e ZARKOWER & SCHEU-
CHENZUBER, 197&:, embora .. primeiro autor tenha conseguido produzir infec-
950 intramamaria atraves de inoculaggo no ducto da teta cmn,tgopouco quan

to, 36 u.f.c. de Staphylococcus aureus.

As frequéncias, de colonizagao do apice da teta com Staphylo-

. ~ - -
toccus aureus e de infecgao intramamaria, por Aercbacter aerogenes e Strep-

tococcus agalactiae, dependem do grau de exposigcao da extremidade da teta

(MCDONALD & PACKER, 1968 e BRAMLEY et alii, 1979).

Os nossos resultados mostram que a frequéncia de isolamento de
coliformes de amostras de leite (TAB. VII), foi muito baixa (somente isola
do de um quarto), ao passo que, foi bem alta da pele e meatos de tetas (TAB.
VIII e X). A fragilidade destes microorganismos Gram-negativos frente  as
defesas do animal-fatores especificos e inespecificos podem justificar tais
encontros dispares. Aliés, estes resultados concordam com aqueles de BRAMLEY
& NEAVE (1975), que encontraram que taxas de novas infecgoes com colifor—

~ - - .
mes, sao muito mais baixas do que com Staphylococcus aureus, apesar da alta
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frequéncia com que extremidades das tetas tornam-se contaminadas com coli-
formes. Por outro lado, a inoculaggo no ducto da teta com ate 43 x 10 u.

- . - . -~ a3 * .
f.c. de Escherichia coli, resultou em somente uma colonizagao transitoria

-, . . . - ”
do apice da teta, que raramente persistia por mais do que tres a quatro
dias (BRAMLEY et alii, 1979).
- 1’ - - - + 3 -
Alem dos fatores ja discutidos que procuram justificar as in-
~ . . ~ . .
constancias dessas associagoes, acreditamos que fatores, tais como, carac-
L4 - -~ . -~ . < -
teristicas morfologicas das tetas e de seus meatos e resistencia especifi~

ca individual do animal, sejam também importantes.




6. CONCLUSOES

Nas condicbes em que se realizou a presente pesquisa, obtive—
mos as seguintes conclusoes:

1. O encontro de microorganismos considerados patogénicos para
a glandula mamaria em todas as maos de ordenhadores, examinadas antes da
ordenha e sem prévio tratamento, revela a possibilidade de veiculagao de
patégenos para a glandula mamiria.

2. Por ordem de eficiéncia, a clorhexidina, a salina com sabao
e o iodofor, nas condigoes deste trabalho, foram capazes de reduzir o nu-
mero total de bactérias sobre as maos dos ordenhadores.

3. O numero de amostras de leite das quais se isolou patogenos
para a glandula mamaria, pode ser considerado alto (28,6%), principalmente
por terem sido os animais escolhidos ao acaso e que, nenhuma dessas amos—
tras foi considerada anormal pelos testes da coadura do leite, "California
mastitis test" e contagem global de leucoeitos.

L. O isolamento de microorganismos de amosiras de leite, sem o
respectivo aumento do nﬁmero de leucOcitos, indica provavel infecgao do ca
nal da teta, ainda sem comprometimento da glandula mamaria.

5, Da pele (88,60) e meatos de tetas (45,7%), antes da ordenha
e sem lavagem prévia, foram isolados microorganismos considerados patoggni

cos para a glandula mamaria. Estas frequencias altas demonstram a importgg
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cia que estes sitios representam como reservatorios.

6. As frequencias sobre a pele e meatos de tetas, de microor-
ganismos considerados patogenicos para a glandula mamaria, antesesapas or—
denha manual com maos lavadas ou desinfetadas, nao mostraram diferengas sig
nificativas.

7. Associacao significativa entre os sitios nos quais foi pos—
sivel isolar patogenos, somente foi encontrada quando as amostras foram cg
lhidas antes da ordenha, nos seguintes casos: meatos e pele de tetas, com

reléggo ao Streptococcus agalactiae e meatos de tetas e amostras de leite,

no caso do Staphylococcus aureus.
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