Geraldo Marcio da Costa

MAMITE BOVINA EM REBANHOS LEITEIROS DA REGIAO SUL DO
ESTADO DE MINAS GERAIS

Tese apresentada a Universidade Federal de Minas
Gerais, Escola de Veterinaria, como requesito parcial
para obtencao de titulo de Doutor em Ciéncia Animal.

Area: Medicina Veterinaria Preventiva

Orientador: Prof. Nivaldo da Silva

Belo Horizonte
UFMG Escola de Veterinaria-
2008



C837m Costa, Geraldo Marcio da, 1961-
Mamite bovina em rebanhos leiteiros da regido sul do estado de
Minas Gerais / Geraldo Marcio da Costa. — 2008.
123 p. :il.

Orientador: Nivaldo da Silva

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

Inclui bibliografia

1. Bovino de leite — Doengas — Teses. 2. Mastite — Diagnéstico —
Teses. 3. Mastite — Controle — Teses. 4. Leite — Analise — Teses.
5. Epidemiologia - Teses. I. Silva, Nivaldo da. Il. Universidade
Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria. lll. Titulo.

CDD - 636.089 692










DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao povo brasileiro que sempre custeou os meus estudos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelas oportunidades...

Aos meus filhos, Amanda, Lucas, Thiago, Silvia e Victéria, por me mostrarem a necessidade de
continuar sempre. Ficam também registradas as desculpas pelas ocasides em que tive que me
ausentar do convivio de vocés para me dedicar a este e a outros trabalhos.

Aos meus pais e irmaos, pelos esforgos despendidos para minha formagdo e por me
estimularem sempre.

Aos meus avds paternos, Joaquim e Dinorah, pelos exemplos de coragem e de honestidade.
A minha avé materna, Anténia, pelo exemplo de fibra, sinceridade e honestidade.

Ao meu orientador e amigo, professor Dr. Nivaldo da Silva, que me iniciou na bacteriologia,
com o qual trabalhei durante toda a graduagao e pés-graduagao e que muito contribui na minha
formatagao humana e profissional.

Aos professores Rdmulo Cerqueira Leite e Franscisco Carlos Faria Lobato, José Sérgio
Resende e José Brito de Figueiredo pela amizade e orientagbes neste trabalho € na minha
carreira profissional.

A Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, na figura de cada um de
seus funcionarios, docentes, técnicos e administrativos, por ter me proporcionado todas as
oportunidades para crescer humana e profissionalmente.

Ao professor Dr. Henrique César Pereira de Figueiredo (UFLA), amigo e co-orientador informal,
pelo auxilio constante neste trabalho.

Aos amigos professores da UFLA, Dr. Christian Hirsch (DMV), Dra. Anténia Figueiras
(Fitopatologia), Dr. Jodo Bosco (Genética), Dr. Luciano Paiva (DQI) e Dr. Antdnio Chalfun (DBI)
e Dra. Magndlia Campos (DBI), pelo auxilio e orientagbes na execugado e analises dos
trabalhos de epidemiologia molecular.

A Universidade Federal de Lavras pela oportunidade de melhoria na minha qualificagdo
profissional.

A minha namorada Vicentina, companheira em todos os aspectos.

A professora Dra. Vera Lucia Viegas de Abreu, por estar presente nas horas decisivas de
minha vida profissional e pelo doce convivio ao longo do tempo em que estivemos juntos na
Escola de Veterinaria da UFMG.

Ao Dr. Nélson Eder Martins, amigo inseparavel e colaborador deste e de outros trabalhos.

Aos alunos de graduacdo dos cursos de Zootecnia e de Medicina Veterinaria da UFLA que
tanto colaboraram para a execugéo deste trabalho. Em especial a Ulisses de Padua Pereira e
Demétrio Junqueira de Figueiredo, amigos inseparaveis e colaboradores em todas as etapas
deste trabalho.



Aos técnicos, Anderson Tadeu da Silva (LCBM-UFLA), Anderson Andrade Ramos (LCBM-
UFLA), Lamartine Nobrega Filho (DBI-UFLA), Dircéia Lazaro Aparecida (DMV-UFLA) e Junia
Pacheco (EV-UFMG), pela amizade e auxilio na execucgéo deste trabalho.

Aos meus tios, em especial ao Tidim, pela amizade e ensinamentos.

Aos colegas técnico-administrativos da EV-UFMG com os quais eu passei doces momentos de
minha vida, em especial a Nadia, Jodozinho, Ricardo, André, Doraci, Creuzinha, Claudio,
Ismael, Dona Neli, do DMVP; Liu, Pedrdo, Adao, Joaquim, Messias e Geraldo Maconha, do
Hospital Veterinario; Garrafinha, Tido e Eustaquio, do Setor de Transporte; Beth, Eliana Silva,
Eliane, Mirian e Moura, da Administragdo; Artur, Giovani, Arlei, Teco (in memorian) e
Conceigao, da grafica, e Danilo e Toninho, da Zootecnia.

Ao Sr. Geraldo Margal de Faria e Prof. Dr. José Osvaldo Costa, pela oportunidade que me
concederam de retomar meus estudos no Coltec/lUFMG, uma etapa importante na minha
formacao.

Aos professores e amigos Dra. Celina Maria Modena e Dr. José Ailton da Silva, pelo estimulo e
ensinamentos.

Ao Colégio Técnico da UFMG, pela formagéo basica, em especial aos professores Artur e José
Nélio.

As senhoras Ofélia, Isaldina (in memorian) e Dedé, pela orientagéo pedagdgica e familiar.

As minhas professoras de ensino médio, Maria Enir e Rosilene, do extinto Colégio Tristdo de
Athaide, em Belo Horizonte, que me iniciaram no mundo maravilhoso da ciéncia, pelos

ensinamentos e dedicagao.

A Escola Estadual José Bonifacio, em Belo Horizonte, onde cursei o ensino fundamental e tive
toda a atencgao do corpo docente e discente para adquirir as bases de minha formacgao.

Sem vocés a historia nao seria a mesmal

...a todos vocés meus sinceros agradecimentos!



SUMARIO

1.

2.

21
2.2
23

2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

2.9
2.10
2.1
2111
211.2
2113
2114
2115
2.11.6
211.7
2.11.8
2.11.9

ESTUDO |

ESTUDOIII

ESTUDO il

ESTUDO IV

RESUMO........ceoeeeeeeeeeeeseeseesseessesessesssessessssesasesaseesssessessseessssssessssesassssseenssees
P =153 17 Yo3 SO
[ z30] 211 17 Vo YT

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA ...ttt ssnr e
Definigdo e etiologia da mamite bovina..........ccccciiriicccirrn e,
indices de mamite em rebanhos brasileiros............ccocececereeererrereresessssnsnnns
Contagens de células somaticas no leite do tanque, em rebanhos
0] = L7 ] (=1 o X
Importancia econdmica da mamite bovina ..........ccocccceiieiiiccci,
Importancia de saude publica da mamite..........ccccooiiiiciiiiicc,
Formas de apresentacdo da mamite bovina ..........ccccciinieiiinnieininsinenenn,
Diagnostico da mamite bovina ...
Perfil de sensibilidade antibiotica de Staphylococcus aureus aos
antimiCrobianos ... —————
Fatores de viruléncia de Staphylocococcus aureus........cccccceeeccccnmeeeeennnn.
Diversidade populacional de Staphylococcus aureus...............cccouvereeun...
Medidas gerais de controle e de preven¢ao para a mamite bovina..........
Monitoramento regular do rebanho...........ccccocviiiiiiiiincc e,
Tratamento de casos CliNICOS.......ccccvviicccccrnnr e
Tratamento de Vacas SECAS .......ccceririiiiiiiiirr i
Limpeza e anti-sepsia de tetos ..o
Higiene da ordenha.........cccccciiinimiiinniin s
Higiene ambiental ...
Utilizacao da linha de ordenha ...
Descarte de animais cronicamente infectados..........ccccececcerrrcceerrncccennnns
Manutencao e uso correto da ordenhadeira.............cccceerriiinicinnnsnnsssssssnnnns

AGENTES ETIOLOGICOS, CONTAGENS DE CELULAS SOMATICAS E
INDICES DE MAMITE EM REBANHOS LEITEIROS DA REGIAO SUL DO
ESTADO DE MINAS GERAIS, BRASIL ...........onvcueereeriesssesssnsssnssssessanes

MAMITE POR LEVEDURAS EM BOVINOS LEITEIROS DO SUL DO
ESTADO DE MINAS GERAIS, BRASIL ...

DIVERSIDADE POPULACIONAL DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS
ISOLADOS DE CASOS DE MAMITE EM BOVINOS LEITEIROS DA
REGIAO SUL DE MINAS GERAIS ........cccoeeeururerereeeesssseseseseesssssssesessssssnns
AVALIAGAO DE ALGUMAS MEDIDAS BASICAS DE CONTROLE PARA
A MAMITE EM BOVINOS DA BACIA LEITEIRA DO SUL DE MINAS
GERAIS ...
CONCLUSOES GERAL .......ceeiurererireesssssssssesessssssssssssassssssssssssssssessssssssssnes

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS GERAL.........ccceuvemurernareresasesessseseassnens

14

17

18
20
20
21
22

24
25
27
31
32
32
33
34
35
36
37
37
38

39

61

69



LISTA DE TABELAS

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 1

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA
Correlagdo entre os resultados do CMT, numeros de células
somaticas nas amostras e estimativas de perdas de produgiao...............
Estimativas de prevaléncia de quartos infectados e de perdas de
producao em relag@o @ CCSLT .......ccccciimiiiicccsencrren s r s sssssnr e smnnn e e

ESTUDO |
Relagdo de microrganismos envolvidos na etiologia dos casos
clinicos e subclinicos de mamite em 35 rebanhos bovinos da bacia
leiteira da regido sul do estado de Minas Gerais, no periodo de margo
de 2004 a dezembro de 2006.............cccoemimriiiniininmerr e ————
indices de mamite clinica (IMC), mamite subclinica (IMSC) e
contagens de células somaticas no leite do tanque (CCSLT)
observadas em 35 rebanhos bovinos da bacia leiteira da regidao sul do
estado de Minas Gerais, no periodo de margo de 2004 a dezembro de
20080 .......eieiiere e ne s e e e e e mn e e e nn e s
Estimativas de perdas percentuais e em litros de leite anuais, em
funcao das contagens de células somaticas no leite do tanque
(CCSLT) de 35 rebanhos leiteiros do sul de Minas Gerais.............cccoeeueeees

ESTUDO I
Frequéncias de infecgbes intramamarias por leveduras em 35
rebanhos leiteiros do sul de Minas Gerais, no periodo de margo de
2004 a dezembro de 2006...........ccccerrriiiiiiimenrre e
Leveduras isoladas a partir de 1.645 amostras de leite procedentes de
35 rebanhos leiteiros do sul de Minas Gerais, no periodo de margo de
2004 a dezembro de 2006..............cccerrrimrrinrsnrr e

ESTUDO Il
Tipos eletroforéticos observados no estudo de restricdo enziméatica
dos produtos de amplificagdo do gene da coagulase, empregando-se
a enzima Alul, em 352 amostras de Staphylococcus aureus
procedentes de 35 rebanhos leiteiros do sul de Minas Gerais, no
periodo de margo de 2004 a dezembro de 2006 ............ccccceerrrreccccnneneennnnn.
Associagdo entre os tipos clonais mais comuns de Staphylococcus
aureus obtidos na RFLP com casos clinicos e subclinicos de mamite...

ESTUDO IV
Dados sobre manejo, indices de mamite clinica (IMC) e subclinica
(IMSC) e contagens de células somaticas no leite do tanque (CCSLT)
de 35 rebanhos leiteiros do sul de Minas Gerais, no periodo de Mar¢o
de 2004 a Dezembro de 2006 .............ccccecmmmrmriiiicsssmrrr e

23

24

46

48

58

64

65

77

77

LISTA DE FIGURAS

Figura 1

Figura 2

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA
Distribuicao de 273.000 amostras de leite analisadas pela Clinica do
Leite/SP, no periodo de Julho de 2005 a Agosto de 2006, em fungao
das contagens de células somaticas observadas (adaptado de
Cassoli € Machado (2007) ........ccccccerrrrermrrerssmreresssseersss e e sssssmeesssssmnesssssnnenes
Estrutura esquematica do gene que codifica a enzima coagulase de
Staphylococcus aureus (Adaptado de Kanemitsu et al., 2001).................



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

10

ESTUDO |
indices de mamite clinica em 35 rebanhos bovinos da bacia leiteira da
regido sul do estado de Minas Gerais, no periodo de margo de 2004 a
dezembro de 2006..............occooiiiiniiirirr e
indices de mamite subclinica em 35 rebanhos bovinos da bacia
leiteira da regido sul do estado de Minas Gerais, no periodo de mar¢o
de 2004 a dezembro de 2006 .............ccccceiimmrrrrninnsesner e
Contagens de células somaticas no leite do tanque em 35 rebanhos
bovinos da bacia leiteira da regido sul do estado de Minas Gerais, no
periodo de margo de 2004 a dezembro de 2006 ............cccceereiiiiiciiiennnnennn.
Distribuicao de 35 rebanhos leiteiros da regido sul de Minas Gerais
de acordo com as estimativas de perdas percentuais de produgao de
oY
Ciclo de manutengao da mamite bovina .........cccccccimiriiiicccccceree e

ESTUDO Il
Eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos produtos de amplificagao
do gene femA. Canaletas 1 e 20 DNA Ladder 1Kb Plus (Invitrogen-
Brasil); canaletas; 2-17 amostras femA-positivas; canaleta 18 controle
negativo S. epidermidis ATCC 12228; canaleta 19 controle positivo S.
aureus ATCC 25923 ... amn e s mnnes
Eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos produtos de amplificagao
do gene da coagulase. Canaleta 1: DNA Ladder 100 pb (Invitrogen-
Brasil); canaletas 2-13 diferentes padrées de amplicons observados ....
Eletroforese dos produtos de digestdao do amplicon do gene da
coagulase, empregando-se a enzima Alul. Canaleta 1: DNA Ladder
100pb (Invitrogen-Brasil)- canaletas 2-6; 11-15 e 25 tipo I; canaletas
17-20 tipo VII; canaletas 7 e 24 tipo Xlll; canaleta 8: tipo X; canaleta
10: tipo Il; canaleta 16: tipo VI; canaleta 21: tipo IV; canaleta 22: tipo
XIll; canaletas 23 € 26 tipo lll........coociiiiiciii
BLAST do produto de sequenciamento da amostra de
Staphylococcus aureus de numero 2 (tipo eletroforético | da PCR-
RFLP), confirmando a qualidade do seqiienciamento.............cccccecererrnnn.
Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos obtidas do
sequenciamento da porgdo 3’-terminal do gene da coagulase,
demonstrando regides conservadas (colunas coloridas) dentro das
regioes de polimorfiSMO .......cccvvicccicemiiir e e
Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos obtidas do
sequenciamento da porg¢ao 3’-terminal do gene da coagulase,
demonstrando regides bastante variaveis (colunas nao coloridas)
dentro das regides de polimorfisSmo........c.ccccciriiirrinnin s
Alinhamento de aminoacidos da porcdo 3’-terminal do gene da
coagulase, demonstrando os sitios de restrigao para Alul.......................
Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos obtidas do
sequenciamento da porgdo 3’-terminal do gene da coagulase,
demonstrando a inser¢ao de duas unidades repetitivas de 81 pares
de bases nas amostras 51 € 299 ... ——
Alinhamento de aminoacidos da porcdo 3’-terminal do gene da
coagulase, exibindo algumas das unidades repetitivas presentes nas
amostras analisadas..........c.cocceiveeimiii e —————
Arquivo de texto, exibindo o alinhamento de aminoacidos da por¢ao
3’-terminal do gene da coagulase, ilustrando as unidades repetitivas
encontradas nas amostras analisadas..........ccccoccceiirmnrinnccccseee s

49

49

53

59
59

75

75

76

81

83

83

85

85

87

89



Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Relagao filogenética baseada na seqiiéncia de aminoacidos da
porcao 3’-terminal do gene da coagulase de 19 amostras de
Staphylococcus aureus isoladas de casos de mamite em bovinos da
regido sul do Estado de Minas Gerais, utilizando-se o método de
neighbor-joining com bootstrap de 1.000 replicatas ...........c..cccceeeerernnnnn.
Relagdo filogenética baseada na seqiiéncia de nucleotideos da
por¢cdo 3’-terminal do gene da coagulase de 19 amostras de
Staphylococcus aureus isoladas de casos de mamite em bovinos da
regidao sul do Estado de Minas Gerais, utilizando-se o método de
neighbor-joining com bootstrap de 1.000 replicatas ...........c..cccceeiemnnrnnn.
Perfil de resisténcia a ampicilina (AMP), peniclina G (PEN), polimixina
B (POL) e a tetraciclina (TET) de 352 amostras de Staphylococcus
aureus isoladas de bovinos leiteiros da regiao sul do estado de Minas
Gerais, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006......................
Perfil de resisténcia a cefalotina (CEF), cefotaxima (CTX),
cefoperazona (CPZ), ceftiofur (CFT), cloranfenicol (CLO),
enrofloxacina (ENR), florfenicol (FLO), gentamicina (GEN),
lincomicina (LIN), neomicina (NEO), nitrofurantoina (NIT),
novobiocina (NVB), oxacilina (OX), sulfazotrim (SZT), cefquimona
(CFQ), associagao de penicilina, nafcilina e dihidroestreptomicina
(NAF) e associagcao de neomicina, bacitracina e tetraciclina (NBT) de
352 amostras de Staphylococcus aureus isoladas de bovinos leiteiros
da regidao sul do estado de Minas Gerais, no periodo de janeiro de
2004 a dezembro de 2006...........cccceerriiiiiiinnmrrr e

ESTUDO IV
Distribuicao percentual de 35 propriedades leiteiras da regiao sul do
estado de Minas Gerais de acordo com o tipo de assisténcia
veterinaria, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006...............
Distribuicao percentual de 35 propriedades leiteiras da regiao sul do
estado de Minas Gerais de acordo com a forma de monitoramento da
mamite subclinica, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006 .
Distribuigcao percentual de 35 propriedades leiteiras da regiao sul do
estado de Minas Gerais de acordo com utilizagdo do pré e poés-
dipping, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006....................
Distribuigcao percentual de 35 propriedades leiteiras da regiao sul do
estado de Minas Gerais de acordo com a utilizagdo do tratamento de
vacas secas, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006 ...........
Problemas mais comuns constatados nos equipamentos de
ordenhas de 35 propriedades leiteiras da regido sul de Minas Gerais,
no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006...........ccccceerrrrieccrnnnens

93

94

95

95

105

105

107

107

109

11



12



RESUMO

Aspectos etiolégicos e epidemiologicos da mamite bovina foram estudados em 35 rebanhos
leiteiros da regido sul de Minas Gerais. Verificaram-se elevados indices de mamite e de
contagens de células somaticas, sendo predominantes os agentes contagiosos representados
principalmente por Staphylococcus coagulase positivos (34,29%) e Streptococcus agalactiae
(21,82%). Patogenos ambientais representaram 18,35% dos isolamentos, sendo Streptococcus
uberis (6,52%), enterobactérias (3,64%) e leveduras (3,35%) os mais frequentes. Foi obtida
baixa taxa de isolamentos de leveduras, sendo Candida foi o principal género isolado. Agentes
ambientais apresentaram maior participacdo nos casos clinicos em relagdo aos contagiosos,
excegao para Streptococcus agalactiae. Testes de tipagem baseados no antibiograma e na
PCR-RFLP revelaram a existéncia de uma grande diversidade de Staphylococcus aureus na
populagcdo estudada e a existéncia de tipos clonais predominantes entre os rebanhos. O
sequenciamento dos tipos eletroforéticos obtidos na PCR-RFLP confirmou a proximidade
filogenética entre os isolados. Nao se observou a associagdo de nenhum dos tipos clonais
obtidos nos testes de tipagem com as formas de apresentagdao da mamite. Na maioria dos
rebanhos, foram observadas falhas quanto as principais medidas de controle da mamite, o que
justificou os elevados indices de ocorréncia da doenga.

Palavras chave: mamite bovina, epidemiologia, etiologia, Minas Gerais, Brasil
ABSTRACT

Etiological and epidemiological aspects of bovine mastitis were studied in 35 dairy herds of
southern region of Minas Gerais state. High rates of mastitis associated with high somatic cell
counts were observed in most herds studied. Contagious agents represented by coagulase
positive Staphylococcus (34.29%) and Streptococcus agalactiae (21.82%) were the
predominant isolated microorganisms. Environmental agents accounted for 18.35% of the
isolates, with Streptococcus uberis (6.52%), Enterobacteriaceae (3.64%) and yeasts (3.35%) as
predominant pathogens. It was obtained low rates of isolation of yeasts and Candida was the
main isolated genus. Environmental agents had greater participation in clinical cases in relation
to contagious agents, exception to Streptococcus agalactiae. Antibiotic resistance, PCR-RFLP
and sequencing tests aiming the study of the population diversity of Staphylococcus aureus
were performed. These tests revealed the existence of a great diversity in population of and
predominance of few clonal types in most studied herds. Sequencing of electrophoretic types
obtained in the PCR-RFLP confirmed the phylogenetic closeness among the isolates. There
was no association of antibiogram or RFLP clonal types with mastitis forms. Failures on the
main measures for mastitis control were observed in most analyzed herds, which justified the
high occurrence of disease.

Keywords: bovine mastitis, epidemiology, etiology, Minas Gerais, Brazil
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1. INTRODUGAO

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho
leiteiro do mundo e ocupa atualmente o
sexto lugar entre os paises produtores de
leite, contudo a produgdao média de 1.170
litros vaca/ano nao satifaz a exigéncia
minima de 180 litros por habitante ano,
preconizada pela Organizagdo Mundial de
Saude (Guimaraes, 2006).

A heterogeneidade dos sistemas de
producdo, a disponibilidade sazonal de
forragens, bem como falhas no manejo
sanitario e reprodutivo sdo alguns dos
fatores que explicam a baixa produtividade
do rebanho leiteiro nacional. Desse modo,
melhorias nas areas de nutricdo, genética,
reprodugcdo e controle sanitario sao os
pontos-chaves para o aumento da
competitividade deste segmento.

Em relagdo ao manejo sanitario, embora
doengas infecciosas de grande importancia
econdmica como a brucelose e tuberculose
ainda sejam endémicas no rebanho
brasileiro, a mamite bovina constitui
atualmente um dos problemas sanitarios
mais importantes na pecuaria leiteira
nacional. Tal fato gera uma grande
demanda, por parte de toda cadeia
produtiva do leite, por alternativas que
venham minorar os prejuizos relacionados
com ocorréncia dessa doenga, a qual
deprecia a qualidade do leite, além de
diminuir a rentabilidade do empreendimento,
devido principalmente a queda de produgao
que se verifica nos rebanhos
endemicamente acometidos.

Outro aspecto relevante é a necessidade de
melhoria da qualidade do leite e derivados
produzidos no Brasil, de modo a atender os
requisitos de qualidade do mercado
internacional, determinados pelo Codex
Alimentarius e arregimentada pela Instrugéo
Normativa N° 51 (Brasil, 2002). Embora se
saiba que o leite obtido em varias bacias
leiteiras do pais ja preencha os quesitos de
qualidade impostos pela nova legislagdo, é
certo que, na maioria delas, havera grande
dificuldade de adequagdo aos novos
padrbes de qualidade, sobretudo em funcéo
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da heterogeneidade dos rebanhos leiteiros
nacionais e do desconhecimento que a
maioria dos produtores tem em relagdo ao
impacto da mamite bovina na qualidade do
leite.

Além dos aspectos econOmicos que
envolvem a mamite, leite e derivados tém
sido relacionados como importantes causas
de intoxicagbes e toxi-infecgdes de origem
alimentar entre os seres humanos. Diversos
microrganismos comumente envolvidos na
etiologia das infec¢des intramamarias de
bovinos tém sido frequentemente
associados com processos patogénicos em
seres humanos.

Tendo em vista a relevancia econdmica da
mamite bovina e seus reflexos na saude
publica, faz-se necessario o conhecimento
das alternativas modernas de diagnéstico,
bem como dos aspectos envolvidos na
epidemiologia dos casos, para que medidas
mais adequadas de controle para a doenga
possam ser adotadas nos rebanhos
nacionais.

O trabalho realizado, embora pontual em
relacio a complexidade do fenbémeno
representado pela mamite bovina, faz parte
da busca, por parte do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras e da Escola de
Veterinaria da UFMG, de um melhor
conhecimento acerca da epidemiologia da
mamite bovina na bacia leiteira da regiao sul
do Estado de Minas Gerais, uma das mais
importantes do pais.

2. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

2.1-Definicdo e etiologia da mamite
bovina

O termo mamite designa os fendmenos
inflamatérios, geralmente de natureza
infecciosa, que acometem a glandula
mamaria (Bradley, 2002). Segundo LeBlank
et al. (2006), trata-se de uma doenga de
cunho multifatorial que tem nas inter-
relagcdes entre o hospedeiro, 0 ambiente e
os agentes infecciosos os fatores
determinantes para sua ocorréncia.



A literatura relaciona o envolvimento de
diversos grupos de microrganismos na
etiologia das infec¢des intramamarias de
bovinos (lIM), representados por virus,
algas, fungos, micoplasmas e,
principalmente, as bactérias. Estes podem
ser classificados em patégenos contagiosos,
onde se incluem Staphylococcus aureus (S.
aureus), Streptococcus agalactiae (S.
agalactiae), Mycoplasma spp.,
Corynebacterium bovis (C. bovis), para os
quais a transmissdo se da geralmente
durante a ordenha; e agentes ambientais,
onde se inserem os  coliformes,
Pseudomonas aeruginosa, Arcanobacterium
pyogenes, Streptococcus uberis (S. uberis),
Enterococcus spp., fungos, dentre outros.
Estes tém no ambiente o local de
manutengdo, verificando-se as infecgdes
normalmente no intervalo entre ordenhas
(Brito e Brito, 1998; Santos e Fonseca,
2007).

Embora cerca de 137 microrganismos
diferentes possam estar envolvidos na
etiologia da mamite bovina, S. aureus, S.
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, S.
uberis e Escherichia coli (E. coli) s&o
responsaveis por cerca de 80% dos casos.
Menos que 5% das infecgbes sdo causadas
por C. bovis, Pseudomonas sp.,
Mycobacterium sp., Nocardia asteroides,
Aspergillus sp., Candida sp., Serratia sp. e
Prototheca sp. (Ranjan et al., 2006).

Por apresentarem um envolvimento mais
frequente e um potencial patogénico maior
em relagao aos demais agentes, S. aureus e
S. agalactiae s&o classificados como
“patébgenos maiores”, enquanto as demais
espécies de Streptococcus, C. bovis e
Staphylococcus coagulase negativos
recebem a designacdo de “patdgenos
menores” (Myllys et al., 1994; Brito e Brito,
1998).

O género Staphylococcus possui 39
espécies, classificadas em coagulase-
negativas (SCN) ou coagulase-positivas
(SCP), conforme o resultado frente ao teste
de coagulase (Holt et al., 1994). O grupo
SCP inclui S. aureus, S. hyicus, S.
intermedius, S. schleiferi subsp schleiferi e
S. delphini (Bes et al., 2000; Koneman et al.,

2001). Além destas, foram propostas a
inclusdo no grupo SCP das espécies
Staphylococcus lutrae (Foster et al., 1997) e
Staphylococus pseudointermedius (Devriese
et al., 2005). Eventualmente, S. hyicus e S.
intermedius tém sido associados a IIM em
bovinos (Botha e Brand, 1987; Roberson et
al., 1996; Capurro et al.,1999). Contudo,
segundo Roberson et al. (1996), cerca de
95% de amostras de SCP isoladas a partir
de IIM em bovinos s&o representadas por S.
aureus.

Atualmente, S. aureus destaca-se como um
dos microrganismos mais freqlientemente
associados as IIM de bovinos em todos os
continentes e o agente que isoladamente
determina as maiores perdas na pecuaria
leiteira (Annemdiller et al., 1999; Schlegelova
et al., 2003; Vasudevan et al., 2003;).
Fitzgerald et al. (1997) relataram que a
mamite clinica e subclinica de causa
estafilocécica é de consideravel relevancia
na Suica, onde este agente representa
cerca de 40% dos isolamentos. No Brasil, S.
aureus € considerado o principal agente
causal da mamite bovina, com taxas de
isolamento variaveis entre 8,3% e 49,23%
(Langoni et al.,, 1991; Costa et al., 1995;
Moretti et al., 1998; Brito et al. 1999;
Laffranchi et al., 2001; Donatele et al.,
2002).

S. agalactiae, o principal agente associado
a lIM antes da descoberta dos antibioticos,
permanece como um importante agente da
mamite bovina. Segundo Duarte et al.,
(2004), as taxas de infeccdo para este
agente variam bastante entre rebanhos,
sendo encontrados altos indices de
morbidade em rebanhos nos quais as
medidas de controle tém sido
negligenciadas.

As IIM ocasionadas por S. agalactiae estao
geralmente associadas com elevadas
contagens de células somaticas no leite do
tanque (CCSLT) e contagem bacteriana
total (CBT) e decréscimo na quantidade e
qualidade do leite produzido pelo
animal/rebanho infectado (Zafalon et al.,
1999; Merl et al.,, 2003). Segundo Keefe
(1997), trata-se de um agente altamente
contagioso, que causa quadros de mamite
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com baixa taxa de cura espontanea, mas
que geralmente responde bem a
antibioticoterapia, o que possibilita a adogao
de programas de erradicagao centrados no
tratamento coletivo dos animais em
lactacao.

No Brasil, S. agalactiae tem sido
relacionado como um dos principais agentes
etiologicos da mamite bovina. Entretanto, a
maioria dos trabalhos nao identifica os
isolados de Streptococcus, os quais sao
relatados como Streptococcus spp. Sé&o
citadas taxas de isolamento que variam
entre 4,6% e 28,05% (Brant e Figueiredo,
1994; Costa et al., 1995; Pardo et al., 1998;
Brito et al. 1999; Laffranchi et al., 2001;
Barbalho e Mota, 2001; Mota et al., 2004).
Brito et al. (1999) relataram a ampla
disseminacdo deste agente em rebanhos do
Estado de Minas Gerais, sendo isolado em
60% dentre 48 propriedades estudadas nas
regides da Zona da Mata e Campos das
Vertentes. Em rebanhos leiteiros
americanos e canadenses, sdo citadas
prevaléncias entre 40% e 47% (Keefe,
1997).

Corynebacterium bovis é um patégeno
contagioso amplamente disseminado entre
os rebanhos leiteiros que pode ser
facilmente isolado do esfincter dos tetos.
Geralmente as taxas de isolamento deste
patdgeno sdo mais elevadas em rebanhos
nos quais existem falhas com relagao a anti-
sepsia de tetos (Watts et al., 2000). As [IM
ocasionadas por este agente séao
geralmente subclinicas e associadas com
baixas contagens de células de somaticas
(Langoni et al.,, 1991; Costa et al., 1995;
Brito et al., 1999; Mota et al. 2004).
Levantamentos realizados em rebanhos de
diferentes bacias leiteiras  brasileiras
apontaram prevaléncias para C. bovis entre
9,3% e 55,19% (Brito et al., 1999; Pardo et
al., 1999; Laffranchi et al., 2001; Barbalho e
Mota, 2001; Mota et al. 2004; Costa et al.,
2005

Os SCN séao agentes que colonizam a pele
dos tetos e causam infec¢des oportunistas.
Trata-se de um grupo bastante heterogéneo
que embora apresente comportamento
predominantemente  contagioso  possui
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espécies, S. sciuri e S. xylosus, que podem
ser encontradas em altas contagens no
ambiente e nas camas dos animais e ter
disseminagdo ambiental. Estudos tém
demonstrado que estes agentes
apresentam grande importancia na etiologia
das [IM em vacas primiparas (Pardo et al.,
1998; Laffranchi et al., 2001) e em rebanhos
nos quais as infecgdes por S. aureus e S.
agalactiae foram controladas (Harmon e
Langlois, 1989; Silva, 1999; Sears e
McCarthy, 2003).

Segundo Sears e McCarthy (2003), SCN
determinam geralmente quadros subclinicos
associados com baixas contagens de
células sométicas, sendo S. chromogenes,
S. hyicus, S. epidermidis, S. hominis e S.
xylosus as espécies mais comumente
isoladas de |IM. No Brasil, Brabes et al.
(1999) identificaram S. chromogenes
(11,81%), S. sciuri (9,45%), S. simulans
(7,08%), S. hyicus (6,30%) e S. xylosus
(4,72%) como as espécies mais freqlentes
em rebanhos de Minas Gerais e Sdo Paulo.
Levantamentos realizados em diversas
regides do Brasil apontaram prevaléncias de
SCN variaveis entre 12,3% e 46,32% (Nader
et al., 1984; Brito et al., 1999; Pardo et al.,
1999; Barbalho e Mota, 2001; Donatele et
al., 2002).

Dentre os agentes ambientais, coliformes e
Streptococcus uberis sdo microrganismos
de grande relevancia, sobretudo em
rebanhos bem manejados que apresentam
baixa CCST, nos quais as infec¢des por
patdgenos contagiosos foram controladas
(Bradley, 2002). Hillerton et al. (1993)
relataram que cerca de dois tercos dos
casos de mamite clinica que ocorrem em
rebanhos do Reino Unido, onde os
patégenos contagiosos foram controlados,
sao causados por E. coliou S. uberis.

E. coli é o coliforme mais comumente
isolado nos casos de mamite ambiental. As
mamites causadas por este microrganismo
que ocorrem geralmente durante o periodo
seco e logo apdés o parto sdo geralmente
transitérias e associadas com quadros
clinicos agudos ou superagudos, que
podem ser fatais (Hogan e Smith, 2003;
Burvenich et al., 2003). Entretanto, tem sido



demonstrado que E. coli pode determinar
infeccdes persistentes da glandula mamaria
e que as amostras dotadas desta
capacidade tém maior habilidade em invadir
e replicar no interior de células epiteliais
(Dogan et al., 2006).

S. uberis tem grande importancia como um
microrganismo associado ao ambiente,
especialmente em sistemas de
confinamento, que empregam camas de
palha, onde pode alcancar altas
concentragbes (Hillerton, 1996; Hillerton e
Berry, 2003). Considera-se que vacas
criadas a pasto sdao menos propensas a
infeccao por este microrganismo.
Entretanto, de acordo com Harmon et al.
(1992) a populagdo deste agente em
pastagens intensivamente utilizadas pode
ser semelhante aquela observada em
materiais de camas. Pankey et al. (1996)
relataram que S. uberis € um dos principais
agente envolvidos na etiologia da mamite
em rebanhos da Nova Zelandia que séao
mantidos predominantemente a pasto.

Diferentes formas de apresentagdo podem
ser observadas quando do envolvimento de
S. uberis na mamite bovina, inclusive
infecgdes cronicas. Estudos conduzidos por
Hogan e Smith (1997) apontaram que S.
uberis foi responsavel por 14-26% dos
casos de mamite clinica verificados nos
EUA, Canada, Holanda e Reino Unido, no
periodo 1987-1997. Segundo Hillerton e
Berry (2003), os estreptococos ambientais
podem ser responsaveis por até um tergo
dos casos clinicos de mamite nos rebanhos
onde os patdgenos contagiosos foram
controlados.

Leveduras e algas da espécie Prototheca
zopfii sdo considerados agentes incomuns
da mamite bovina (Ranjan et al., 2006).
Esses agentes sdo encontrados em locais
umidos e ricos em matéria organica, sendo
facilmente isolados do epitélio externo dos
tetos e de equipamentos de ordenha
(Bexiga et al.; 2003; Buzzini et al., 2004).

A incidéncia de IIM provocadas por
leveduras € usualmente baixa, embora
ocasionalmente possam ser observados
surtos, sobretudo em rebanhos

intensivamente manejados nos  quais
existem falhas na higiene ambiental ou
naqueles em que o tratamento local de
casos clinicos de mamite é feito sem a
observancia dos principios basicos de
assepsia e anti-sepsia (Moretti et al., 1998;
Crawshaw et al., 2005; Santos e Marin,
2005).

Diversas espécies de leveduras dos
géneros Candida, Cryptococcus,
Rhodotorula e Trichosporum tém sido
associadas com a etiologia das IIM de
bovinos. Contudo, Candida é geralmente o
género principal, verificando-se grande
variacdo quanto as prevaléncias entre
rebanhos e as espécies identificadas
(Fansworth e Sorensen, 1972; Costa et al.;
1993; Aalbaek et al.,1994; Krukowski et al.,
2000; Santos e Marin, 2005).

Prototheca zopfii € a principal espécie de
alga envolvida na etiologia da mamite
bovina, geralmente associada a casos
clinicos de dificil tratamento, caracterizados
por queda acentuada na produgao de leite e
fibrose de quartos, o que geralmente implica
no descarte dos animais acometidos
(Bexiga et al.; 2003; Buzzini et al., 2004;
Ranjan et al., 2006). Segundo Janosi et al.
(2001), a mamite causada por este agente,
embora incomum, é caracteristica de
rebanhos de alta produtividade onde
existem falhas na higiene de ordenha e do
ambiente. Os dados disponiveis na literatura
apontam baixas taxas de isolamento para
Prototheca zopfii, sendo citados indices que
variam entre 0% e 2,89% (Langoni, 1997;
Fillippsen et al., 1999; Pardo et al., 1999;
Mota et al., 2004), contudo, eventualmente
verificam-se surtos de grandes proporgoes
(Costa et al.,, 1996; Costa et al.; 1999;
Ranjan et al., 2006).

2.2-indices de mamite em rebanhos
brasileiros

Os indices de mamite clinica e subclinica
sdo parametros importantes para se avaliar
a sanidade da glandula em termos de
rebanho e a eficiéncia das medidas de
controle adotadas para a mamite na
propriedade. Estes indices variam muito
entre rebanhos brasileiros em funcdo da
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adogdo das medidas de controle para a
doenca, tipo de manejo adotado, nivel de
tecnificacdo e dos critérios de bonificagao
praticados pelos laticinios e cooperativas.

Nader Filho et al. (1984) relataram 20,83%
de animais acometidos pela mamite
subclinica entre 192 vacas lactantes de
nove rebanhos da regido de Jabotical/SP.

Brant e Figueiredo (1994) observaram que a
prevaléncia de mamite subclinica em
rebanhos leiteiros do Estado de Minas
Gerais variou de 33,3% a 57,1%, com média
de 42,8%.

Laranja e Machado (1994) verificaram
indices de mamite subclinica de 56,23%
para rebanhos produtores de leite tipo B do
Estado de Sao Paulo, sendo
Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e
C. bovis os agentes mais frequentemente
isolados.

Costa et al. (1995) relataram que os indices
de ocorréncia da mamite subclinica
verificados em rebanhos dos estados de
Minas Gerais e Sao Paulo foram da ordem
de 72%, e de 17,5% para mamite clinica,
com uma propor¢ao de casos clinicos em
relacdo a subclinicos de 1:4 e de 1.7, em
relacéo aos animais e quartos,
respectivamente.

Pardo et al. (1999), ao examinarem 1010
quartos mamarios de 256 vacas em
lactagdo, verificaram indices de mamite
mamite clinica e subclinica por quartos de
2,27% e 20,69%, respectivamente.

Brito et al. (1999) submeteram ao California
Mastitis Test (CMT) e ao teste Tamis 1609
vacas lactantes de 48 rebanhos leiteiros
localizados na Zona da Mata e Campos das
Vertentes de Minas Gerais e coletaram
amostras de todos os quartos para cultura.
Verificaram que 0,60% dos quartos estavam
acometidos pela mamite clinica e 32,47%
acometidos pela mamite subclinica.

Costa et al. (2001) divulgaram os dados

sobre o acompanhamento dos indices de
mamite clinica e subclinica de em 19.388
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animais de 257 rebanhos localizados nos
estados de Minas Gerais e de S&o Paulo,
no periodo de 1993 a 1997. Foram
registradas no periodo de observagcdo as
médias anuais de 14,53% para casos
clinicos e de 7246% para casos
subclinicos. Os autores relataram uma
proporcdo média de casos clinicos em
relacdo a subclinicos de 1:6, mas com
variagdes entre rebanhos de 1:2 até 1:43.

Bueno et al. (2002) verificaram indices
médios de mamite clinica de 7,46% por
animal e de mamite subclinica por quartos
de 34,31% para cinco rebanhos da regido
de Pirassununga/SP. Os pesquisadores
relataram ainda as relagdes de 1:8 e de
1:15 de casos clinicos em relagcdo aos casos
subclinicos por animal e por quartos,
respectivamente.

Mota et al. (2004) relataram 59,27% de
quartos acometidos pela mamite subclinica
dentre 124 vacas lactantes de rebanhos do
estado do Pernambuco que foram
submetidas ao CMT.

Donatele et al. (2002) submeteram 227
vacas procedentes de 64 propriedades de
14 municipios das regides norte e noroeste
do estado do Rio de Janeiro ao CMT.
Verificaram que dos 907 quartos
examinados, 41,8% encontravam-se
acometidos pela mamite subclinica.

Santos e Fonseca (2007) relataram indices
de mamite subclinica da ordem de 40% e de
mamite clinica de 3-4% para rebanhos
leiteiros tipo A e B, no Brasil.

De acordo com Cassoli e Machado (2007),
os dados sobre as contagens de células
somaticas individuais (CCSI) de cerca de
30.000 vacas de 250 rebanhos de diversas
bacias leiteiras do Brasil, assistidos pela
Clinica do Leite/SP, apontaram uma
prevaléncia média da mamite subclinica de
45%, com uma incidéncia média de 25%.

Os indices de mamites clinica e subclinica
observados nos rebanhos brasileiros
encontram-se muito distantes dos
patamares de 1-2% para casos clinicos e de



15% para casos subclinicos que segundo
Santos e Fonseca (2007) seriam aceitaveis
para rebanhos nos quais a mamite tem um
controle satisfatorio.

2.3-Contagens de células sométicas no
leite do tanque, em rebanhos brasileiros

De acordo com Cassoli e Machado (2007),
os dados sobre as contagens de células
somaticas no leite do tanque (CCSLT) de
cerca de 273.000 amostras de leite oriundas
de 172 industrias lacteas ligadas ao SIF que
foram analisadas pela Clinica do Leite/SP
(Figura 1) apontaram contagens médias de
378.000 cél./mL. Verificou-se que
aproximadamente 70% das amostras
apresentavam escores entre 300.000 e
600.000 e que cerca de 10% das amostras
apresentavam contagens superiores a
10°cél./mL, limite maximo permitido pela
legislagdo vigente (Brasil, 2002). Segundo

estes mesmos autores, os dados obtidos
pelos demais laboratérios que integram o
Programa Nacional de Melhoria da
Qualidade do Leite (PNMQL) apresentam
indicadores semelhantes. No Laboratorio de
Qualidade do Leite da Universidade Federal
de Goias, 69% das amostras analisadas
apresentavam contagens inferiores a
400.000 cél./mL, enquanto que nos
laboratérios integrantes da rede existentes
na Escola de Veterinaria da UFMG e na
EMBRAPA, em Juiz de Fora/MG, as médias
aritméticas observadas foram de 400.000 e
550.000, respectivamente, e o percentual de
amostras inconformes, CCSLT superiores a
10°, foi de 10-12%. Estes dados
demonstram que grande parte dos
produtores apresenta-se em conformidade
com os quesitos de CCSLT exigidos pela
legislacdo vigente, mas que muito ainda
precisa ser feito para se atingir os padroes
de qualidade exigidos pelo mercado
internacional.
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Figura 1. Distribuigdo de 273.000 amostras de leite analisadas pela Clinica do Leite/SP, no periodo
de Julho de 2005 a Agosto de 2006, em fungédo das contagens de células somaticas no leite do

tanque (CCSLT) (adaptado de Cassoli e Machado (2007)

19



2.4-Importéancia econdmica da mamite
bovina

Apesar de todos os avangos logrados nas
areas de prevengdo e de controle da
mamite nas Ultimas décadas, esta
permanece como a doencga infecciosa mais
prevalente e economicamente relevante de
bovinos leiteiros em todos os continentes
(Aarestrup e Jensen, 1997; Vintov et al.,,
2003). Segundo Bradley (2002), as perdas
ocasionadas pela mamite na industria
leiteira  mundial sdo estimadas em 35
bilhdes de ddlares anuais.

O 6nus determinado pela doencga se justifica
pela redugdo na producido de leite dos
animais acometidos, gastos com
medicamentos, descarte de leite de animais
em tratamento, reposi¢gao precoce de vacas
e, eventualmente, a morte de animais. Além
desses aspectos, verificam-se alteracoes
nas caracteristicas fisico-quimicas do leite,
tais como a reducado dos teores de gordura
e caseina e 0 aumento da contagem de
células somaticas, ocasionando baixo
rendimento industrial, além de depreciacao
no valor nutricional e das caracteristicas
sensoriais do produto (Santos e Fonseca,
2007).

Levantamentos realizados por Costa et al.
(1999) em propriedades leiteiras de Sao
Paulo e Minas Gerais apontaram custos
com a prevengao da mamite da ordem de
US$ 23.98 por vaca/ano, com perdas
estimadas em US$ 317.38 por vaca/ano,
sendo os custos com prevengdo, por
propriedade, estimados em US$ 1,558.59 e
as perdas totais avaliadas em US$
20,611.32 no periodo de um ano. Em outra
publicagdo, Costa (1998) relatou que as
perdas decorrentes da doenga sao da
ordem de 10-15% da produgédo total no
rebanho nacional, o que representa cerca
de dois a trés bilhdes de litros por ano.

Nos Estados Unidos, Degraves e Fetrow
(1993) relataram perdas de US$35 a
US$295 por vaca/ano, com custos totais
estimadas em dois bilhdes de ddlares
anuais. Nickerson (1993) observou, também
nos EUA, que vacas acometidas pela
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mamite subclinica produziam até 773 kg de
leite a menos, em relagdo a média de vacas
nao infectadas de igual potencial produtivo.

Sob o ponto de vista econdmico, a forma
subclinica da mamite € a que determina os
maiores prejuizos para o produtor, devido
aos indices normalmente elevados com que
ocorre no rebanho nacional e por ocasionar
redugédo na produgao dos quartos afetados
e alteragbes na composigao fisico-quimica
do leite (Veiga, 1998; Brito e Brito, 1998;
Santos e Fonseca, 2007).

Um dos primeiros trabalhos que
correlacionou as perdas na produgao com a
presenca da mamite subclinica foi feito por
Gray e Schalm (1962), no qual foram
observadas perdas de 10%, 16% e de
24,4% para reagbes +, ++ e +++,
respectivamente, em quartos positivos ao
CMT, em relagdo ao homologo sadio. Em
Minas Gerais, Oliveira (1989) observou
perdas para estas mesmas reagdes ao CMT
de 13,8%, 24,4% e de 46,8%. Estes
resultados foram endossados por Brant e
Figueiredo (1994) que verificaram perdas
respectivamente de 14,7%, 34,8% e de
45,0%, para reagdes +, ++ e +++, no CMT.

Zafalon et al. (1999) avaliaram a influencia
de varios agentes envolvidos em infecgdes
subclinicas de bovinos na contagem de
células somaticas individual (CCSI) e nas
perdas de leite do quarto acometido em
relacdo ao homélogo sadio. Verificaram que
S. aureus reduziu a produgdo de quartos
infectados em aproximadamente 23% e que
as CCSls desses mesmos quartos eram, em
meédia, seis vezes superiores a dos quartos
normais, demonstrando que além de
diminuir a produgdao, a mamite subclinica
altera a qualidade do leite.

2.5-Importancia de saude publica da
mamite

O leite € um alimento rico em nutrientes e
muito suscetivel a contaminagdo por
diferentes microrganismos. A presenga
destes no leite pode ser em decorréncia de
processos infecciosos instalados na
glandula mamaria ou de contaminagéo



subsequente a ordenha, devido a falhas na
coleta, estocagem ou no processamento
(Tronco, 1997).

Diversos microrganismos envolvidos na
etiologia da mamite bovina tém sido
freqlientemente associados com infecgbes e
toxi-infecgcbes em seres humanos. Segundo
Buyser et al. (2001), leite e derivados foram
responsaveis por 6,1% dos surtos de toxi-
infeccdes alimentares observados na
Franca, no periodo de 1988 a 1997. S.
aureus foi o agente mais freqlientemente
envolvido nestes surtos, responsavel
58,75% dentre os 177 surtos registrados.
Segundo estes autores, leite e derivados
foram veiculos responsaveis por cerca de 2-
5% dos casos de toxi-infecgbes alimentares
ocorridos nos Estados Unidos, Finlandia,
Holanda, Reino Unido, Alemanha e Polbnia,
neste mesmo periodo.

S. aureus é considerado como um dos
principais agentes envolvidos nas
intoxicagbes alimentares em varias regidoes
do mundo (Altekruse et al., 1998). Tal fato
gera uma grande preocupagdo com relagéo
a sua presenga nos alimentos,
principalmente lacteos, tendo em vista sua
estreita associagcdo com a mamite bovina.
Carmo et al. (1995) relataram que o
consumo de derivados lacteos elaborados
com leite cru e sem um bom controle de
qualidade pode causar casos de toxi-
infecgcdes alimentares em seres humanos,
uma vez que estafilococos, principalmente
S. aureus, que esta freqlientemente
associado a quadros de mamite bovina, tem
sido comumente associados a estes
quadros. S. aureus produtores de TSST-1 e
enterotoxinas (SE’s) que causam
respectivamente a Sindrome do Choque
Toxico e intoxicagdes alimentares em seres
humanos tém sido associados a mamite
bovina (Balaban e Rasooly, 2000), ja tendo
sido isolados a partir de casos de mamite
em rebanhos brasileiros (Cardoso et al.,
1999; Silva, 2004).

Além da veiculagdo de microrganismos
patogénicos, o leite pode ainda conter
residuos de antibiéticos que podem ser
originarios do tratamento da mamite ou de
outros processos infecciosos. A presenca

destes residuos, além de causar sérios
problemas na industria lactea, pode
ocasionar graves problemas para a saude
humana (Tronco, 1997; Raia e Costa, 2006).

2.6-Formas de apresentacdo da mamite
bovina

As I[IM podem se apresentar sob a forma
clinica ou subclinica. A primeira se
caracteriza pela presenga de sinais do
fendémeno inflamatorio no quarto acometido,
geralmente pouco evidentes na forma
subclinica. Na forma subaguda, os sinais
clinicos sao discretos, caracterizados pela
presenca de grumos no teste Tamis,
podendo evoluir ou ndo para formas mais
graves, denominadas formas agudas,
caracterizadas pela presenga de sinais
inflamatoérios mais evidentes, tais como dor,
calor, rubor, edema, perda de funcdo e
alteragdes nas caracteristicas
macroscopicas do leite (Costa et al., 1998;
Santos e Fonseca, 2007).

Casos superagudos que estdo geralmente
associados com a infecgdo por agentes
ambientais do grupo dos coliformes se
caracterizam por sinais inflamatérios muito
intensos nos quartos acometidos, com a
presenga de sinais sistémicos tais como
febre, dispnéia, hipotensdo, prostracao,
anorexia, dentre outros (Burvenich et al.,
2003; Hogan e Smith, 2003).

Outra forma clinica relevante é a crénica, na
qual podem ser observados sinais de fibrose
dos quartos acometidos, em alguns casos
acompanhados de atrofia do mesmo e
presenca de fistulas. Uma caracteristica
comum nestes casos, nos quais S. aureus
estd freqlentemente associado, é o
insucesso na cura bacteriolégica e a
recidiva do caso (Costa et al., 1998; Santos
e Fonseca, 2007).

A forma subclinica da mamite caracteriza-se
pela auséncia de sinais externos de
inflamagdo do quarto acometido, mas
acarreta redugcdo na produgdo do quarto
afetado e alteragbes na composicao do leite
(Costa et al.,, 1998; Veiga, 1998; Brito e
Brito, 1998; Santos e Fonseca, 2007). Sob o
ponto de vista econdmico, € aquela que se
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reveste de maior significado, devido ao
grande numero de animais geralmente
acometidos e por causar alteragdes fisico-
quimicas na qualidade do leite, bem como a
reducdo expressiva na produgao do quarto
acometido (Brito e Brito, 1998; Santos e
Fonseca, 2007).

As diferentes formas de apresentagdo da
mamite dependem da interagdo entre
fatores de patogenicidade do microrganismo
envolvido e os mecanismos de defesa dos
hospedeiros. S. aureus geralmente esta
associado com a mamite subclinica,
subaguda ou crbnica, mas eventualmente
pode determinar casos severos de mamite
gangrenosa ou mesmo de natureza
granulomatosa (botriomicose). E. coli
Klebsiella sp., Serratia sp., além de
causarem lesbdes nos alvéolos decorrentes
da sua multiplicagdo na glandula mamaria,
produzem endotoxinas (lipopolissacarideos),
ocasionando quadros geralmente
superagudos, com choque endotoxico e
morte do animal. Outros agentes como a
Nocardia asteroides, Nocardia brasiliensis e
Arcanobacterium pyogenes desencadeiam a
formacdo de granulomas e abcessos
intramamarios, ocasionando a mamite
denominada apostematosa que tem como
caracteristica a baixa taxa de cura (Costa,
1998).

2.7-Diagndstico da mamite bovina

O diagnéstico correto da etiologia das IIM de
bovinos €& essencial para que se possa
avaliar a importancia relativa de cada um
dos agentes envolvidos, permitindo a
adocao de medidas especificas para os
patdgenos mais relevantes para o rebanho
e, se necessaria, a readequagao das
medidas de controle implantadas. Este pode
ser executado através de métodos diretos
ou indiretos. Entre os métodos diretos, a
cultura bacteriolégica € considerada a
técnica padrao para se estabelecer o estado
sanitario da glandula mamaria em relacédo a
ocorréncia de IIM (Veiga, 1998; Brito e Brito,
1998), porém, resultados falso-positivos e
falso-negativos possam ocorrer. Estes estédo
relacionados com a eliminagao intermitente
do agente no leite, a presenca de residuos
de sanitizantes ou antibiéticos (Santos e

22

Fonseca, 2007), a estratégia de
processamento da amostra (Zecconi et
al.,1997; Sol et al., 2002) ou devido a
contaminagdo das amostras no momento da
coleta (Buelow et al., 1996).

O diagnéstico da precoce da mamite clinica
é feito pelo teste da Caneca de Fundo
Escuro (Teste Tamis) ou por meio do exame
clinico dos animais, quando se buscam as
alteragdes decorrentes do  processo
inflamatério. Este teste consiste em
examinar os primeiros jatos de leite
previamente a ordenha dos animais.
Pesquisam-se a presenca de pus, grumos
de fibrina, sangue e outras alteracoes
sugestivas de reacdo inflamatéria na
glandula mamaria, mas que ainda n&o s&o
perceptiveis externamente no Uubere. A
execugao diaria, em todos os quartos de
todos os animais em lactagdo, e em todas
as ordenhas é importante porque permite o
diagndstico precoce da mamite clinica
subaguda, ocasido em que o tratamento, se
precocemente empregado, propiciara
maiores chances de cura do animal, com
menor gasto de medicamentos e menor
descarte de leite (Veiga, 1998; Santos e
Fonseca, 2007).

O diagnéstico da precoce da mamite clinica
é feito pelo teste da Caneca de Fundo
Escuro (Teste Tamis) ou por meio do exame
clinico dos animais, quando se buscam as
alteragcdes decorrentes do  processo
inflamatério. Este teste consiste em
examinar os primeiros jatos de leite
previamente a ordenha dos animais.
Pesquisam-se a presenca de pus, grumos
de fibrina, sangue e outras alteracoes
sugestivas de reacdo inflamatéria na
glandula mamaria, mas que ainda n&o s&o
perceptiveis externamente no Uubere. A
execugao diaria, em todos os quartos de
todos os animais em lactagdo, e em todas
as ordenhas é importante porque permite o
diagndstico precoce da mamite clinica
subaguda, ocasido em que o tratamento, se
precocemente empregado, propiciara
maiores chances de cura do animal, com
menor gasto de medicamentos e menor
descarte de leite (Veiga, 1998; Santos e
Fonseca, 2007).



Entre os métodos indiretos, a avaliagao das
caracteristicas fisico-quimicas do leite,
incluindo a contagem de células somaticas
(CCS), pH, condutibilidade e as dosagens
de caseina, lactose, gordura e cloretos, é o
recurso comumente utilizado para detecgao
da mamite subclinica. Em condigbes de
campo, o diagnéstico dessa forma de
apresentacdo ¢é feito geralmente pelo
California Mastitis Test (CMT), podendo ser
utilizados também o Wisconsin Mastitis Test
(WMT) e a mensuracao da condutibilidade
do leite. Em nivel de laboratério, as
alternativas de diagndstico incluem os testes
fisico-quimicos citados anteriormente a
analise microbioldgica do leite (Veiga, 1998;
Brito e Brito, 1998; Santos e Fonseca,
2007).

O CMT é um teste bastante pratico e
eficiente para o diagnéstico a campo da
mamite  subclinica, possibilitando um
diagnéstico rapido da condicao sanitéria do

rebanho com relacdo a mamite. O teste
envolve a reacdo de um detergente que
rompe a membrana das células somaticas
presentes na amostra e libera o DNA,
ocasionando uma gelificagdo que sera
proporcional a quantidade de DNA na
amostra. A presenca de indicador de pH
(purpura de bromocresol) auxilia na leitura e
interpretacdo do teste, uma vez que nos
casos de mamite, o pH do leite se torna
ligeiramente alcalino (Veiga, 1998). O teste
de CMT deve ser realizado mensalmente ou
em intervalos menores caso o indice de
mamite esteja muito elevado no rebanho,
possibilitando avaliar a eficiéncia das
medidas de controle preconizadas (Veiga,
1998; Santos e Fonseca, 2007).

O resultado do CMT permite estimar a
concentragdo de células presentes na
amostra de leite e a expectativa de perdas
de produgédo do quarto afetado em funcgao
do processo infeccioso (Tabela 1).

Tabela 1. Correlagéo entre os resultados do CMT, nimeros de células somaticas nas amostras
e estimativas de perdas de producéo no quarto afetado

CMT Células/mL % de Perdas
N =100.000 5
T 300.000 8
+ 900.000 9-18
++ 2.700.000 19-25
+++ 8.100.000 >25

Fonte: Adaptado de Santos e Fonseca (2007)

As células somaticas presentes no leite,
representadas por células epiteliais e
principalmente por leucdécitos,
desempenham papel importante na defesa
da glandula mamaria contra os agentes
infecciosos. Fatores fisioldgicos, genéticos,
ambientais e infecciosos afetam a CCS do
leite, contudo, a presenca de infeccédo é o
fator que mais altera este parametro, sendo
0s neutroéfilos a populagéo celular que mais
aumenta nesses casos (Sordillo et al., 1997;
Schukken et al., 2003).

A contagem de células somaticas individual
(CCSl) é um recurso laboratorial
comumente empregado para o diagndstico
da mamite subclinica, enquanto a contagem

de células somaticas do leite do tanque
(CCSLT) é um parémetro utilizado para se
estimar o indice de mamite subclinica
presente no rebanho e as perdas de
producdo. Segundo Harmon (1994), existe
alta correlagdo entre a CCSLT, indices de
mamite subclinica e as perdas de leite no
rebanho (Tabela 2).

De acordo com Cassoli e Machado (2007),
CCSIs entre 100.000 e 200.000 sao
consideradas normais, enquanto que
escores superiores a 200.000 constituem
um forte indicio da mamite subclinica. Nos
rebanhos nos quais se faz 0 monitoramento
mensal pela CSSI, estes dados podem ser
utilizados para aferir a eficiéncia do
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programa de controle da mamite, bem como
detectar animais cronicamente infectados.

Contagens de células somaticas no leite do
tanque persistentemente elevadas séao
indicativas de alta taxa de mamite subclinica
no rebanho, indicando faléncia das medidas
de controle, sobretudo das mamites
contagiosas (Schukken et al., 2003).

Tabela 2. Estimativas de prevaléncia de
quartos infectados no rebanho e de perdas
de produgéo em relagédo a CCSLT

% de quartos % de

CCSLT .
(1.000/mL) infectados no perdas Sle
rebanho producgio
200 6 0
500 16 6
1.000 32 18
1.500 48 29
Fonte: Harmon (1994)
2.8-Perfil de sensibilidade de
Staphylococcus aureus aos

antimicrobianos

A avaliacdo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos por meio do antibiograma e
do perfil plasmidial sdo alternativas para a
realizagdo de estudos populacionais. A
resisténcia antibiética € um fator importante
no estabelecimento e disseminagdo de
clones bacterianos em um rebanho, tendo
estreita associacdo com mudangas no
manejo, tais como a implementacdo de
tratamento antibiotico sistematico,
estabulagao e a introdugcédo de ordenhadeira
mecéanica, fatores que atuam como forgas
seletivas sobre patégenos causadores de
mamite (Myllys et al., 1994).

No Brasil, varios experimentos tém sido
realizados para se avaliar o perfil de
sensibilidade antibiotica de amostras de S.
aureus isolados de bovinos acometidos por
IIM.

Nader Filho et al. (1984) submeteram ao
antibiograma 37 amostras de S. aureus
isoladas de IIM de bovinos em Ribeirdo
Preto/SP. Verificaram que gentamicina,
amicacina, eritromicina e cefotaxima foram
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as drogas mais eficientes e que os maiores
indices de resisténcia ocorreram para
oxacilina, penicilina, acido nalidixico e
ampicilina.

Riedner et al. (1987) submeteram 187
amostras de S. aureus isoladas em Santa
Maria/RS ao antibiograma e verificaram que
gentamicina, cloranfenicol e sulfazotrim
apresentaram os melhores resultados,
enquanto penicilina e ampicilina foram as
drogas menos efetivas. Por outro lado,
Langoni et al. (1991), verificaram, ao
submeterem 285 amostras de S. aureus
isolados no municipio de Jaboticabal/SP a
testes de antibiograma, que cefaloridina,
gentamicina e cloranfenicol foram as drogas
mais efetivas e que penicilina, ampicilina e
sulfazotrim aquelas para as quais se
verificaram as maiores taxas de resisténcia.

Em Minas Gerais, Cardoso et al. (2000), no
periodo de 1994 a 1997, isolaram e
submeteram ao antibiograma 127 amostras
de S. aureus provenientes de 23 municipios.
Os antibidticos mais efetivos foram
cefotaxima (100%), enrofloxacina (98,4%),
gentamicina (98,4%), rifampicina (96,1%),
cloranfenicol (90,4%), sulfazotrim (86,6%) e
novobiocina  (85,8%). Polimixina B,
ampicilina e penicina G formam as drogas
menos efetivas de acordo com os testes in
vitro, com percentuais de sensibilidade de
8,7%, 28,6% e 29,1%, respectivamente.

Donatele et al. (2002) avaliaram o perfil de
resisténcia a antimicrobianos de 180
amostras de S. aureus isoladas de mamite
subclinica em rebanhos do estado do Rio de
Janeiro, verificando elevados indices de
resisténcia para os antibiéticos p-lactamicos
(82,9%) e tetraciclinas (24,4%). Os maiores
indices de sensibilidade foram obtidos para
sulfazotrim e gentamicina. Resultados
divergentes foram relatados por Silveira-
Filho et al. (2005) que verificaram indices de
resisténcia superiores a 50% para
gentamicina, lincomicina, tetraciclina e
oxacilina em rebanhos leiteiros do estado de
Pernambuco.

No que se refere a resisténcia antibidtica de
amostras de S. aureus envolvidas na



etiologia da mamite bovina em rebanhos
brasileiros, nota-se uma grande variagéo
quanto a eficiéncia das diferentes drogas
analisadas. No entanto, algumas tendéncias
sao percebidas, como susceptibilidade da
maioria dos isolados de S. aureus a
gentamicina, cefalosporinas e ao
cloranfenicol, e a resisténcia a penicilina e
ampicilina.

2.9-Fatores de
Staphylococcus aureus

viruléncia de

S. aureus produz varios fatores de viruléncia
que incluem a proteina A, enzimas como a
estafilocoagulase, hialuronidase e
termonuclease, hemolisinas, enterotoxinas e
a toxina da sindrome do choque téxico do
tipo 1 (TSST-1), os quais contribuem para
colonizar e lesionar o hospedeiro. A
pesquisa desses fatores de viruléncia que
geralmente atuam de forma combinada tem
sido utilizada como recurso para a
identificacdo de S. aureus de origem
humana ou animal (Matsunaga et al.; 1993;
Koneman et al., 2001).

Dentre estes diferentes fatores de viruléncia,
as enterotoxinas e TSST-1 tém sido os mais
estudados devido a implicagdo dos mesmos
em processos patologicos nos seres
humanos. As enterotoxinas estafilococicas
determinam, apds periodo de incubagéo de
uma a seis horas, sintomas como nauseas,
vomitos, diarréia, dores abdominais,
salivagcdo intensa, cefaléia, sudorese e
desidratacdo. TSST-1 esta envolvida com a
sindrome do choque toxico em seres
humanos, caracterizada por  febre,
hipotensdo e faléncia multipla de érgaos
(Koneman et al., 2001).

As enterotoxinas estafilococicas (SE) e
TSST-1 pertencem a familia de exotoxinas
pirogénicas de estafilococos e
estreptococos que exibem semelhangas
estruturais, funcionais e genéticas. Estas
toxinas estdo envolvidas em quadros de

intoxicagdo alimentar, quadros alérgicos e
doengas autoimunes (Balaban e Rasooly,
2000). Atualmente, sdo conhecidos 18 tipos
de enterotoxinas estafilococicas
classificados com base em suas diferencas
sorologicas em SEA, SEB, SEC, SED, SEE,
SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM,
SEM, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU (Cunha,
2007).

Diversos pesquisadores (Takeuchi et al.,
1998; Cardoso et al.,1999; Zecconi et al;
2006; Haveri et al., 2007) tém tentado
estabelecer uma ligagdo entre os quadros
clinicos e patologicos decorrentes da
mamite e a expressdao de fatores de
viruléncia de S. aureus, principalmente
enterotoxinas e TSST-1. No entanto, os
resultados obtidos demonstram a
inexisténcia de um consenso acerca do
papel destes fatores de viruléncia na
patogenia das mamites estafilococicas, o
que demanda a realizagdo de estudos mais
detalhados sobre o tema.

A estafilocoagulase €& uma proteina
extracelular produzida pela maioria das
amostras de S. aureus que é usada como
marcador fenotipico para a diferenciagao de
espécies do género. Esta proteina que
possui acdo enzimatica reage com a
protrombina, formando um complexo
denominado estafilotrombina que reage com
o fibrinogénio que é convertido em fibrina e
coagula o plasma (Koneman et al., 2001).
Embora a produgéo da enzima
estafilocoagulase seja indicativa de maior
viruléncia do isolado de Staphylococcus,
nao existe um consenso sobre seu papel na
patogénese das infec¢des intramamarias.
Fox et al. (1996) relataram que variantes de
S. aureus coagulase negativas
apresentaram caracteristicas
epidemioldgicas e clinicas semelhantes aos
isolados convencionais de S. aureus
coagulase positivos associados com a
mamite bovina, induzindo altas CCSls e
infecgdes persistentes.
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A estafilocoagulase tem peso molecular de
63-77 kDa e contém entre 630 e 730
residuos de aminoacidos, sendo codificada
por um gene cromossémico que possui em
torno de 3.000 pares de bases. A molécula
possui trés regides distintas: a regido N-
terminal que é o sitio de ligagdo a
protrombina, composta de 150 a 270
aminoacidos; uma regido central, bastante
conservada e a regiao C-terminal, bastante
variavel, onde sao encontradas de 4-8
sequiéncias repetitivas de 27 aminoacidos
(Kanemitsu et al., 2001; Watanabe et al.,

2005). A Figura 2 ilustra esquematicamente
a estrutura do gene da estafilocoagulase.

A amplificagdo da porgcao C-terminal e o
corte posterior do produto amplificado por
enzimas de restricdo tém se mostrado
bastante  utii para identificacdo e
diferenciagdo de amostras isoladas de [IM
em bovinos, possibilitando a caracterizagao
de populagbes de S. aureus em um
determinado rebanho ou regido (Hookey et
al,, 1998; Su et al, 2000; Silva e Silva,
2005).

5— N-Terminal

Regiao central

C-terminal — 3°

v

Peptideo
sinal

Regiodes repetitivas (81pb) contendo de 4 a 8 unidades

Figura 2. Estrutura esquematica do gene que codifica a enzima coagulase de Staphylococcus

aureus (Adaptado de Kanemitsu et al., 2001)

2.10-Diversidade populacional de
Staphylococcus aureus

A utilizacdo de técnicas convencionais de
bacteriologia na epidemiologia da mamite
causada por S. aureus permitiu determinar o
carater contagioso do agente e que os
quartos infectados e a pele do ubere e tetos
dos animais s&o os principais reservatorios
dessa bactéria (Branley e Dodd, 1984;
Roberson et al., 1998). Medidas de controle
centradas nesses conhecimentos
possibilitaram a diminuigao da incidéncia de
IIM provocadas por S. aureus, porém, este
microrganismo permanece como O agente
mais prevalente nas |IM de bovinos. Tal fato
demonstra a necessidade de outras formas
de abordagem epidemioldgica, visando a

realizacdo de estudos mais detalhados
sobre a diversidade populacional deste
microrganismo.

A habilidade em discriminar uma
determinada amostra ou biétipo de um
microrganismo € fundamental para o
estabelecimento de medidas efetivas para a
prevencao e o controle da doenga causada
pelo mesmo. No entanto, a eleicdo de uma
determinada técnica para estudos
populacionais ou mesmo de diagndstico
depende de algumas caracteristicas que
devem ser criteriosamente avaliadas. Estas
incluem a facilidade de execucéo, rapidez,
repetibilidade, custo e o] poder
discriminatorio (Cuenca, 2004).
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Numerosas técnicas tém sido utilizadas para
a diferenciacdo e comparagdo entre
isolados de S. aureus em estudos
epidemioldgicos sobre a mamite bovina.
Dentre estas técnicas, o estudo do
polimorfismo da porgéo 3’-terminal do gene
que codifica a coagulase tém se mostrado
bastante  utii para identificacdo e
diferenciagdo de amostras isoladas de [IM
de bovinos, possibilitando a caracterizagéo
da diversidade populacional e de filogenia
de isolados de S. aureus.

Goh et al. (1992) utilizaram pela primeira
vez a RFLP (restriction fragment lenght
polimorphism) para o estudo do
polimorfismo do gene da coagulase para
fins comparativos entre isolados de S.
aureus, o que lhes permitiu determinar a
origem de um clone resistente a meticilina
que estava associado com um surto de
infeccao hospitalar no Canada. Desde entao
diversos outros  pesquisadores vém
adotando a técnica.

Raimundo et al. (1999) estudaram o
polimorfismo do gene da coagulase em 151
amostras de S. aureus isoladas de sete
rebanhos na Australia. Verificaram a
existéncia de clones dominantes na
populacdo estudada e que alguns deles
estavam relacionados com infecgdes
cronicas, persistindo durante longos
periodos na glandula dos animais.

Su et al. (2000) aplicaram a técnica de
RFLP ao estudo do polimorfismo do gene
da coagulase em isolados de S. aureus
associados a quadros de mamite em
bovinos que eram provenientes de diversos
paises. Observaram a ocorréncia de 41
variantes genéticas do agente, com o
predominio de certas Vvariantes em
determinados paises.

Schlegelova et al. (2003), visando estudar a
dindmica de infeccdo por S. aureus na
mamite bovina, aplicaram a técnica de
RFLP ao gene da coagulase em isolados
desse microrganismo obtidos de
ordenhadores e de casos de mamite em
bovinos. Foram  obtidos 10  tipos
polimérficos, ndo havendo correspondéncia

entre os tipos dominantes entre as duas
espécies analisadas. Os resultados deste
experimento endossaram aqueles obtidos
preliminarmente por Kapur et al. (1995) e
Larsen et al. (2000), que através de técnicas
fenotipicas e genotipicas demonstraram que
S. aureus isolados de seres humanos e de
bovinos constituem duas populagdes
diferentes e que infecgdes cruzadas
ocorrem raramente.

No Brasil, foram realizados alguns estudos
de diversidade populacional empregando a
técnica de RFLP, aplicada ao gene da
coagulase. Lange et al. (1999) submeteram
66 isolados de S. aureus provenientes de
IIM de bovinos do Sul do Brasil a testes
genotipicos, bioquimicos e de antibiograma,
visando subtipa-los. Dentre o0s testes
moleculares utilizados, PFGE (pulsed-field
gel electrophoresis) apresentou o melhor
indice discriminatério (D=0,96), seguido de
ribotipagem (0,85), RFLP aplicado ao gene
da coagulase (0,82), testes bioquimicos
(0,79), perfil plasmidial (0,78) e antibiograma
(0,72). A tipagem bioquimica demonstrou
ser uma técnica relativamente
discriminatéria, permitindo tipificar todos os
isolados. Na técnica de antibiograma, 48,5%
dos isolados foram sensiveis a todas as
bases testadas, enquanto na determinagao
do perfil plasmidial se constatou que 46,9%
das amostras nao apresentavam
plasmidios, o que diminuiu o indice
discriminatério destes testes.

Silva e Silva (2005) aplicaram a técnica de
RPLP no estudo comparativo entre 64 S.
aureus isolados de bovinos leiteiros do
estado de Minas Gerais. Verificaram a
ocorréncia de 27 padroes de amplicons na
PCR (polimerase chain reaction) e de 49
tipos eletroforéticos na RFLP, demonstrando
uma grande diversidade populacional entre
as amostras estudadas.

Silveira-Filho et al. (2005), em estudo
realizado no estado do Pernambuco,
submeteram a PCR-RFLP 127 S. aureus
isolados de quartos mamarios acometidos
pela mamite, maos de ordenhador,
equipamento de ordenha e pele de tetos
dos animais, visando a estudos de
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diversidade populacional. Verificaram a
existéncia de poucos tipos clonais, a
existéncia de clones predominantes nos
rebanhos estudados e a similaridade entre
amostras isoladas do equipamento de
ordenha e aquelas obtidas de quartos
acometidos pela mamite.

Além da PCR-RFLP aplicada ao gene da
coagulase, varios outros métodos de
tipagem tém sido utilizados no estudo das
populagbes de S. aureus associado a |IM
em bovinos. Os métodos mais tradicionais
que incluem a biotipagem, fagotipagem,
perfil plasmidial, antibiograma e o perfil de
toxinas tém sido complementados por
técnicas moleculares como a ribotipagem,
PCR, PFGE, ribotipagem, RAPD (ramdomly
amplified polymorphic DNA),
sequenciamento, MLEE (multilocus enzyme
electrophoresis), dentre outras (Fitzgerald et
al., 1997).

Lipman et al. (1996) aplicaram a técnica de
RAPD e fagotipagem no estudo comparativo
de 71 isolados de S. aureus envolvidos em
um surto de mamite, em um rebanho na
Holanda. Os autores observaram a
ocorréncia de clones dominantes que
estavam associados a casos clinicos e
subclinicos, com 66 dos 71 isolados
pertencendo ao mesmo tipo genémico.

Annemdliller et al. (1999) utilizaram testes de
biotipagem, PFGE e a técnica de PCR-
RFLP aplicada ao gene da coagulase para o
estudo de amostras de S. aureus isoladas
de casos de IIM em bovinos, na Alemanha.
Verificaram que, embora varios clones
estivessem presentes em determinados
rebanhos, existiam clones predominantes,
amplamente distribuidos, relacionados com
a mamite subclinica. Resultados
semelhantes foram obtidos por Fitzgerald et
al. (1997) ao analisarem amostras dessa
bactéria provenientes dos EUA e Irlanda, e
por Buzzola et al. (2001) em amostras
isoladas de bovinos na Argentina.

Larsen et al. (2000) aplicaram as técnicas
de ribotipagem e de fagotipagem para o
estudo da diversidade de S. aureus isolados
de nove rebanhos leiteiros da Dinamarca, e
compararam estes com outros isolados
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obtidos de outros sitios da pele dos animais
e dos ordenhadores. Cem amostras dessa
mesma bactéria isoladas de seres humanos
portadores assintomaticos foram incluidas
no estudo. Verificaram que certos subtipos
eram predominantes e que havia grande
identidade entre isolados obtidos de
ferimentos de tetos e aqueles isolados a
partir do leite de animais com mamite.
Embora alguns subtipos predominantes em
seres humanos tenham sido detectados em
bovinos e vice-versa, o fendbmeno se deu
com pequena freqiéncia, demonstrando
que seres humanos tém pouca importancia
como reservatorios de estafilococos para os
bovinos.

Joo et al. (2001), visando analisar
comparativamente 181 isolados de S.
aureus provenientes de 28 rebanhos
coreanos, submeteram os microrganismos
ao teste de PFGE, verificando a ocorréncia
de 52 subtipos diferentes. Destes, 34
(65,4%) foram encontrados em um Unico
rebanho, enquanto o restante foi detectado
em multiplos rebanhos. Mais que 85% dos
rebanhos tinham mais de um subtipo, com
75% destes tendo trés ou menos subtipos.
Treze dos 24 rebanhos estudados que
apresentavam mais de um subtipo tinham
um subtipo predominante que foi isolado de
cerca de 2/3 dos animais infectados do
rebanho. Os resultados obtidos
demosntraram a ocorréncia de subtipos
predominantes dentro dos rebanhos, mas
nao entre rebanhos.

Stephan et al. (2001) submeteram 34
amostras toxigénicas de S. aureus
procedentes de 34 rebanhos suicos a testes
fenotipicos e genotipicos visando analisa-
las comparativamente. Encontraram 11 tipos
eletroforéticos no PFGE, mas estritamente
relacionados de acordo com as demais
caracteristicas avaliadas. A enterotoxina do
tipo C (SEC) foi detectada em 26 amostras,
sendo que 23 destas também expressavam
TSST-1. Os resultados sugerem a
existéncia de poucos clones amplamente
disseminados responsaveis pela mamite
bovina na Suica.

O sequenciamento do gene da coagulase
ou de sua porgdo 3’ terminal tem sido um



recurso utilizado para o estudo comparativo
e de filogenia entre isolados de S. aureus.
Watanabe et al. (2005) submeteram ao
sequenciamento os genes que codificam
para os dez tipos de estaficoagulase,
verificando que o gene é composto de seis
regides distintas: a seqléncia sinal; regido
D1; regiao D2; a regido central, a regiao
repetida e a sequéncia C-terminal. A porgéo
N-terminal que compreende o peptideo
signal (26 aminoacidos) e 0s seis primeiros
aminoacidos da regiao D1 que compdem o
dominio de ativacdo da protrombina
apresentaram  100% de similaridade.
Verificaram que a regido central é bastante
conservada, com identidade de bases
variando entre 80,6% e 94,1%. As unidades
repetitivas, compostas por 81pb que
codificam residuos de 27 aminoacidos,
apresentaram identidade média de 92% e
polimorfismo no numero de unidades
repetitivas que variaram de cinco a oito.

Shopsin et al. (2000) estudaram as
sequéncias repetitivas do gene da
estafilocoagulase de 54 amostras de S.
aureus meticilina resistentes (MRSA)
divergentes geografica e temporalmente,
visando avaliar a técnica como um recurso
de tipagem. Relataram o encontro de trés a
seis unidades repetitivas e que a técnica,
embora pudesse ser utilizada para estudos
epidemioldgicos de isolados temporalmente
distantes, apresentou baixa capacidade em
discriminar os isolados, sugerindo a
necessidade de complementar os resultados
da técnica com outros métodos de tipagem
de maior poder discriminatério.

Kanemitsu et al. (2001) sequenciaram e
analisaram a regido 3’-terminal do gene da
coagulase de 22 isolados de S. aureus,
dentre os quais foram incluidos dez isolados
representando os sorotipos padroes da
estafilocoagulase. Na analise filogenética
das sequéncias de bases, amostras de um
mesmo sorotipo foram agrupadas em um
mesmo ramo da arvore filogenética, mas as
sequéncias de bases agruparam amostras
de um mesmo sorotipo em ramos diferentes,
0 que indica que a porgcao estudada nao
possui 0s epitopos determinantes para o
sorotipo. Os autores relataram a presenca
de quatro a oito unidades repetitivas nas

amostras estudadas e que a divergéncia na
freqUuéncia destas regides pode se dever a
delecdes ou insergoes.

Segundo Schwarzkopf e Karch (1994), a
fungéo das unidades repetitivas e as razbes
para sua variabilidade sdo desconhecidas,
mas, pelo fato de se encontrarem fora do
sitio ativo da enzima, as variagdes podem
nao trazer nenhuma alteragdo para
viruléncia do microrganismo. Ainda de
acordo com estes autores, regides
polimdrficas também tém sido descritas para
proteina A de S. aureus e proteinas M e G
de estreptococos, antigenos relacionados
com a adesao celular.

A aplicagdo de técnicas de biologia
molecular, aliada as técnicas convencionais
de bacteriologia, tem possibilitado novas
abordagens na epidemiologia da mamite
bovina. Por meio destes testes, tem sido
demonstrado que os clones associados aos
casos de mamite bovina, embora n&o sejam
estritamente espécie-especificos, séo
caracteristicos da espécie e que infecgdes
intercruzadas, embora ocorram, nao se
revestem de maior importancia
epidemioldgica. Os testes apontam ainda a
ocorréncia de uma grande diversidade
populacional de S. aureus, com a existéncia
de clones predominantes que sdo comuns
entre rebanhos. A caracterizagdo destes
clones predominantes podera fornecer
subsidios para a ado¢cao de medidas mais
efetivas de prevengdo e de controle de
novas [IM.

2.11-Medidas gerais de controle e de
prevengao para a mamite bovina

Um bom programa de controle para a
mamite bovina tem por objetivo limitar a
prevaléncia da doengca em niveis
economicamente aceitaveis, observando-se
as particularidades de cada sistema. A
metodologia de controle da doenga vem
evoluindo nos ultimos anos, passando do
tratamento preventivo ou curativo do
individuo para o plano do rebanho, com a
adogdo de programas mais abrangentes,
aplicados ao conjunto de rebanhos de uma
regido ou de um pais (Bradley, 2002).
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Os programas classicos de controle de IIM,
introduzidos ha véarias décadas em
rebanhos americanos e europeus, sao
baseados na desinfecgcado de tetos antes e
ap6s a ordenha, no tratamento precoce de
casos clinicos, na terapia de vacas secas,
na higiene de ambiental e da ordenha, na
manutengdo periddica do equipamento de
ordenha e no descarte de animais
cronicamente infectados (Nickerson e
Owens, 1993; Leblank et al, 2006).
Segundo Leigh (1999), os avangos obtidos
com a adocdo destas medidas de controle
foram significativos, tendo possibilitado a
redugcdo do numero de casos de mamite de
150 casos/100 vacas/ano na década de
1960 para 35-40 casos/100 vacas/ano nos
anos 1980° e o controle de infecgdes
ocasionadas por S. agalactiae e S. aureus,
no Reino Unido.

Apesar de todo o conhecimento acumulado,
0 progresso no controle da mamite nos
rebanhos brasileiros tem sido lento porque,
na maioria das propriedades, o programa de
controle se fundamenta quase que
exclusivamente no tratamento de animais
clinicamente acometidos. Como resultado,
os produtores tém tido pouco éxito no
controle da doencga, com a agravante do uso
indiscriminado de antimicrobianos (Brito,
1996).

2.11.1-Monitoramento regular do rebanho

E imprescindivel que seja feito registro
sistematico dos indices zootécnicos de
produgdo e dos casos de mamite, o que
possibilita mensurar os prejuizos causados
pela doenga e avaliar a eficiéncia das
medidas de controle implantadas. O registro
individual deve ser o mais detalhado
possivel, contendo: nome do animal; data
de nascimento; data do ultimo parto; ordem
de lactagao; descricdo do caso de mamite
(aguda, subaguda, crbénica ou subclinica) e
quarto acometido; histérico de mamite
anterior e a descricao do tratamento
empregado, data de liberagdo do caso
clinico, identificagdo dos agentes isolados e
o resultado do antibiograma (Lopes e Viana,
1996).
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Os indices de mamite subclinica podem ser
determinados  através da realizagao
periédica do CMT, WMT ou pela CCSI. A
periodicidade destes testes dependera da
gravidade da mamite no rebanho, mas, no
geral, séo feitos monitoramentos mensais. A
mamite clinica deve ser detectada
precocemente pela realizagdo do teste
Tamis para os casos subagudos, e pela
observagdo de sinais inflamatérios na
glandula mamaria no caso de mamites
agudas. Em casos de surtos ou de ma
resposta aos tratamentos, realiza-se a
coleta de amostras de leite, para proceder
ao isolamento e identificagdo dos agentes
envolvidos, com posterior realizacdo do
antibiograma (Lopes e Viana, 1996; Veiga,
1998).

2.11.2-Tratamento de casos clinicos

O tratamento da mamite clinica durante a
lactagdo tem por objetivos eliminar a
infeccdo e reintegrar o animal o mais breve
possivel a produgdo. O sucesso do
tratamento dependera de varios aspectos,
dentre eles da precocidade com que é
instaurado, da escolha adequada das
drogas, da posologia adequada, da boa
distribuicdo do mesmo dentro da glandula
mamaria, do estado fisiolégico do animal e
do microrganismo envolvido (Owens e
Nickerson, 1989; Hillerton, 1996; Gruet et
al., 2001; Erksine et al., 2003).

O tratamento de casos subclinicos é restrito
a infecgdes subclinicas crbnicas, geralmente
ocasionadas por S. aureus, e infec¢des por
S. agalactiae com alta morbidade no
rebanho (mais que 25% dos animais
infectados) (Langoni, 2007). Geralmente
ndo se recomenda o tratamento de
infecgdes subclinicas nas demais situagoes
devido ao 6nus decorrente do descarte de
leite e de aquisicao dos antibiéticos (Erksine
et al.,, 2003).A escolha do produto para o
tratamento de vacas lactantes ou vacas
secas deve ser fundamentada no perfil de
sensibilidade do  microrganismo  aos
antibidticos, uma vez que microrganismos
de uma mesma espécie, mesmo dentro de
um mesmo rebanho, podem ter perfis de
sensibilidade diferentes (McKellar, 1991).



O tratamento deve ser o mais precoce
possivel, evitando-se a exacerbacdo dos
sinais inflamatérios e das lesées do epitélio
alveolar e de ductos galactéforos. Além da
maior probabilidade de cura do animal
acometido, o tratamento precoce da mamite
€ uma importante medida preventiva,
diminuindo as chances de que a infecgao se
torne cronica e a taxa de eliminagdo do
patdgeno pelo animal acometido (Langoni et
al., 2000).

Segundo  McKellar  (1991), a via
intramamaria €& bastante pratica para o
tratamento quando nao existe a obstrugao
dos ductos por pus. E também a via
indicada para a terapia de vacas secas. Em
geral, a utlizagdo da via intramamaria
requer menor quantidade do medicamento
e, dependendo das caracteristicas fisico-
quimicas da droga, a difusdo da mesma é
mais intensa em relagéo a via intramuscular.

O esquema classico de tratamento de casos
clinicos de animais em lactacao consiste em
se fazer a aplicagado por via intramamaria de
antibidticos por um periodo de cerca de trés
dias, em intervalos de 12-24 horas. Casos
clinicos mais graves, com reagao
inflamatéria muito intensa, devem ser
tratados por via sistémica e local, inclusive
com a utilizagdo de antiinflamatorios
associados ao antibidtico (Brito e Brito,
1998). Segundo Erksine et al. (2003),
antibidticos aplicados por via intramamaria
podem se difundir bem dentro da cisterna
de glandula e em grandes ductos, e quando
aplicados pela via intramuscular podem se
difundir pelo parénquima secretor. Desse
modo, a utiizagdo das duas Vvias
proporcionaria uma agdo  sinérgica,
aumentando os indices de cura.

2.11.3-Tratamento de vacas secas

O tratamento de vacas secas tem por
objetivos eliminar as infecgbes
remanescentes da lactagdo anterior e
prevenir novas infec¢gdes durante o periodo
seco e inicio da préxima lactagéo (Erksine et
al., 2003; Santos e Fonseca, 2007).

A taxa de novas infecgbes aumenta
sensivelmente logo apds a secagem e
permanece elevada ao longo das trés

primeiras semanas pds-parto. Nesta
ocasidao, a glandula mamaria passa por
alteracGes celulares, bioquimicas,
imunolégicas e metabdlicas que a tornam
mais susceptivel a [IM (Erksine et al., 2003).
Segundo Owens e Nickerson (1989), cerca
de 40% das infecgbes se dao nas primeiras
duas semanas apdés a secagem, € na
auséncia do tratamento de vacas secas, 10-
15% dos quartos irdo se tornar infectados
nesse periodo.

Segundo Zeconi et al. (1995), o periodo
seco € o momento ideal para se fazer o
tratamento da mamite, pois o antibiético
permanece em alta concentragao por longos
periodos na glandula mamaria dos animais
em tratamento, possibilitando altas taxas de
cura de infeccbes remanescentes da ultima
lactacado, ao mesmo tempo em que previne
novas IIM. Outra vantagem ¢é que o
tratamento nessa ocasido nao requer o
descarte de leite devido a presenca de
antibidticos.

O tratamento de vacas secas tem
possibilitado a reducdo do nivel de novas
infeccdes pelos patégenos contagiosos,
especialmente por S. agalactiae e S.
aureus, possibilitando duplicar o indice de
cura bacteriolégica para infecgbes por esta
bactéria. Sears e McCarthy (2003) relataram
que sao obtidas taxas de cura para S.
aureus da ordem de 40-70% quando o
tratamento é realizado no periodo seco,
enquanto as taxas de cura durante o
periodo lactacional sdo da ordem de 20-
30%. Bansal et al. (1993) observaram que a
combinagdo de tratamento no periodo seco
com o uso de anti-sepsia apds a ordenha
reduziu a prevaléncia de mamite subclinica
em 65,72% e a taxa de IIM ocasionadas por
S. aureus de 14,58% para 3,33% apos um
periodo de 11 meses de implantagdo das
medidas.

A terapia seletiva de vacas secas é uma
forma de diminuir os custos do tratamento
de vacas secas, consistindo no tratamento
seletivo dos animais que tiveram problemas
de mamite clinica ou aqueles que
apresentaram histérico de CCSI elevadas
ao longo da lactagdo anterior. Segundo
Browning et al. (1994), a terapia seletiva de
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vacas secas é uma medida exeqlivel
quando se dispoe de métodos confiaveis e
seguros para a identificacdo dos animais a
serem tratados. Segundo estes autores, a
CCSI realizada periodicamente € um bom
parametro para estes casos, utilizando-se
como limite a contagem de 250.000
células/mL.

2.11.4-Limpeza e anti-sepsia de tetos

A limpeza e anti-sepsia de tetas
previamente a ordenha constituem medidas
essenciais para se evitar a entrada de
patdgenos no interior da glandula mamaria,
bem como para preservar as caracteristicas
microbiolégicas e fisico-quimicas do leite
ordenhado. A lavagem, no caso de tetas
sujas de fezes ou barro, é importante para
garantir a eficiéncia do anti-séptico, além de
estimular a descida do leite. Quando as
tetas ou Uberes apresentam-se
demasiadamente sujos, deve-se atentar
para o manejo adequado de currais, camas,
estabulos, piquetes e sombrites onde as
vacas se deitam. A aplicacdo de métodos
corretos de limpeza das tetas tem
comprovado ser efetiva em reduzir o
numero de S. aureus na pele das tetas e em
reduzir o numero de novas infecgbes por
este patégeno, no entanto, tem sido
observado pouco efeito sobre as taxas de
mamite ambiental (Hillerton, 1996).

Uma solugdo para desinfecgdo de tetos
deve ter boa agdo germicida e conservar
sua atividade na presengca de matéria
organica; nao deve ser irritativa, nem téxica
e auxiliar na cicatrizagdo de lesbes
presentes na teta; ndo deve ser absorvida
pelo tecido mamario e nem ser eliminada no
leite (Boddie et al., 1997).

O principal objetivo da anti-sepsia pos-
ordenha €& eliminar os patégenos que
contaminam o teto no momento da ordenha
e entre as ordenhas, prevenindo a infecgéo
do canal do teto e conseqliientemente do
tecido secretor. O uso de um anti-séptico
diminui a possibilidade de ocorrer IIM em
ambas as situagdes (Costa, et al., 1999).
Segundo Hillerton (1996), a desinfecgéo
pos-ordenha reduz a populagao bacteriana
da pele da teta em até mil vezes e eficiéncia
da medida pode ser avaliada pelo nivel de
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infeccdo do rebanho pelo C. bovis. Costa et
al. (1999b) avaliaram o efeito da anti-sepsia
pos ordenha na taxa de infeccdo pelos
principais agentes da mamite bovina,
verificando que nos rebanhos onde se
implementou a desinfecgdo de tetos no pos
ordenha, houve substancial diminuicdo da
infecgdo por patdgenos contagiosos.

Os desinfetantes disponiveis
comercialmente empregam uma variedade
de ingredientes ativos, sendo os mais
comuns o iodo, a clorexicidina, os aldeidos,
os compostos de cloro e de ambnia
quaternaria  (Langoni, 2007). Varios
experimentos foram conduzidos com o
intuito de avaliar e comparar a eficiéncia
destes produtos. Drechsler et al. (1993)
avaliaram a eficiéncia de cinco formulacdes
diferentes contendo como anti-septico a
clorexidina. Formulagdées contendo 0,5% e
1% de clorexidina se mostraram efetivas na
reducdo de novas IIM ocasionadas por S.
aureus, no entanto, apresentaram
resultados insatisfatérios na prevengédo de
IIM por S. agalactiae. Boddie et al. (1997)
demonstraram que solugdes germicidas
contendo 0,5% de clorexidina e 1,0% de
iodophor foram efetivas na prevengéao de |IM
de bovinos causadas por S. aureus e S.
agalactiae. Solugbes contendo 0,5% de
clorexidina reduziram as novas |IM por S.
aureus em 73,2% e por S. agalactiae em
53,9%. Solugdes a base de 1% de iodophor
reduziram as IIM por estes mesmos agentes
em 756% e 535%, respectivamente.
Erskine et al. (1998) verificaram que
solugbes contendo 1% de iodophor foram
mais efetivas na prevengcao de IIM
provocadas por S. aureus e Streptococcus
agalatiae em relagao ao alcool benzil.

A contaminacédo dos frascos aplicadores por
matéria organica afeta a atividade dos anti-
sépticos utilizados, diminuindo a eficiéncia
deste produto, sendo que quanto maior a
quantidade de matéria organica em contato
com o produto menor a sua eficiéncia
bactericida. Outro fator que pode interferir
na eficiéncia da desinfecgao pds-ordenha é
a concentragdo do produto desinfetante,
sendo que se deve observar a concentragéo
recomendada pelo fabricante (Costa et al.,
1999b).



2.11.5-Higiene da ordenha

O ordenhador é um dos principais elos
dentro de um programa de controle da
mamite e melhoria da qualidade do leite,
pois dele depende a execugéo de todas as
medidas que irdo levar ao controle da
doenca. E fundamental que esta atividade
seja executada por uma pessoa que possua
bons héabitos higiénicos e que tenha boa
escolaridade para que possa compreender
e utilizar as técnicas preconizadas da forma
mais acertada (Cerqueira e Sena, 1998). A
participacdo dos ordenhadores no programa
de controle da mamite deve ser estimulada
através de treinamento, visando orienta-los
quanto as regras basicas de funcionamento,
lavagem e desinfecgdo de equipamentos,
preparo dos animais para a ordenha e
tratamento de casos clinicos de mamite
(Lopes e Viana, 1996).

Além dos aspectos que envolvem o
ordenhador, a higiene de ordenha
compreende também a higiene dos animais,
de instalagbes e de equipamentos utilizados
na ordenha. A agua é o componente mais
importante nestas atividades, mas pode se
constituir em  fonte  adicional de
contaminagao do leite e dos animais, caso
nao esteja dentro dos padrbes
microbiolégicos e  fisico-quimicos. As
bactérias contaminantes mais comuns da
agua incluem coliformes, Achromobacter,
Alcaligenes, Chromobacterium, Cytophaga,
Micrococcus e  Pseudomonas, sendo
provenientes do solo ou da prépria agua rica
em matéria-organica (Ribeiro e Carvalho,
2001).

As caracteristicas de dureza e alcalinidade
da agua podem influenciar na eficiéncia do
processo de lavagem e sanitizagdo do
equipamento de ordenha. Em propriedades
onde a agua tem uma dureza muito
elevada, € comum a formagao de pedras de
leite na tubulagdo e até nas unidades de
ordenha, o que aumenta a populacéo de
microrganismos no equipamento, os quais
podem vir a contaminar os animais no
momento da ordenha e também a alterar a
qualidade microbioldgica do leite
ordenhado. Agua com dureza elevada
requer maiores quantidades de sanitizantes

e de detergente acido, aumentando o custo
do processo de limpeza (Spencer, 2000;
Santos e Fonseca, 2007).

A limpeza e a desinfeccdo dos
equipamentos utilizados na ordenha séao
imprescindiveis para o controle de novas
infeccdes durante a ordenha e para se
preservar a qualidade do leite ordenhado. O
leite € um produto rico em nutrientes e a
presenga de residuos do mesmo nos
equipamentos de ordenha pode se constituir
em substrato para a multiplicagdo de
bactérias que podem ser a principal fonte de
contaminagdo do leite ou das tetas.
Bactérias oportunistas ou patogénicas
presentes nos tetos podem ser depositadas
em partes mal higienizadas do equipamento
de ordenha, contaminando o leite e
infectando os animais durante a ordenha
(Spencer, 2000).

Os residuos que se acumulam nos
equipamentos de ordenha podem ser
organicos ou inorganicos. Os primeiros séo
representados pelas gorduras, proteinas e
carboidratos, enquanto os Ultimos sé&o
constituidos de solidos minerais, formados
pela deposi¢do principalmente de calcio,
magnésio e ions de ferro. Os residuos
organicos sao removidos com a agao dos
detergentes  alcalinos, enquanto os
detergentes acidos sdo indicados para a
remogao dos residuos inorganicos (Ribeiro
e Carvalho, 2001).

A limpeza dos equipamentos de ordenha
envolve processos fisicos e quimicos. Os
processos de remogao quimica consistem
na emulsificacdo e saponificagdo das
gorduras, degradacdo das proteinas e
dissolugdo dos minerais. A escovacao fisica
se faz necessaria para a remogao de
biofilmes, por serem residuos persistentes,
incapazes de serem removidos unicamente
pelo processo quimico (Spencer, 2000).

A limpeza manual ¢ indicada para
equipamentos de ordenha balde ao pé,
devendo ser realizada com o uso de
detergentes, escovacao e agua. O processo
de limpeza inicia-se pelo enxaguie que deve
ser realizado imediatamente apds o uso do
equipamento, removendo a maioria dos
sélidos do leite. A agua deve ser potavel e
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na temperatura entre 35°C e 43°C. O uso de
agua fria no enxaglie solidifica a gordura,
dificultando sua remocdo, enquanto que o
uso de dgua em temperaturas superiores as
recomendadas ocasiona a desnaturagao de
proteinas que se precipitam e aderem no
equipamento. Apds o enxague, segue-se a
escovagdo, usando-se agua potavel
adicionada de detergente alcalino. Apos
esta etapa utiliza-se o detergente acido que
vai auxiliar na remogao dos minerais e do
detergente alcalino. Apds o enxague final,
0s equipamentos devem ser colocados em
local que permita uma boa drenagem e sem
riscos de contaminacdo (Spencer, 2000;
Ribeiro e Carvalho, 2001).

Sistemas de ordenha mais sofisticados
empregam a lavagem automatica (Clean-in-
place). As etapas sdo semelhantes aos da
limpeza manual, exceto quanto as
temperaturas envolvidas e os tipos de
solugdes utilizadas. Apds a ordenha, realiza-
se o primeiro estadgio da limpeza ou pré
enxague que consiste na passagem de
agua morna a temperatura de 38-40°C pela
tubulagdo da ordenha sem que seja
reaproveitada, permitindo assim, eliminar a
maior parte dos componentes do leite que
ficaram no equipamento. Realizado o
enxague, o proximo passo é a lavagem com
detergente alcalino clorado que vai remover
proteinas e microrganismos presentes no
equipamento. A eficiéncia desta etapa
depende de diversos aspectos que incluem
a temperatura da solugdo, tempo de
circulagdo, contato da solugdo com
superficies, velocidade de fluxo da solugéo
de limpeza, concentragdo da solugao,
volume da solugéo, capacidade de vacuo e
drenagem. A acdo mais efetiva dos
detergentes alcalinos ocorre em
temperaturas entre 70-77°C, o que requer
que a temperatura da solugdo no inicio do
processo seja proxima ao limite superior,
para evitar que ao final da limpeza, esta
temperatura da mesma ndo esteja abaixo
de 43°C. A duracgdo desta etapa deve ser de
15 a 20 minutos. Apdés a lavagem com
detergente alcalino, realiza-se a limpeza do
equipamento com o detergente acido, acido
nitrico ou sulfanilico, a temperatura de 38 a
70°C por cinco a 15 minutos. A freqiéncia
de uso do detergente acido vai depender da
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dureza da agua utlizada na limpeza. O
equipamento n&do deve ser enxaguado apos
a desinfeccdo, o que deve ser realizado
antes da proxima ordenha (Spencer, 2000).

A lavagem de unidades de ordenha entre
vacas tem sido preconizada como medida
de controle de infecgbes por patégenos
contagiosos (McDonald et al, 1993;
Langoni, 2007). Contudo, na pratica, se o
equipamento nao for secado apds a
lavagem das unidades de ordenha entre
vacas, a medida pode trazer mais prejuizos
que beneficios, uma vez que a pratica
aumenta o tempo de ordenha e, no caso de
equipamento molhado, pode levar a queda
de unidades durante a ordenha, o que
ocasiona gradientes de pressdo reversos
que aumentam os riscos de novas
infecgoes.

2.11.6-Higiene ambiental

E de suma importancia que se tenham
instalacbes e ambientes onde os animais
permanecem limpos e higienizados, a fim de
diminuir a possibilidade de contaminagao da
glandula mamaria. Piquetes destinados as
vacas secas, bem como aqueles onde séo
mantidas as vacas lactantes no intervalo
entre ordenhas, ndo devem conter excesso
de lama e ou de material orgénico (Langoni,
2007).

O material de camas é considerado uma
fonte importante de  microrganismos
envolvidos nas |IM, sobretudo no que se
refere aos agentes ambientais,
principalmente quando estas sdo compostas
de material organico e ndo tém o manejo
adequado (Nickerson, 1995). Segundo
Hillerton (1996), existem grandes diferencgas
nas populacbes de patdgenos presentes
entre camas de areia, palha e serragem. O
uso de camas de palha mal manejadas tem
uma estreita associagdo com infecgbes por
S. uberis.

Uma boa higiene ambiental reduz a
populagado de moscas, 0 que se constitui em
importante medida de prevengao para

sendo relacionadas como vetores de
importantes agentes da doenga, incluindo S.
agalactiae, Arcanobacterium pyogenes, S.



aureus, dentre outros (Yeruham et al., 1996;
Chirico et al., 1997; Owens et al.,1998).

E importante evitar que os animais se
deitem no periodo imediatamente apds a
ordenha. Nessa ocasido, o esfincter nao
estd totalmente fechado, favorecendo a
penetragdo de patégenos na glandula
mamaria. Para tal, eles devem receber
algum alimento logo apds a ordenha,
devendo permanecer de pé pelo menos
durante as duas primeiras horas pos-
ordenha (Lopes e Viana, 1996; Langoni,
2007).

2.11.7-Utilizagao da linha de ordenha

Tem sido demonstrado que em rebanhos
infectados por patdgenos contagiosos tais
como S. aureus, apos a ordenha de um
animal infectado, a unidade de ordenha se
constitui em veiculo para a infeccao de
cerca de seis outros animais que vierem a
ser ordenhados a seguir (Myllys et al,
1994). Este fato endossa a necessidade de
se implantar uma linha de ordenha, visando
diminuir o numero de novas infecgdes
ocasionadas por patégenos contagiosos.

A linha de ordenha consiste em ordenhar
primeiro as vacas primiparas, geralmente
sd0 as que apresentam as menores taxas
de infecgdo, ordenhando-se a seguir as
vacas multiparas sadias, seguidas pelas
vacas com histérico recente de mamite
clinica (Santos e Fonseca, 2007). Na
pratica, a implantagdo dessa medida gera
muito transtorno tendo em vista a
necessidade de se dispor os animais em
lotes de acordo com a produgao, para fins
de |hes fornecer a dieta adequada as suas
exigéncias nutricionais. O que tem sido feito
para contornar o problema em grandes
rebanhos, é a implantagdo da linha de
ordenha baseada nos dados da CCSI
mensal dentro dos lotes de produgao, sendo
que a cada lote ordenhado o equipamento
passa por uma lavagem e desinfecgao.

2.11.8-Descarte de animais cronicamente
infectados

Segundo Myllys et al. (1994), as acgdes
destinadas a diminuir a prevaléncia da
mamite tém sido centradas na adogao de

medidas preventivas e no tratamento ou
descarte de animais  cronicamente
infectados.

O descarte de animais cronicamente
infectados deve fazer parte do programa de
controle da mamite em qualquer rebanho. A
adogéao desta medida conduz rapidamente a
uma reducdo na taxa de mamite clinica,
permitindo também reduzir a CCSLT do
rebanho, ja que vacas cronicamente
infectadas contribuem com 10-12% da
CCSLT (Hillerton, 1996). Além disso,
segundo Nickerson (1993), 40% dos casos
de mamite de um rebanho se manifestam
em cerca de 7% das vacas e cerca de 50%
do leite descartado em fungdo de
tratamento antibiético € proveniente de
vacas cronicamente infectadas. Estes dados
demonstram a importancia que os animais
cronicamente  infectados tém  como
reservatérios de patdégenos no rebanho e
nas alteragdbes na qualidade do leite,
principalmente no que se refere as
contagens de células somaticas. Desse
modo, a identificagdo e pronta eliminagao
deste tipo de animal do rebanho constituem
importantes medidas de controle, visando
diminuir as novas infec¢des, bem como para
garantir uma boa qualidade do leite
produzido.

Uma alternativa de manejo para animais
cronicamente infectados é a segregacao,
contudo, n&o existe um consenso na
literatura sobre a eficiéncia desta medida na
redugdo da taxa de novas infecgdes no
rebanho. Fox e Hancock (1989) avaliaram o
efeito da segregacdo de vacas com
infectadas por S. aureus na incidéncia de
IIM provocadas por este mesmo agente no
rebanho. Observaram que nos rebanhos
onde se implantou a segregacdo houve
diminuicéo na incidéncia  de IIM
ocasionadas por S. aureus (3,7%), em
relacao aqueles onde a segregagdo nao foi
realizada (4,3%), embora as diferengas nao
tenham sido significativas sob o ponto de
vista estatistico.

Wilson et al. (1995), visando diminuir as
novas infecgdes e as CCSLTs, promoveram
a segregacao e a utilizagdo de unidades de
ordenha separadas para vacas de 76
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rebanhos que se encontravam acometidas
por S. aureus. Apés um periodo de seis a
24 meses, verificaram que o percentual de
vacas infectadas caiu de 29,5% para 16,3%
e que as CCSLTs foram reduzidas de
600.000 para 345.000 cél./mL no grupo
onde houve a segregacao e utilizacdo de
unidades de ordenha separadas para as
vacas infectadas. Entretanto, Nickerson
(1993) observou que a separacdo entre
vacas nao infectadas de vacas infectadas
por S. aureus nao resultou na diminuigdo
representativa, sob o ponto de Vvista
estatistico, de novas IIM por esse mesmo
agente no grupo negativo, em relagdo ao
grupo infectado; embora tivesse adotado
boas praticas de higiene durante a ordenha,
incluindo a lavagem de unidades de
ordenha entre vacas (backflushing) e
desinfeccdo de tetos, além da manutencao
da ordenhadeira e do tratamento no periodo
seco.

Apesar do Onus relacionado com as
avaliacbes bacteriologicas periddicas e as
alteracbes de manejo requeridas, os
resultados dos experimentos relatados
demonstram que a identificagdo de animais
infectados e sua segregacéao e ou utilizagao
de wunidades de ordenha separadas
constituem medidas que podem auxiliar na
reducdo de novas infecgdes ocasionadas
por patdgenos contagiosos.

2.11.9-Manutengao e uso correto da
ordenhadeira

O equipamento de ordenha mecanica é
imprescindivel em rebanhos de producgao
intensiva, contudo a transicdo da ordenha
manual para a mecanizada favoreceu
sobremaneira as IIM provocadas por
patdgenos contagiosos. Segundo Myllys et
al. (1994), o funcionamento inadequado do
equipamento pode determinar a infecgao de
até seis vacas que venham a ser
ordenhadas apds a ordenha de um animal
infectado por S. aureus.

Vacas ordenhadas mecanicamente tendem
a apresentar indices mais elevados de
mamite subclinica em relagcdo a vacas
ordenhadas manualmente em decorréncias
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de falhas na higienizagdo e manutencao dos
equipamentos de ordenha. As falhas mais
importantes em relagdo ao funcionamento
do equipamento de ordenha sdo a baixa
reserva de vacuo, flutuagbes de vacuo,
pressdo de vacuo elevada e o
funcionamento irregular dos pulsadores
(Langlois et al., 1981). Osteras et al. (1995)
realizaram estudo de campo na Noruega
entre os anos de 1989 e 1991 acerca do
funcionamento de pulsadores de
equipamentos de ordenha e sanidade de
Ubere. Observaram que estes componentes
quando desregulados determinavam
elevada CCSLT e indices mais elevados de
mamite clinica.

O canal do teto possui mecanismos contra a
penetragdo de bactérias. Estes incluem o
esfincter, um mecanismo de ocluséo
relativamente eficiente, e a camada de
queratina que constitui uma barreira fisica e
quimica contra a invasdo de bactérias
(Hillerton, 1996). Segundo Costa (1998), o
mau funcionamento e utlizagcdo da
ordenhadeira mecéanica, principalmente no
que diz respeito a pressdo excessiva e
flutuagdes de vacuo, afetam a integridade
do esfincter e da camada de queratina,
propiciando o aumento da ocorréncia de
novas infecgdes. Tal fato foi comprovado
por Capuco et al. (1992) que demonstraram
experimentalmente que animais que tinham
a queratina dos tetos removida
mecanicamente se tornavam mais
susceptiveis a IIM por S. agalactiae apos
infeccdo experimental.

A revisdo periodica do equipamento de
ordenha permite detectar e sanar
oportunamente  falhas que  possam
prejudicar seu funcionamento, eliminando
assim uma das principais causas de mamite
e de alteragdes na qualidade do leite.
Segundo Santos e Fonseca (2007), a
checagem do equipamento de ordenha
deve incluir a relagdo de pulsagao, taxa de
pulsagado, pressdo no manémetro central e
nas unidades de ordenha, condicbes de
higiene geral antes de iniciar a ordenha,
condi¢cdes gerais das borrachas, sobretudo
daquelas que entram em contato com o
leite, e a capacidade de reserva de vacuo.



ESTUDOI

AGENTES ETIOLOGICOS, CONTAGENS DE CELULAS SOMATICAS E iNDICES DE
MAMITE EM REBANHOS LEITEIROS DA REGIAO SUL DO ESTADO DE MINAS GERAIS,

BRASIL

RESUMO

Foram estudados aspectos etioldgicos e
epidemioldgicos da mamite em 35 rebanhos
localizados na bacia leiteira da regido sul do
estado de Minas Gerais. Nestes rebanhos,
foram realizados testes para o diagndstico
da mamite clinica e subclinica e coletadas
amostras de leite para a realizagdo de
isolamento de microrganismos e a avaliagéo
da contagem de células somaticas no leite
do tanque (CCSLT). Foram determinados os
indices de mamite clinica e subclinica, a
participagdo dos diferentes microrganismos
identificados na génese dos casos clinicos e
subclinicos e as estimativas de perdas de
producéo leiteira em funcédo dos escores de
CCSLT. Altas contagens de células
somaticas, associadas com altos indices de
mamite clinica e subclinica, foram
observadas na maioria dos rebanhos
estudados. Verificou-se a predominancia da
mamite contagiosa, tendo como principais
agentes Staphylococcus coagulase
positivos, Streptococcus agalactiae,
Corynebacterium bovis e Staphylococcus
coagulase negativos. Streptococcus uberis
e bactérias gram-negativas foram os
principais patégenos ambientais isolados. A
maioria dos microrganismos isolados tendeu
a causar eventos de mamite subclinica,
embora agentes ambientais tenham
apresentado maior participagdo nos casos
clinicos em relagdo aos  agentes
contagiosos. Verificou-se que S. agalactiae
teve participagdo nos casos clinicos em
niveis semelhantes aqueles observados
para o0s agentes ambientais. Niveis
elevados de perdas foram estimados,
sobretudo nos rebanhos onde os indices de
mamite subclinica foram mais expressivos.
Os resultados obtidos demonstraram a alta
incidéncia de mamite nos rebanhos
estudados, o que traz reflexos diretos na
qualidade do leite produzido e na

produtividade dos mesmos, evidenciando a
necessidade de maiores esforgos por parte
de todos os segmentos envolvidos na
cadeia produtiva do leite com o intuito de se
controlar de forma mais eficiente a doenga.

Palavras-chave: mamite bovina, perdas,
etiologia, epidemiologia, Brasil

ABSTRACT

Thirty-five dairy herds located in the
southern region of Minas Gerais state were
submitted to tests for diagnosis of clinical
and subclinical mastitis. Samples of positive
cases were collected for isolation of
microorganisms and bulk milk samples for
evaluation of the somatic cell counts
(BMSCC). The rates of clinical and
subclinical mastitis, the participation of
isolated microorganisms in clinical and
subclinical cases and the estimative of loss
of milk production relative to the BMSCC
scores were performed. Elevated BMSCC
were observed in most studied herds,
correlated with the high rates of clinical and

subclinical  mastitis. There was a
predominance of contagious mastitis,
ocasionated by  coagulase positive

Staphylococcus, Streptococcus agalactiae,
Corynebacterium bovis and coagulase
negative  Staphylococcus.  Streptococcus
uberis and coliforms were the main
environmental isolated agents. One found
out that all the species of microorganisms
isolated tended to cause subclinical events
of mastitis, although environmental agents,
represented by Gram-negative bacteria and
Streptococcus uberis, have had greater
participation in clinical cases in relation to
contagious agents. There was an expressive
participation of S. agalactiae in clinical
infections, at similar levels to those observed
for environmental agents. Environmental
microorganisms and Streptococcus
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agalactiae had higher risk to cause clinical
cases than other isolated pathogens. High
levels of milk production losses were
estimated, particularly in herds where the
rates of subclinical mastitis were more
expressive. The results showed a high
incidence of clinical and subclinical mastitis
in studied herds, which directly reflects in the
quality of produced milk and productivity of
herds, highlighting the need for greater
efforts by all sectors involved in the
production chain of milk in order to more
efficiently control the disease.

Key words: bovine mastitis, etiology,
epidemiology, Brazil

I. INTRODUCAO

A mamite é a enfermidade infecciosa mais
prevalente e economicamente relevante de
bovinos leiteiros em todo o mundo (Vintov et
al.,, 2003). Segundo Bradley (2002) as
perdas ocasionadas por esta doenga na
industria leiteira mundial s&o estimadas em
35 bilhdes de délares anuais. De Graves e
Fetrow (1993) relataram perdas de US$35 a
US$295 por vaca/ano, com custos totais
estimados em dois bilhdes de ddlares
anuais, em rebanhos dos EUA. No Brasil,
Costa (1998) estimou que as perdas
decorrentes da doenga eram da ordem de
10-15% da produgdo total no rebanho
nacional, o que representava cerca de dois
a trés bilhdes de litros por ano, enquanto
Costa et al. (1999) estimaram as perdas
ocasionadas pela mamite subclinica em
US$ 317.38 por vaca/ano, em rebanhos
leiteiros de Sdo Paulo e de Minas Gerais.

Fernandes (1992) relatou o envolvimento de
137 espécies, subespécies e
sorovariedades de microrganismos na
etiologia da mamite bovina, representados
por virus, algas, fungos, micoplasmas,
parasitos e, principalmente, por bactérias.
Estes diferentes agentes etiolégicos podem
ser classificados como contagiosos ou
ambientais, de acordo com o local de
infeccdo. O  primeiro  grupo inclui
Staphylococcus ssp., Streptococcus
agalactiae,  Streptococcus  dysgalactiae
Mycoplasma spp., Corynebacterium bovis,
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para os quais a transmissédo geralmente se
da durante as atividades de ordenha. No
grupo dos agentes ambientais, se inserem
0s coliformes, Pseudomonas  ssp.,
Arcanobacterium pyogenes, Streptococcus
uberis, Enterococcus spp. e
microorganismos ubiquitarios tais como as
leveduras e algas aclorofiladas do género
Prothoteca  sp., cujas  transmissdes
geralmente se dao no intervalo entre
ordenhas e tém no ambiente o local de
manutencdo  (Brito e  Brito, 1998;
Costa,1998; Bradley, 2002).

Segundo Ranjan et al. (2006), embora
diversos agentes possam estar envolvidos

na etiologia da mamite bovina,
Staphylococcus  aureus,  Streptococcus
agalactiae,  Streptococcus  dysgalactiae,

Streptococcus uberis e coliformes sdo os
patdgenos mais comumente envolvidos no
processo, responsaveis por
aproximadamente 80% de todas as
infecgdes intramamarias.

Quanto a intensidade do processo
inflamatoério, a mamite pode ser classificada
em clinica ou subclinica. Estas diferentes
formas de apresentagcdo dependem da
interacao entre os fatores de patogenicidade
do microrganismo envolvido e o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro
(Costa,1998). Agentes contagiosos como
Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae geralmente estdo associados
com a mamite subclinica, enquanto os
ambientais, como os coliformes e
Streptococcus uberis, tendem a ter uma
participagdo maior nos eventos clinicos
(Hillerton et al., 1993; Fang e Pyorala, 1996;
Santos e Fonseca, 2007).

Sob o ponto de vista econémico, a mamite
subclinica é forma de maior expressio
econdmica devido ao numero geralmente
elevado de animais que acomete no
rebanho, por causar redugdo expressiva na
produgdo dos quartos acometidos e
alteragdes fisico-quimicas que depreciam a
qualidade do leite (Brito e Brito, 1998;
Santos e Fonseca, 2007).

A CCSLT é um indicador da qualidade do
leite que se correlaciona com o nivel de



mamite subclinica presente no rebanho,
sendo utilizada como parédmetro para a
avaliagdo de perdas de produc¢ao (Harmon,
1994), constituindo-se em ferramenta
imprescindivel para a mensuragdao dos
prejuizos ocasionados pela doencga e para a
avaliagdo da eficiéncia das medidas
adotadas para o seu controle.

A determinagédo dos indices de mamite em
uma determinada bacia leiteira e dos
agentes envolvidos em sua etiologia €
imprescindivel para a elaboracdo de
estratégias que possam ser aplicadas
coletivamente, visando o controle mais
efetivo da doenga. Desse modo, o objetivo
do trabalho foi estudar alguns aspectos
epidemiologicos da mamite bovina em
rebanhos da bacia leiteira do sul de Minas
Gerais, enfocando os indices de mamite
clinica e subclinica, os agentes etioldgicos
envolvidos e a participagdo dos mesmos na
ocorréncia dos casos clinicos e subclinicos,
os reflexos da doenga sobre as contagens
de células somaticas no leite do tanque € na
produtividade do rebanho.

Il. MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de Margo de 2004 a
Dezembro de 2006, foram estudados
aspectos etiolégicos e epidemioldgicos da
mamite 35 rebanhos leiteiros localizados
nos municipios de Boa Esperanga, Bom
Sucesso, Carrancas, Cruzilia, ljaci, Ingai,
ltumirim,  ltutinga, Jesuania, Lavras,
Nazareno, Nepomuceno, Perddes, Oliveira,
Ribeirao Vermelho, Santa Rita do Sapucai,
Santana da Vargem, Santana do Jacaré,
Santo Anténio do Amparo e Trés Coracoes,
pertencentes a bacia leiteira da regido sul
do estado de Minas Gerais. Estabeleceu-se
que os rebanhos a serem utilizados
deveriam empregar a ordenha mecanica, ter
numero minimo de 30 animais em lactagao
€ que 0 numero minimo de amostras a ser
processado para cada rebanho seria de 15.

Nestes rebanhos, 2.492 vacas foram
submetidas ao teste da caneca de fundo
escuro (Teste Tamis) e ao CMT, visando o
diagnéstico da mamite clinica e subclinica,
respectivamente. A execugdo e a

interpretacdo dos testes, a obtengdo dos
indices de mamite e os procediemtos para a
coleta de amostras destinadas as analises
microbiolégicas seguiram as orientagbes de
Veiga (1998).

A CCSLT foi efetuada eletronicamente por
citometria de fluxo (Somacount 500-
Bentley-USA), no Laboratério de Qualidade
do Leite da Escola de Veterinaria da UFMG,
em amostras de leite coletadas do tanque
de expansdo ou latbes e conservadas em
bronopol.

Amostras de leite de 1.645 quartos
mamarios, sendo 238 oriundas de casos
clinicos e as demais de casos subclinicos,
foram coletadas assepticamente e
submetidas a analises microbioldgicas.
Estas foram pré-incubadas a 37°C por 8-12
horas, seguindo-se & semeadura em Agar
Sangue (agar sangue base Oxoid®,
contendo 10% de sangue desfibrinado de
carneiro) e incubadas em temperatura de
37°C por 24-48 horas. O isolamento de
fungos e algas foi feito em Agar Sabouraud
Dextrose (Oxoid®), contendo 0,4g/L de
cloranfenicol (Choranphenicol succinate-
Sigma®), apés incubacdo a 37°C por 24-96
horas.

Microrganismos das familias
Staphylococcaceae e  Streptococcaceae
foram identificados segundo Holt et al.
(1994) e Quinn et al. (1994). Staphylococcus
spp. foram classificados em coagulase
positivos (SCP) ou coagulase negativos
(SCN) de acordo com o resultado na prova
de coagulase, empregando-se o plasma de
coelho. Entre os SCP, foram selecionadas
ao acaso e proporcionalmente entre os
rebanhos 360 amostras que foram
submetidas a testes fenotipicos adicionais,
visando a diferenciagao das espécies. Estes
testes foram baseados na chave de
identificagdo proposta por Holt et al. (1994),
constando de produgcdo de hemdlise em
agar sangue (agar sangue base, contendo
10% de sangue desfibrinado de carneiro),
fermentacdo dos acucares trealose, manitol
e maltose e produgao de acetoina.

Bactérias gram-negativas (BGN) oxidase
negativas foram identificadas utilizando-se
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os kits BACTRAY® | e Il (Laborclin, Brasil);
0s BGN oxidase-positivas foram
identificados por meio dos kits BACTRAY®
Il (Laborclin, Brasil) e APl 20NE®
(Biomerieux, Franga).

Leveduras e algas foram isoladas e
caracterizadas fenotipicamente, segundo
Kurtzman e Fell (1998) e Yarrow (1998).

A identificacdo dos demais agentes isolados
foi feita de acordo com Quinn et at. (1994).

As estimativas de queda de produgao foram
obtidas considerando-se a produgdo média
diaria e a CCSLT de cada rebanho,
utilizando-se a equagdao “Y=(0,0226 x
CCSLT/1.000) — 4,7908”, adaptada do
trabalho de Harmon (1984). Onde *“Y”
representa a estimativa de perdas, em
percentual, da produgao.

A participagdo dos diferentes agentes
isolados nos casos clinicos ou subclinicos
foi comparada através da Odds Ratio (OR) e
do teste do Qui-quadrado, utilizando o
Programa Epi-Info (CDC-WHO, versao
6.04b,1997).

Foram avaliadas as correlagdes entre os
principais patdégenos isolados (SCP, SCN,
C. bovis, S. agalactiae, S. uberis, BGN e
leveduras) e os indices de mamite clinica e
subclinica e a CCSLT. Também foram
analisadas as correlagdes dos patdégenos
entre si, e entre os indices de mamite clinica
e subclinica entre si e com a CCSLT.

Para a anadlise de correlagdo entre os
pardmetros avaliados, foi utilizado o
programa Data Analysis Comparative
Statistics Software (SPSS 12.0),
considerando-se o nivel de significancia de
0,05.

lll. RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Microrganismos isolados
Dentre as 1.645 amostras de leite
submetidas a analises microbiolégicas, 14

foram descartadas por apresentarem
crescimento de trés ou mais microrganismos
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diferentes, o que ¢é indicativo de
contaminagao na coleta de acordo com Brito
et al. (1999). Outras 122 (7,48%) amostras
nao apresentaram crescimento de
microrganismos. Amostras com crescimento
de um unico tipo de microrganismo
totalizaram 1.314 (80,56%) e as demais 195
(11,95%) apresentaram crescimento misto.
Dentre os quartos mamarios examinados,
9.560 encontravam-se funcionais e 408
afuncionais.

A Tabela 1 relaciona os agentes etiologicos
identificados e a frequéncia relativa dos
mesmos. Foram isolados 1.700
microrganismos, sendo 0s  agentes
contagiosos, com 1.314 amostras, os
predominantes em todas as 35
propriedades estudadas, perfazendo
77,29% dos isolamentos. Levantamentos
realizados em diversas regides do Brasil
apontaram a mamite contagiosa como a
mais freqlente em nosso pais, tendo como
agentes principais S. aureus (30-83%),
Streptococcus spp. (3-60%),
Corynebacterium  bovis  (1,3-30%) e
Staphylococcus coagulase-negativos (SCN)
(16-25%) (Silva et al.,1983; Nader Filho et
al.,1984; Costa et al., 1995; Langoni et al.,
1991; Brito et al.,, 1999; Barbalho e Mota,
2001; Laffranchi et al., 2001).

Staphylococcus coagulase positivos, com
583 isolados, foram o0s  agentes
predominantes, representando 34,29% dos
isolados, sendo encontrados em 34
(97,14%) das propriedades. S. agalactiae foi
0 segundo microrganismo mais freqiente,
com 21,92% dos isolamentos e presente em
65,71% dos rebanhos avaliados. S.
agalactiae e SCP representaram 56,11%
dos isolamentos, o que demonstra a grande
relevancia destes agentes na etiologia da
mamite nos rebanhos estudados, em
concordancia com estudos realizados em
outras regides brasileiras (Nader Filho et al.,
1984; Langoni et al.,1998; Brant e
Figueiredo, 1994; Costa et al., 1995; Brito et
al., 1999; Mota et al., 2004).

Observou-se a presenca de correlagoes
positivas entre as taxas de isolamento de
SCP e S. agalactiae (r=0,359), o que
demonstra a existéncia de determinantes



epidemiologicos comuns que propiciam a
coexisténcia de ambos os agentes nos
rebanhos. Existe um consenso na literatura
de que estes sdo agentes contagiosos
tipicos, cujas transmissées de dao durante
predominantemente no momento da
ordenha, facilitadas por falhas nas medidas
basicas de controle da mamite, conforme se
observou na maioria dos rebanhos
estudados (dados ndo mostrados).

Entre as 360 amostras de SCP que foram
submetidas a testes fenotipicos adicionais,
352 (97,77%) foram identificadas como S.
aureus. Quatro isolados foram identificados
como S. hyicus e trés como S. infermedius.
Uma amostra SCP nao pdde ser identificada
pelos testes utilizados. De acordo com os
resultados, é pequena a participagao de
outras espécies de SCP que nao seja S.
aureus na etiologia da mamite bovina, nos
rebanhos estudados. Resultados
semelhantes foram obtidos por Capurro et
al. (1999) que verificaram, através de testes
fenotipicos, que de 177 amostras de SCP
isoladas a partir de infec¢des intramamarias
(IIM) de bovinos em rebanhos da Suica,
97% se tratavam de S. aureus, 2% de S.
intermedius e 1% de S. hyicus.

Segundo Schlegelova et al. (2003), S.
aureus destaca-se como um dos
microrganismos mais frequentes dentre os
envolvidos na etiologia das infecgoes
intramamarias (l1IM) de bovinos e aquele que
isoladamente determina as maiores perdas
na pecudria leiteira em todos os
continentes. No Brasil, trabalhos anteriores
apontaram a grande relevancia de S. aureus
na etiologia da mamite bovina (Silva et al.,
1983; Brant e Fiqueiredo, 1994; Costa et al.,
1995; Brito et al. 1999; Mota et al., 2004).

S. agalactiae, o segundo patdégeno mais
frequente (21,82%), predominou em oito
das propriedades estudadas (22,85%), nas
quais as freqiiéncias de isolamento variaram
entre 27,08% a 74,35%. Foi também o
principal agente envolvido nos casos
clinicos em 31,41% dos rebanhos
estudados. Relatos sobre frequéncia de
isolamentos de S. agalactiae, em outras
bacias leiteiras, apontaram  grandes
variagbes entre rebanhos (3,2 a 60%)

(Ferreiro et al., 1981, Langoni et al, 1991;
Brito et al., 1999). Em rebanhos leiteiros dos
EUA e do Canada, a prevaléncia das
infeccdes por S. agalactiae situa-se entre
40% e 47% (Keefe, 1997). Segundo Duarte
et al. (2004), as taxas de infecgdo por esta
bactéria sido variaveis, verificando-se as
maiores morbidades em rebanhos nos quais
as medidas de controle da mamite tém sido
negligenciadas.

As IIM ocasionadas por S. agalactiae estao
associadas geralmente com elevadas
CCSLT e contagem bacteriana total (CBT) e
decréscimo na quantidade e na qualidade
do leite produzido pelo animal/rebanho
infectado (Keefe, 1997; Merl et al., 2003).
Costa et al. (2005), ao estudarem
comparativamente glandulas infectadas
pelos patdgenos contagiosos, observaram
que aquelas infectadas por Streptococcus
spp. geralmente apresentavam CBTs e
CCSLTs superiores aquelas infectadas por
SCP, SCN ou C. bovis. Neste trabalho, as
CCSLT e os indices de mamite subclinica
foram mais elevados nos rebanhos onde
predominavam as infec¢des por S.
agalactiae (P < 0,01).

Verificou-se o isolamento de C. bovis em
91,42% das propriedades e 14,11% das
amostras de leite analisadas, com taxas de
isolamento que variaram de zero a 59,25%,
e o envolvimento predominantemente nos
caso subclinicos (91,67%). Em oito
rebanhos, ele foi o principal agente
encontrado, representando entre 22,22% a
59,25% dos microrganismos isolados.
Diferentes autores relataram que o C. bovis
€ um patdgeno responsavel por altas taxas
de infecgdo subclinica em rebanhos leiteiros
nacionais (Langoni et al., 1991; Costa et al.,
1995; Brito et al.,, 1999; Mota et al. 2004,
Costa et al., 2005), sendo isolado com maior
frequéncia em rebanhos nos quais ocorrem
falhas na anti-sepsia de tetos apds ordenha
(Watts et al., 2000).

Infecgbes por SCN foram observadas em
85,71% das propriedades, com uma taxa
média de isolamentos de 7,05%. A
frequéncia de isolamentos foi geralmente
baixa para a maioria dos rebanhos, excecao
para os de numeros 9 e 33, nos quais se
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verificaram taxas entre 25,71% e 22,91%,
respectivamente. Nesses rebanhos, os
animais eram mantidos em regime de
confinamento total, com rigoroso controle da
higiene de ordenha, e apresentavam sérios
problemas com relacdo ao manejo de
camas. Verificou-se que as taxas de
isolamento de SCN nestes rebanhos foram
superiores as de SCP e que a participagao
de agentes ambientais na etiologia da
mamite foi mais expressiva. Estudos
recentes mostram a importancia dos SCN
na etiologia das IIM, sobretudo para
primiparas, e em rebanhos nos quais as
infeccdes por S. aureus e S. agalactiae
foram controladas (Silva, 1999; Laffranchi et
al., 2001; Sears e McCarthy, 2003).

Agentes ambientais, totalizando 312
microrganismos, representaram 18,35% dos
isolamentos. Streptococcus uberis com 111
amostras distribuidas entre 85,71% das
propriedades foi o agente predominante
neste grupo. Enterobactérias representadas,
principalmente pelos coliformes, como a E.
coli, Enterobacter spp. e Klebsiella spp.
compuseram o segundo grupo mais
frequente entre os agentes ambientais,
seguido por leveduras e Pseudomonas spp.
Escherichia coli predominou entre as
enterobactérias, perfazendo 59,67% dos
isolados. Coliformes e S. uberis tem sido os
principais patégenos ambientais envolvidos
nas infecgdes intramamarias (IIM), com
taxas de isolamento variaveis entre 5 e 26%
(Silva et al.,1983; Hillerton et al., 1993;
Hogan e Smith,1997; Ribeiro, 2001).

As taxas de infeccbes por bactérias
ambientais sdo varidveis em nosso meio
(Nader Filho et al.,1984; Langoni et al.,1991;
Costa et al.,1995; Ribeiro et al., 2006) e
dependem, fundamentalmente, da aplicagcéo
de medidas de manejo utilizadas, posto que
coliformes e S. uberis sao patégenos
envolvidos nas |IM em rebanhos bem
manejados, nos quais as CCSLT sao baixas
e as infecgdes por patégenos contagiosos
foram controladas (Silva et al., 1983; Silva,
1999).

Bactérias pertencentes ao grupo dos

coliformes causam mamites de dificil
controle por meio das medidas utilizadas
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rotineiramente utilizadas para a prevengéao e
controle das infecgbes intramamarias
produzidas por estafilococos e
estreptococos. Os quadros clinicos, locais
ou sistémicos, sao causados pela liberagao
de endotoxinas, sendo as vacas no periodo
inicial de lactagdo as mais susceptiveis as
infecgdes por estes agentes (Silva e Costa,
2001). Em rebanhos brasileiros, as
prevaléncias de mamites causadas por
coliformes, especialmente aquelas
produzidas por E. coli, variam entre 2-20%
(Nader Filho et al.,1984; Langoni et al.,
1985; Ribeiro et al., 2006). Vale salientar
que em alguns dos rebanhos trabalhados
foram realizados isolamentos de coliformes
a partir de amostras de leite obtidas de
animais que apresentavam casos clinicos
graves de mamite, como relataram Silva e
Costa (2001).

Nao se observou o predominio de agentes
ambientais em nenhum dos rebanhos
avaliados, embora a freqliéncia de
isolamentos dos mesmos tenha sido maior
nos rebanhos onde o0s animais eram
confinados ou semi-confinados.
Pseudomonas spp. foram isoladas em dez
rebanhos (28,57%), verificando-se uma
freqUiéncia média de isolamentos de 2,29%.
Trata-se de um microrganismo considerado
saprofita, sendo isolado de ambientes onde
existem bovinos, principalmente da agua
usada para lavagem dos equipamentos de
ordenha (Kirk e Bartlett, 1984; Costa et al.,
1998). Segundo Packer (1977), P.
aeruginosa é responsavel por menos de 1%
das mamites em bovinos leiteiros e estas
infeccbes  raramente  atingem  niveis
superiores a 3%.

A maioria das mamites por Pseudomonas
ocorreu  em cinco rebanhos  que
contribuiram com 87,17% dos isolamentos.
Nesses rebanhos, as infecgbes por este
microrganismo foram atribuidas a agua
utilizada nas atividades de ordenha. Embora
esta ndo tenha sido submetida a analises
microbiolégicas, era proveniente de
nascentes, apresentando-se bastante turva
e com presenca acentuada de matéria
organica. Segundo Ribeiro e Carvalho
(2001), a agua pode se constituir em fonte
adicional de contaminacido do leite e dos



animais, caso nao esteja dentro dos
padrbes microbiolégicos e fisico-quimicos,
tendo como contaminantes mais comuns 0s
coliformes, Achromobacter, Alcaligenes,
Chromobacterium, Cytophaga, Micrococcus
e Pseudomonas, provenientes do solo ou da
prépria agua rica em matéria orgéanica.

Entre os agentes relacionados as mamites
ambientais foram isoladas cinco amostras
de Prototheca zopfii, com freqiéncia média
de 0,29% entre quartos amostrados e de
5,26% entre rebanhos. A baixa freqiéncia
de isolamentos, verificada neste trabalho,
sugere o envolvimento ocasional deste
patégeno nas IIM na regido estudada,
resultado este concordante com os
relatados por Brito et al. (1999) e Mota et al.
(2004). Contudo, este agente pode
eventualmente ocasionar surtos de mamite
em rebanhos leiteiros, verificando-se altas
taxas de isolamento, conforme no surto
relatado por Costa et al. (1999a).

Leveduras foram isoladas em 57 amostras
de leite analisadas, procedentes de 27
rebanhos da regido, verificando-se uma
frequéncia média de isolamentos de 3,46%.
Todas eram pertencentes ao género
Candida, com exceg¢ao de uma amostra que
foi identificada como Trichosporon loubieri.
Candida albicans (28,07%) predominou
entre as leveduras isoladas, seguida por C.
parapsilosis  (19,29%), C. catenulata
(14,03%), C. glabrata (14,03%), C. tropicalis
(8,77%), C. krusei (7,01% ), C. rugosa
(3,50%) e Candida spp. (3,50%).

A presenga de leveduras na glandula
mamaria é discutida por diferentes autores,
com taxas de isolamento variaveis entre
0,1% e 17,3% (Wilson et al., 1997; Santos e
Marin, 2005). A maioria dos trabalhos relata
a predomindncia de Candida entre as
leveduras associadas com a mamite bovina,
verificando-se geralmente grande
diversidade entre as espécies identificadas
(Santos e Marin, 2005; Krukowski et al.,
2006), fatos observados entre os rebanhos
do presente estudo.

Observaram-se correlagdes positivas entre
as taxas de isolamento de SCN e BGN
(r=0,366) e de SCN e leveduras (r=0,385).
Estas correlagcbes podem ser plenamente
justificadas, embora possam parecer
paradoxais pelo fato de SCN serem agentes
tipicamente contagiosos, enquanto que
BGN e leveduras sao patégenos
considerados  ambientais (Santos e
Fonseca, 2007). Diferentes autores (Harmon
e Langlois, 1989; Silva, 1999; Sears e
McCarthy, 2003) tém apontado o
crescimento da importancia de SCN e
agentes ambientais nos rebanhos nos quais
as |IM ocasionadas por S. aureus e S.
agalactiae tem sido controlada. Um outro
aspecto importante € que o grupo SCN é
bastante heterogéneo, congregando
diversas espeécies, algumas com
caracteristicas de agentes contagiosos e
outros com conotagdo tipicamente de
agente ambiental (Harmon e Langlois,
1989).

Amostras sem crescimento de
microrganismos representaram 7,41% (122).
Os indices obtidos foram inferiores aqueles
relatados por Brito et al. (1999) e Barbalho e
Mota (2001) que obtiveram valores
respectivamente de 14,50% e 15,50%.
Quatro dentre os rebanhos apresentaram
elevadas proporgdes de amostras sem
crescimento, com indices variando entre
21,15% e 39,13%. A auséncia de
crescimento  bacteriano  pode  estar
relacionada com o fato de algumas mamites
serem de origem nao infecciosa ou o
microrganismo ter sido eliminado pelo
sistema imune do animal (Santos e
Fonseca, 2007); outra hipétese ¢é o
envolvimento de agentes fastidiosos que
nao cresceram nas condigbes de cultivo
utilizadas (Wellenberg et al., 2002).
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Tabela 1. Relagdo de microrganismos envolvidos na etiologia dos casos clinicos e subclinicos
de mamite em 35 rebanhos bovinos da bacia leiteira da regido sul do estado de Minas Gerais,
no periodo de margo de 2004 a dezembro de 2006

Isolados obtidos de

Isolados obtidos de

S casos clinicos (%) casos subclinicos (%) BEkmE© ) Hesiies )
SCP' 58 (9,94) 525 (90,06) 583 (34,29) 34 (97,14)
Streptococcus 72 (19,40) 299 (80,60) 371 (21,82) 23 (65,71)
agalactiae
CO’y”zto’ifster fum 20 (8,33) 220 (91,67) 240 (14,11) 32 (91,42)
SCN? 6 (5,00) 114 (95,00) 120 (7,05) 30 (85,71)
S eﬁz‘;crj.’s““s 20 (18,01) 91 (81,99) 111 (8,52) 30 (85,71)
Enterobactérias 17 (27,41) 45 (72,59) 62 (3,64) 20 (57,14)
Leveduras 9 (15,78) 48 (84,22) 57 (3,35) 18 (51,42)
Pseudomonas spp. 7 (17,94) 32 (82,06) 39 (2,29) 10 (28,57)
Bacillus spp. 7 (15,90) 37 (84,10) 44 (2,58) 23 (65,71)
Enterococcus spp. 9 (23,68) 29 (76,32) 38 (2,23) 19 (54,28)
Streptococcus spp. 8 (30,76) 18 (69,34) 26 (1,52) 11 (31,42)
Prototheca zopfii 1 (20,00) 4 (80,00) 5 (0,29) 2 (5,71)
Outros agentes 2 (50,00) 2 (50,00) 4 (0,23) 4 (11,42)
Total 236 (13,88) 1464 (86,12) 1.700 (100) -

1-Staphylococcus coagulase positivos 2-Staphylococcus coagulase negativos

2-indices de mamite clinica e subclinica

Os indices de mamite constituem
parametros importantes para se monitorar a
sanidade da glandula mamaria dos animais
e a eficiéncia das medidas de controle
adotadas para a doencga na propriedade.

Os indices de mamite clinica e subclinica
observados em cada um dos rebanhos
avaliados encontram-se na Tabela 2. O
indice médio de mamite clinica (IMC) foi de
9,87%, verificando-se variacbes entre
rebanhos de zero até 28,57%. Apenas
8,57% dos rebanhos apresentavam IMC <
2%, 40,00% com IMC entre 5% e 10% e
31,42% com IMC = 15% (Figura 1). Quanto
a mamite subclinica (IMSC) (Figura 2), os
indices variaram entre 17,14% e 85,45%,
com média de 52,20%. Nenhum rebanho
apresentou IMSC inferior a 15%, indice que
seria aceitavel de acordo com Santos e
Fonseca (2007). Somente dois rebanhos
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(5,71%) apresentaram IMSC inferiores a
20%, enquanto 20 (57,14%) apresentaram
taxas superiores a 50%, sendo que destes,
cinco (14,28%) apresentaram IMSC = a
70%.

Os dados disponiveis na literatura apontam
que a prevaléncia da mamite varia muito
entre rebanhos brasileiros, sendo citados
indices de mamite subclinica entre 20,69%
e 72,46% e entre 0,60% e 17,50% para a
mamite clinica (Brant e Figueiredo,1994;
Laranja e Machado, 1994; Costa et al.,1995;
Pardo et al.,1999; Brito et al.,1999; Bueno et
al., 2002; Mota et al., 2004).

Costa et al. (2001) em estudo envolvendo
19.388 animais de 257 rebanhos de Minas
Gerais e de Sao Paulo, no periodo de 1993
a 1997, verificaram prevaléncias médias
anuais de 14,53% para casos clinicos e de
72,46% para casos subclinicos. Por outro
lado, Cassoli e Machado (2007), ao



analisarem os dados sobre as contagens de
células somaticas individuais (CCSI) de
cerca de 30.000 vacas de 250 rebanhos de
diversas bacias leiteiras do Brasil, assistidos
pela Clinica do Leite/SP, verificaram
prevaléncia de 45% para a mamite
subclinica.

Apesar dos altos indices de mamite clinica
verificados no presente estudo, a proporgao
de casos clinicos em relagdo a casos
subclinicos (1:18,5) foi superior a de 1:6,
verificada por Costa et al. (2001) em
rebanhos leiteiros de Sao Paulo e de Minas
Gerais, e de 1:8 relatada por Bueno et al.
(2002), em rebanhos da regido de
Pirassununga/SP. Estes resultados indicam
ocorrer uma proporcionalidade entre estes
parametros, contudo, diferentemente do
esperado, ndo se observou a existéncia de
correlagao entre os indices de mamite
clinica e subclinica (P>0,05). Tal fato pode
ter sido ocasionado pela grande variagao
que se observou entre os indices de mamite
clinica e subclinica nos rebanhos quando
analisados individualmente, o que, por sua
vez, pode estar relacionado com a grande
variabilidade de microrganismos existentes
nestes rebanhos.

Observaram-se correlagdes positivas entre
o IMSC e as taxas de isolamento de SCP
(r=0,569) e entre o IMSC e as taxas de
isolamento de S. agalactiae (r=0,484), o que
indica que quando aumenta a freqiiéncia de
isolamentos destes agentes nos rebanhos,
aumentam também os indices de mamite
subclinica e as contagens de células
somaticas no tanque. Os resultados obtidos
se justificam pela elevada frequéncia de
isolamentos destes agentes nos rebanhos
estudados e a participagdo dos mesmos

principalmente nos casos subclinicos. Para
os demais agentes nao se verificou
correlagdo com o IMSC (P>0,05).

Nao se observou correlagao entre os indices
de mamite clinica com as taxas de
isolamento de nenhum dos patégenos
estudados. Embora 0s patdgenos
ambientais sejam normalmente associados
com infecgdes clinicas (Costa et al., 1998;
Santos e Fonseca, 2007), observou no
presente estudo o envolvimento de agentes
ambientais predominantemente nos casos
subclinicos, o que justifica os resultados
encontrados.

Verificaram-se correlagdes positivas entre
IMSC e CCSLT (r=0,401) e entre IMC e
CCSLT (r=0,476), demonstrando que
quando se verificam aumentos nos indices
de mamite clinica ou subclinica, verifica-se
aumento também na CCSLT.

A mamite bovina é doenca multifatorial que
resulta da interagdo entre os agentes
etiolégicos, o meio ambiente e o hospedeiro
susceptivel.  Em  nosso meio, as
caracteristicas dos sistemas de producgao
leiteira sdo amplamente favoraveis a
instalagdo e manutencdo da doenga
(Amaral, 1999). Desta maneira, os indices
de mamite nos rebanhos bovinos da bacia
leiteira da regido sul de MG nao diferem
muito daqueles registrados em outras
regides brasileiras. Contudo, encontram-se
muito distantes dos niveis de 1-2% para
casos clinicos e de 15% para casos
subclinicos que seriam aceitaveis para
rebanhos que tém um controle satisfatério
da mamite, segundo Santos e Fonseca
(2007).
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regido sul do estado de Minas Gerais, no periodo de margo de 2004 a dezembro de 2006

8 17,42 4,54 149

32 27,13 6,53 2.277

31 34,16 10,00 969

35 35,66 7,35 750

33 40,00 10,00 533

26 43,56 4,54 336

9 50,00 0,00 325

11 51,92 9,79 656

17 53,88 4,44 1.010

5 57,95 4,54 678

3 58,75 25,00 1.471

4 62,26 6,60 651

1 65,13 15,78 1.178

24 67,30 6,15 1.284

30 69,75 12,90 1.314

29 71,83 1,40 465

14 80,55 19,44 1.809

N
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Figura 1: indices de mamite clinica em 35 rebanhos bovinos da bacia leiteira da regido sul do
estado de Minas Gerais, no periodo de margo de 2004 a dezembro de 2006

m>15e<20 m>20e<35 m>35e<50 m>50e<70 m>70

Figura 2: indices de mamite subclinica em 35 rebanhos bovinos da bacia leiteira da regido sul
do estado de Minas Gerais, no periodo de margo de 2004 a dezembro de 2006
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3-Contagens de células somaticas no
leite do tanque (CCSLT)

As células somaticas presentes no leite que
incluem polimorfonucleres, linfécitos,
macrofagos e células epiteliais fazem parte
do sistema de defesa natural da glandula
mamaria. Considera-se que quartos sadios
apresentem contagens de células somaticas
(CCS) da ordem de 200.000 a 250.000/mL
de leite. Embora ocorram varia¢gdes normais
em fungdo da idade, tempo de lactagéao,
estresse térmico e produgado individual, a
mamite constitui a principal causa de
elevagao na CCS individual ou no leite do
tanque (Schukken et al., 2003; Santos e
Fonseca, 2007).

Altas CCSLTs sao indicativas de indices
elevados de mamite subclinica no rebanho
(Schukken et al., 2003), o que traz reflexos
diretos na qualidade do leite e na
produtividade do rebanho (Harmon, 1994
Santos e Fonseca, 2007).

Os resultados das analises de células
somaticas encontram-se compilados na
Tabela 2 e na Figura 3. Observa-se (Figura
3) que dentre as amostras analisadas,
somente 17,14% apresentavam CCSLT
inferiores a 400.000 cél./mL de leite. Em 17
rebanhos (48,57%), estas contagens
apresentaram escores superiores a 750.000
cél./mL, tendo 13 deles (37,14%%),
apresentado CCSLT superiores a 10°
cél./mL de leite. A legislacdo em vigor,
Instrugdo Normativa N° 51 de Setembro de
2002 (Brasil, 2002), estabelece 10° cél./mL
como limite maximo de CCSLT para o leite
produzido atualmente no Brasil, caindo este
limite para 750.000 em Julho de 2.008 e
para 400.000 em 2.012. Os resultados
obtidos demonstraram que uma parcela
expressiva dos rebanhos analisados
apresentava inadequagdao quanto a este
quesito, o que implicaria na penalizagao dos
produtores se a legislacdo estivesse sendo
observada com rigor.

As CCSLTs obtidas contrastam com os
dados divulgados por Cassoli e Machado
(2007), segundo os quais os resultados das

andlises realizadas pelos laboratérios que
integram o Programa Nacional de Melhoria
da Qualidade do Leite (PNMQL) apontam
que grande parte dos rebanhos leiteiros de
diversas  bacias leiteiras  brasileiras
apresenta-se em conformidade com os
quesitos de CCSLT exigidos pela legislagao
vigente. Segundo estes autores, os dados
de cerca de 273.000 amostras de leite
oriundas de 172 industrias lacteas ligadas
ao SIF que foram analisadas pela Clinica do
Leite/SP apontaram contagens médias de
378.000 cél./mL, com aproximadamente
70% das amostras com contagens entre
300.000 e 600.000 e apenas 10% das
amostras com contagens superiores a 10°
cél./mL.

As CCSLTs foram  correlacionadas
positivamente com as taxas de isolamento
de S. agalactiae (r=0,549) e de S. uberis
(r=0,352). Porém, contrariamente ao
relatado pela literatura, ndo se observou
correlagdo entre CCSLT e as taxas de
isolamento de S. aureus. No presente
estudo, rebanhos que apresentavam os
maiores indices de mamite subclinica,
sobretudo com o envolvimento de S.
agalactiae foram também aqueles que
apresentaram o0s maiores escores de
CCSLT. Cinco propriedades que tinham
este agente como o principal foram as que
apresentaram os escores mais elevados de
CCSLT (1.702 a 3.181 x 10° cél./mL), o que
demonstra a importancia deste
microrganismo na CCSLT em relagdo aos
demais patdgenos contagiosos, conforme
relatado por Zafalon et al. (1999) e por
Costa et al. (2005).

Esperava-se uma correlagdo negativa entre
CCSLT e as taxas de isolamento de agentes
ambientais, mas tal ndo se verificou,
excetuando-se para a as leveduras (r=-0,348).
A auséncia de correlagdo pode ser
explicada pela predominancia de agentes
contagiosos em todos o©0s rebanhos
estudados, mesmo naqueles onde se
verificaram as maiores taxas de isolamento
de agentes ambientais.
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Quando se diz que patégenos ambientais
estdo normalmente associados com baixas
CCSLTs, isto se deve ao fato de estes
agentes apresentarem envolvimento
predominantemente em casos clinicos,
situagdo em que o animal nao é ordenhado
e, consequentemente, n&o impacta a
CCSLT. Outro aspecto é que IIM por estes
agentes sao consideradas caracteristicas de
rebanhos onde os patégenos contagiosos
foram controlados e, consequentemente,
sdo baixos os indices de mamite subclinica
e a CCSLT.

Nao se esperava a existéncia de correlagcao
entre a CCSLT e leveduras devido a baixa
taxa de isolamentos destes agentes (3,46%)
e pelo fato de os isolados terem sido bem
distribuidos entre 17 das 35 propriedades
estudadas, excegado para um dos rebanhos
(reb. 20). Neste, verificou-se a participagao
quase que exclusiva de C. bovis e de
leveduras na etiologia da mamite, tendo
sido obtidos 27 isolados deste agente que

representaram 25,57% (27/57) do total de
isolamentos. A maior concentragdo de
leveduras neste rebanho e a baixa CCSLT
nele verificada (201.000 cél./mL) podem ter
influenciado no resultado da correlagao.

A linearidade entre CCSLT e os indices de
mamite subclinica, conforme relatado por
Harmon (1994), nao foi observada. Tal fato
pode ser explicado pelo impacto
diferenciado que os diferentes agentes
envolvidos na mamite subclinica tém na
CCSLT e pelas diferentes freqliéncias com
que os mesmos podem estar envolvidos na
etiologia dos casos subclinicos em nivel de
rebanho. A discrepancia observada entre os
indices de mamite subclinica e as CCSLTs,
em alguns rebanhos, pode ser justificada
pelo fato de que, em alguns desses
rebanhos, animais que apresentavam
grumos no teste eram ordenhados
normalmente, o que certamente ocasionou
o aumento desproporcional na CCSLT.
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Figura 3. Contagens de células somaticas no leite do tanque em 35 rebanhos bovinos da bacia
leiteira da regido sul do estado de Minas Gerais, no periodo de margo de 2004 a dezembro de

2006
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4-Associagao entre etiologia e as formas
de apresentacao da mamite

A distribuicdo dos microrganismos isolados
e a participacdo dos mesmos na génese
dos casos clinicos e subclinicos encontra-se
na Tabela 1. De maneira geral, verificou-se
que a maioria dos microrganismos isolados
estava relacionada com infecgdes
subclinicas, exce¢ao para dois isolados de
Arcanobacterium pyogenes, incluidos no
grupo “outros agentes”, que estavam
associados com eventos de mamite clinica
aguda.

O grupo SCP, de maior freqiéncia nos
rebanhos estudados, apresentou baixa
probabilidade de causar mamite clinica em
relagdo aos demais patdégenos [OR=0,58
(0,42; 0,81) e P<0,001]. Nao foram
observadas diferengas significativas entre
os indices de mamite clinica e subclinica
quando se compararam SCP com SCN
(P=0,086), SCP em relagdo ao C. bovis
(P=0,472); SCN quando comparados com
C. bovis (P=0,249) ou para os agentes
ambientais quando comparados entre si
(P>0,05). No entanto, as diferengas foram
representativas quando se comparou S.
agalactiae com SCP [OR=2,18 (1,48; 3,22)
e P<0,001] e S. agalactiae em relagdo aos
demais patdégenos contagiosos [OR=2,70
(1,90; 3,85) e P<0,001]. Por outro lado, nao
se verificaram diferengas significativas
quando se compararam os indices de
mamite clinica e subclinica determinados
por S. agalactiae em relagdo a S. uberis
(P=0,743); S. agalactiae em relacdo a BGN
(P=0,335); e S. agalactiae em relagdo ao
grupo formado por algas e leveduras
(P=0,542).

Patégenos ambientais, em relacdo aos
contagiosos, excetuando-se o S. agalactiae,
apresentaram maior participagdo nos
eventos clinicos [OR=1,66 (1,25; 2,20) e
P<0,001], verificando-se que o grupo dos
BGN, quando comparados aos demais
microrganismos, apresentou a maior
probabilidade de causar eventos de mamite
clinica [OR=1,79 (1,24; 2,60) e P=0,003], o
que indica a maior viruléncia destes agentes

em relacdo aos demais microrganismos
isolados.

Embora a probabilidade para mamite clinica
tenha sido mais elevada no grupo dos BGN,
observou-se o envolvimento deste grupo
principalmente na forma subclinica da
mamite (76,23%), contrariando 0s
resultados obtidos por Costa et al. (1998),
que relataram participacdo semelhante de
BGN nas formas clinicas e subclinicas da
doenca. As mamites provocadas por esses
microrganismos séo geralmente
interpretadas como transitérias, entretanto,
tem sido demonstrado que E. coli pode
determinar infeccbes subclinicas
persistentes da glandula mamaria (Dogan et
al., 2006), sobretudo em rebanhos que
apresentam um bom controle de mamite
contagiosa (Ribeiro et al., 2006).

No presente estudo, BGN e S. uberis foram
responsaveis por 13,79% dos casos
clinicos, enquanto SCP e S. agalactiae,
patdgenos tipicamente contagiosos
associados com infecgdes subclinicas,
responderam por 56,28% dos casos
subclinicos e por 64,22% dos casos clinicos,
0 que ressalta a importancia destes agentes
nas infecgdes clinicas e subclinicas, na
bacia leiteira estudada.

Entre os agentes etiolégicos da mamite
bovina, maior atengao tem sido dada a S.
aureus, devido a predominancia do mesmo
nas infecgbes subclinicas em rebanhos
nacionais (Silva et al., 1983; Costa et al.,
1995; Brito et al. 1999; Mota et al., 2004),
fato ratificado pelos resultados obtidos neste
experimento. Contudo, os resultados
obtidos apontaram a necessidade de uma
maior atencdo para as infecgdes
ocasionadas por S. agalactiae, devido a
grande expressao que o agente apresentou
na génese de casos clinicos e subclinicos
nos rebanhos do presente estudo.
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5-Estimativas de impacto da mamite na
producado leiteira em fungdo das
contagens de células somaticas no leite
do tanque

Animais acometidos pela mamite subclinica
podem apresentar redugdo na produgao de
leite que varia conforme o numero de
quartos acometidos, o agente envolvido e a
intensidade  da reagao inflamatéria
desencadeada (Zafalon et al., 1999; Santos
e Fonseca, 2007). No estado de Minas
Gerais, Oliveira (1989) observou perdas de
13,8%, 24,4% e 46,8% para reagbes de +,
++ e +++ no CMT, respectivamente.
Resultados semelhantes foram obtidos por
Brant e Figueiredo (1994), com perdas de
producdo para estas mesmas reacdes
respectivamente de 14,7%, 34,8% e 45,0%.

Os custos ocasionados pela mamite se
devem principalmente a queda na produgao
leiteira do rebanho, gastos com aquisigédo
de medicamentos, descarte de leite de
animais em tratamento e a reposigao
precoce de animais cronicamente
acometidos. Além disto, o aumento da
CCSLT e a diminuicdo dos teores de
gordura e de caseina causam queda do
rendimento na industria lactea e a
depreciagdo nutricional e sensorial dos
produtos lacteos e seus derivados
(Wellenberg et al., 2002; Seegers et al.,
2003).

Em nivel de rebanho, a CCSLT tem sido
utiizada como pardmetro para se
estabelecer o percentual de quartos
acometidos pela mamite subclinica e as
perdas de produgcdo. Segundo Harmon
(1994), CCSLTs de 500.000 estariam
associadas com até 16% de quartos
infectados no rebanho e perdas de
producdo de até 6%, enquanto para
CCSLTs de 1.000.000 e 1.500.000 estes
valores seriam respectivamente de 32% e
18%, e 48% e 29%, indicando haver uma
proporcionalidade entre os escores de
CCSLT e os niveis de mamite subclinica e
de perdas de produgdo. No presente
estudo, a CCSLT foi utlizada como
parametro unico para a obtencdo das
estimativas de perdas de produgao.
Contudo, rebanhos que apresentam uma
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mesma CCSLT podem apresentar perdas
reais de produgao diferentes em decorréncia
de diferencas relativas a raga, genealogia,
uniformidade dos lotes de produgao,
produtividade média dos animais e
patdbgenos envolvidos na etiologia da
mamite.

A Tabela 3 contém as estimativas de perdas
de producao leiteira em fungédo das CCSLTs
verificadas para cada rebanho. Elevadas
CCSLTs foram observadas na maioria dos
rebanhos, indicando niveis elevados de
perdas de produgdo leiteira. As estimativas
de perdas de producdo em litros de leite/ano
variaram bastante em fungdo das CCSLTs e
do volume de leite produzido pelos
diferentes rebanhos, tendo sido observadas
variagdes entre zero (rebanho 8) e 873.825
litros/ano (rebanho 32).

A Figura 4 relaciona as estimativas de
perdas percentuais de producdo de leite,
por faixas de perdas. Observa-se que
apenas 37,14% dos rebanhos apresentaram
estimativas de queda de produgao < a 10%,
com 42,85% apresentando perdas entre
10% e 30% e 20% com perdas de producgao
superiores a 30%. Considerando-se o
conjunto dos rebanhos estudados, a CCSLT
média observada foi de 929.000 cél./mL,
com uma estimativa média de queda de
producao de 19,39% (Tab.3).

A produgcdo média dos rebanhos foi
calculada em cerca de 43.500 litros/dia,
tendo sido estimada uma perda de
produgdo de cerca de 3.300.000 litros
anuais (Tab.3), em funcdo da mamite
subclinica, o que significa que os produtores
perdiam aproximadamente 76 dias de
producdo somente em fungdo da mamite
subclinica em seus rebanhos. Estas
estimativas de perdas ocasionadas pela
mamite subclinica (19,39%)  foram
superiores aquela feita por Costa (1998)
que estimou que a mamite causasse
prejuizos da ordem de 10-15% da produgéo
leiteira nacional.

Um ponto a ser salientado é que estas
estimativas de perdas realizadas no
presente estudo ndo contemplam os demais
prejuizos  ocasionados pela  mamite



subclinica, como por exemplo, a perda de
bonificagcdo decorrente da elevacdo da
CCSLT. Segundo Edmondson (2002)
alguns laticinios tém praticado a bonificagdo
de até 6% no prego pago pelo leite com
CCSLT abaixo de 200.000 cél./mL e
penalizagdo de até 6% pelo leite com
contagens acima de 750.000 cél./mL.

Embora a mamite subclinica seja a que
determina os maiores prejuizos ao produtor,
0 6nus associado a forma clinica da doenga
nao pode ser desconsiderado, sobretudo
quando se verifica que aproximadamente
34% dos rebanhos apresentaram IMC
superiores a 15% (Tabela 2). Nestas
circunstancias, o impacto dos casos clinicos
€ muito expressivo devido ao grande volume
de leite descartado durante o periodo de
tratamento dos animais e de caréncia dos
antibioticos  utilizados, além do Onus
representado pela aquisicao dos
medicamentos e pela eventual perda de
quartos ou reposigdo precoce de animais
com lesdes irreversiveis ou nos quais o0
processo infeccioso se tornou crénico.

Ndo se observaram correlagbes entre a
producéao leiteira diaria dos rebanhos com
IMSC, IMC ou CCSLT, o que indica que a
mamite acometeu pequenos, médios e
grandes produtores de forma indiferenciada.

Os niveis elevados de perdas de produgao
diminuem a rentabilidade dos rebanhos,
inviabilizando inversbes em medidas
preventivas basicas. Consequentemente, as
medidas de controle adotadas sdo quase
que exclusivamente curativas, com poucos
reflexos na diminuicdo dos indices de
mamite e nas CCSLTs destes rebanhos. Tal
fato propicia @ manutencdo endémica da
mamite nestes estabelecimentos, conforme
ilustrado na Figura 5.

IV. CONCLUSOES

Elevados indices de mamite clinica e de
mamite  subclinica, associados com
elevadas contagens de células somaticas
no leite do tanque, foram observados na
maioria dos rebanhos estudados.

Verificou-se a predominancia da mamite
contagiosa, tendo SCP, S. agalactiae, C.
bovis e SCN como os principais agentes
etiolégicos. S. uberis e BGN foram os
principais patégenos ambientais isolados.

Verificou-se a maioria dos microrganismos
isolados foi associada com a forma
subclinica da mamite.

S. aureus e S. agalactiae foram os
microrganismos mais frequentes nas formas
clinicas e subclinicas da mamite.

Agentes ambientais e S. agalactiae
apresentaram maior propensdo a causar
quadros clinicos em relagdo aos demais
patdgenos isolados.

Niveis elevados de perdas de produgao
foram estimados, sobretudo nos rebanhos
onde os indices de mamite subclinica foram
mais expressivos.

Os resultados obtidos demonstraram a alta
incidéncia de mamite clinica e subclinica
nos rebanhos estudados, o que traz reflexos
diretos na produtividade do rebanho e na
qualidade do leite produzido, evidenciando a
necessidade de maiores esforgos por parte
laticinios, cooperativas, orgaos de
fiscalizagdo e instituigbes de pesquisa e
extensdo no sentido de fornecer subsidios
para que os produtores possam controlar de
forma mais eficiente a mamite, minorando
0S prejuizos ocasionados pela mesma em
toda a cadeia produtiva do leite.
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Tabela 3. Estimativas de perdas percentuais e em litros de leite anuais, em funcdo das
contagens de células somaticas no leite do tanque (CCSLT) de 35 rebanhos leiteiros do sul de
Minas Gerais

8 149 1.400 0,00 1.400 0

6 304 180 3,11 186 2.273

26 336 2.500 3,95 2.599 36.000

18 415 600 6,00 636 13.138

29 465 800 7,30 858 21.314

7 484 1.200 7,79 1.294 34.134

15 548 900 9,46 985 31.067

11 656 2.100 12,27 2.358 94.013

35 769 1.600 15,20 1.843 63.233

22 927 400 19,31 477 28.194

13 1.000 400 21,21 485 30.965

17 1.010 400 21,47 486 31.345

12 1.182 700 25,94 882 66.280

24 1.284 700 28,59 900 73.056

3 1.471 716 33,46 956 87.432

16 1.702 740 39,46 1.032 106.585

21 1.956 1.100 46,07 1.607 184.952

23 3.181 600 77,92 1.067 170.634

Média 929 1.243 19,39 - -

[6)]
o]
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Figura 4. Distribuicdo de 35 rebanhos leiteiros da regido sul de Minas Gerais de acordo com as
estimativas de perdas percentuais de produgao de leite
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Figura 5. Ciclo de manuten¢ao da mamite bovina
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ESTUDOIII

MAMITE POR LEVEDURAS EM BOVINOS LEITEIROS DO SUL DO ESTADO DE

MINAS GERAIS, BRASIL

RESUMO

Amostras de leite coletadas assepticamente
de 1.645 quartos mamarios de animais com
mamite clinica ou subclinica, procedentes
de 35 rebanhos leiteiros do sul de Minas
Gerais, foram submetidas a analise
microbiolégica  visando  determinar o
envolvimento de leveduras na etiologia dos
casos. Foram isoladas 57 amostras de
leveduras, representando 3,35% dos
agentes isolados. Os isolados eram do
género Candida, com excecdo de uma
amostra que foi identificada como
Trichosporon loubieri. C. albicans foi a
espécie predominante, perfazendo 28,07%
dos isolamentos, seguida por C. parapsilosis
(19,29%), C. catenulata (14,03%), C.
glabrata (14,03%) e C. tropicalis (8,77%).
Infeccbes mistas, por leveduras e bactérias,
ocorreram em 29,82% dos casos.
Observou-se que 84,21% das leveduras
isoladas foram obtidas de animais
acometidos pela mamite subclinica. Os
resultados demonstraram que leveduras
apresentaram baixa expresséo na etiologia
dos casos de mamite nos rebanhos
estudados, mas que eventualmente podem
se tornar agentes preponderantes da
doenga.

Palavras-chave: mamite bovina, leveduras,
Candida sp.

ABSTRACT

Milk samples asseptically collected from
1,645 mammary glands of cows affected by
clinical or subclinical mastitis, from 35 dairy
herds in the south region of Minas Gerais
state, were submitted to microbiological
analysis to determine the frequency of
yeasts as etiological agents of mastitis. Fifty
seven strains of yeasts were isolated,
representing 3.35% of isolated
microorganisms. All strains were of genus

Candida with exception to one strain
identified as Trichosporon loubieri. Candida
albicans was the dominant species (28.07%
of the strains), followed by Candida
parapsilosis (19.29%), Candida catenulata
(14.03%), Candida glabrata (14.03%) and
Candida tropicalis (8.77%). Mixed infections
involving yeasts and bacteria occurred in
29.82% of the cases. One observed that
84.21% of the yeast strains were isolated
from cows with subclinical mastitis. The low
frequency of yeasts in the milk samples
analyzed suggests that such microrganisms
were not relevant mastitis pathogens in the
studied herds. However, eventually, yeasts
may become dominant agents of the
disease in some herds.

Key words: bovine mastitis, yeast, Candida
sp.

. INTRODUGAO

A mamite bovina, sob o ponto de vista
econdmico, € a doenga mais relevante de
bovinos leiteiros em todos os continentes,
afetando drasticamente a produgcdo e a
qualidade do leite e derivados (Pydrala,
2002). Diversos microrganismos estédo
envolvidos etiologia na doenga, tornando
sua epidemiologia complexa. Entre os
agentes considerados ambientais, as
leveduras tém sido relacionadas como
patdbgenos emergentes em fungdo das
mudancgas verificadas nos sistemas de
produgdo de leite e nos programas de
controle da mamite bovina, na ultima
década. Diversas espécies de leveduras dos
géneros Cryptococcus, Rhodotorula,
Trichosporon e Candida tém sido isoladas
de animais acometidos pela mamite, sendo
que Candida spp. tém sido as mais
frequentes (Krukowski et al., 2000; Santos e
Marin, 2005).
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Os dados disponiveis na literatura sobre a
frequéncia de infecgbes intramamarias (lIM)
provocadas por leveduras apresentam
grandes variagbes, com indices entre 0,1%
a 17,3%. Sao também muito variaveis as
taxas de infecgdes mistas envolvendo esses
agentes, em alguns casos com valores
superiores a 50% (Farnsworth e Sorensen,
1972; Costa et al.; 1993; Aalbaek et al.,
1994; Moretti et al.,, 1998; Wilson et al;
1997; Santos e Marin, 2005).

Leveduras sao microrganismos isolados
facilmente a partir de equipamentos de
ordenha, epitélio de tetos dos animais e do
ambiente da sala de ordenha (Keller et al.,
2000; Santos e Marin, 2005). Altas taxas de
isolamento  desses microrganismos e
elevados percentuais de amostras com
crescimento misto sdo sugestivos de falhas
no momento de coleta de amostras
destinadas a analises microbiolégicas. Outro
fato que pode justificar a presengca do
microrganismo no interior da glandula
mamaria sao as falhas por ocasido da
medicacdo de animais clinicamente
acometidos, o que, ocasionalmente, tem
sido relacionado como fator determinante de
surtos de grandes proporgdes (Moretti et al.,
1998; Crawshaw et al., 2005).

O presente ftrabalho teve por objetivos
estudar o envolvimento de leveduras na
etiologia da mamite em rebanhos leiteiros
da regido sul do estado de Minas Gerais,
identificando os géneros e as espécies
predominantes, a participagdo destes
agentes nas formas clinica e subclinica da
doenca e a ocorréncia de infec¢gdes mistas.

Il. MATERIAL E METODOS

Foram selecionados para o estudo 35
rebanhos leiteiros localizados na regido sul
de Minas Gerais, pertencentes aos
municipios de Boa Esperanga, Bom
Sucesso, Carrancas, Cruzilia, ljaci, Ingai,
ltumirim,  ltutinga, Jesuania, Lavras,
Nazareno, Nepomuceno, Perddes, Oliveira,
Ribeirao Vermelho, Santa Rita do Sapucai,
Santana da Vargem, Santana do Jacaré,
Santo Antdnio do Amparo e Trés Coragoes.
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Nesses rebanhos, além da coleta de
amostras de leite para a andlise
microbioldgica, foram avaliadas as medidas
gerais de prevencao e controle da mamite,
incluindo higiene ambiental, higiene da
ordenha, a forma de tratamento dos casos
clinicos e medicamentos utilizados. Os
dados obtidos foram registrados em fichas
individuais para cada rebanho e
posteriormente correlacionados com o0s
resultados microbioldgicos. Estabeleceu-se
que os rebanhos utilizados no estudo
deveriam empregar a ordenha mecanica,
com pelo menos 30 animais em fase de
lactacdo. Amostras de leite para a execucao
de anadlises microbioldgicas foram coletadas
de, no minimo, 15 animais de cada uma das
propriedades.

Nos estabelecimentos selecionados para o
estudo, 2.492 vacas lactantes foram
submetidas ao teste Tamis (prova da
caneca de fundo escuro) e ao California
Mastitis Test (CMT) visando o diagndstico
da mamite clinica e subclinica, segundo
Veiga (1998). Foram coletadas
assepticamente 1.645 amostras de leite de
animais acometidos pela mamite, sendo 238
oriundas de casos clinicos e as demais de
casos subclinicos.

As amostras foram coletadas imediatamente
antes da ordenha. Os tetos amostrados
foram previamente lavados com agua
corrente e submetidos a assepsia,
empregando-se solug¢éo de iodo a 0,5%, por
30 segundos. Estes foram enxugados com
papel toalha, os trés primeiros jatos
descartados e coletados de cerca de 10 mL
de leite em tubos de ensaio esterilizados.
Os espécimes foram acondicionados em
caixa de isopor com gelo e prontamente
remetidos ao laboratdrio.

As amostras de leite foram incubadas a
37°C por 8-12 horas, seguindo-se a
semeadura das mesmas em Sabouraud
Dextrose Agar (Oxoid, USA) contendo
0,4g/L de cloranfenicol (Sigma, USA).
Paralelamente, as amostras foram
semeadas em &gar sangue (Blood Agar
Base-Oxoid, USA) contendo 10% de sangue
de carneiro para o isolamento de bactérias.
Ambos os meios foram incubados a 37°C



por 24-96 horas, verificando-se a presenca
de crescimento microbiano, diariamente.

As leveduras foram  caracterizadas
fenotipicamente segundo Yarrow (1998) e a
identificacdo foi realizada de acordo com
chaves descritas por Kurtzman e Fell
(1998).

Microrganismos das familias
Staphylococcaceae e  Streptococcaceae
foram identificados de acordo com Holt et al.
(1994) e Quinn et al. (1994). Bactérias
gram-negativas oxidase negativas foram
identificadas com o wuso dos Kkits
BACTRAY® | e Il (Laborclin, Brasil) e as
oxidase-positivas utilizando-se o kit API
20NE (Biomerieux, Franga). Os demais
agentes bacterianos foram identificados de
acordo com Quinn et al. (1994).

Amostras que apresentaram crescimento de
trés ou mais microrganismos diferentes
foram descartadas, pois tal fato € indicativo
de contaminagdo segundo Brito et al.
(1999).

As frequéncias de isolamento a partir de
casos clinicos ou subclinicos e de infecgao
mista envolvendo leveduras foram
analisadas pelo teste do Qui-quadrado,
empregando-se o Programa Epi-Info (CDC—-
WHO, verséao 6.04b,1997).

ll. RESULTADOS e DISCUSSAO

Entre as 1.645 amostras analisadas, 14
foram descartadas devido a indicios de
contaminagdo (crescimento de mais que
dois agentes diferentes) e outras 122 por
nao apresentarem crescimento de
microrganismos.

Verificaram-se grandes variagées quanto as
medidas adotadas para o controle da
mamite nos rebanhos analisados,
principalmente no que se referiu ao
tratamento de casos clinicos e quanto a
higiene ambiental e da ordenha.

Observou-se que leveduras apresentaram
pouca expressdo na etiologia da mamite,
tendo sido obtidos 57 isolados, distribuidos
entre 17 (48,57%) rebanhos. As taxas de
isolamento variaram de zero a 25,47%, com
uma média de 3,46% (Tabela 1).

Na Tabela 2 estdo relacionadas as espécies
isoladas e as respectivas freqiéncias de
isolamento. Observa-se que a maioria das
leveduras isoladas (56), 98,24% das
amostras, era do género Candida. C.
albicans foi a espécie predominante,
seguida por C. parapsilosis, C. catenulata e
C. glabrata, e C. tropicalis. As demais
espécies pertencentes ao género Candida
representaram 15,78% dos isolamentos. Os
testes utilizados ndo permitram a
identificagdo da espécie de duas amostras
de Candida spp. Uma unica amostra foi
identificada como Trichosporon loubieri,
perfazendo 1,75% dos isolamentos, o que
evidenciou a pouca relevancia de
microrganismos deste género na etiologia
da mamite nos rebanhos estudados.
Contudo, Trichosporon spp. tem sido
associado a I[IM de bovinos, em alguns
casos predominando em relagdo as demais
leveduras (Moretti et al., 1998) e, em outros,
determinando surtos de mamite clinica
(Gonzalez et al, 2001). Além do
envolvimento na etiologia da mamite,
Trichosporon spp. tem sido relacionado
como um patégeno emergente,
determinando quadros patolégicos graves
em pacientes imunossuprimidos (Marty et
al., 2003).
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Tabela 2. Leveduras isoladas a partir de 1.645 amostras de leite procedentes de 35 rebanhos
leiteiros do sul de Minas Gerais, no periodo de Margo de 2004 a Dezembro de 2006

Espécie

Freqiiéncia absoluta

Frequéncia %

Candida albicans
Candida parapsilosis
Candida catenulata
Candida glabrata
Candida tropicalis
Candida rugosa
Candida krusei
Candida spp.
Trichosporon loubieri

Total

16
11

N A~ N O1 0© 00

57

28,07
19,29
14,03
14,03
8,77
3,5
7,01
3,5
1,75
100

A freqiéncia média de isolamento de
leveduras obtida no presente estudo
(3,35%) foi préxima daquelas relatadas por
Farnsworth e Sorensen (1972) e Krukowski
et al., (2006), com valores e 3,2 e 4,3%,
respectivamente. Contudo, a literatura
registra grande variagao nos indices de |IM
ocasionados por leveduras, sendo citados
valores que oscilam entre 0,1% e 17,3%
(Wilson et al., 1997; Santos e Marin, 2005).
Quanto a predominéncia de Candida entre
as leveduras isoladas e a grande
diversidade de espécies identificadas, os
resultados foram concordantes com os
obtidos por Santos e Marin (2005) e
Krukowski et al., (2006), demonstrando nao
haver o envolvimento seletivo de nenhuma
espécie do género nas IIM de bovinos.
Contudo, foram discrepantes daqueles
obtidos por Costa et al. (1993) que
verificaram elevado indice de envolvimento
de fungos (25,4%) em IIM de bovinos
procedentes de rebanhos do estado de Sao
Paulo, sendo Cryptococcus o género
predominante. Também foram discrepantes
em relagcdo aqueles obtidos Santos e Marin
(2005), que em outro trabalho realizado
neste mesmo estado, verificaram uma taxa
elevada de isolamentos de leveduras

(10,00%), embora Candida spp. tenha sido
0 género predominante, com 68,11% das
amostras isoladas.

As diferencas observadas quanto as taxas
de isolamento de leveduras e quanto as
espécies envolvidas, em relagao a literatura,
podem estar relacionadas com a
amostragem realizada, com o numero de
rebanhos trabalhados, com as diferentes
condicbes da mamite vigentes e as
estratégias empregadas para o controle da
mesma, e com a forma de coleta das
amostras para analise.

Verificou-se a ocorréncia de associacoes de

leveduras com outros patdgenos em
29,82% dos casos, sendo as associagdes
com Corynebacterium bovis,

Staphylococcus coagulase positivos (SCP),
Staphylococcus coagulase negativos (SCN)
e Streptococcus agalactiae as mais
frequentes. Para os demais agentes
isolados a frequéncia de infecgbes mistas
(10,65%) foi muito inferior & observada para
leveduras, sendo as diferengcas observadas
estatisticamente representativas (p< 0,01).
Elevados percentuais de infecgdes mistas
envolvendo leveduras e bactérias foram
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também relatados por Costa et al. (1993),
Moretti et al. (1998) e Santos e Marin
(2005), com valores de 72,2%, 52,7% e
68,0%, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstraram que
existe uma tendéncia de infecgbes mistas
quando do envolvimento de leveduras nas
IIM de bovinos. Segundo Keller et al. (2000)
e Santos e Marin (2005), leveduras séao
agentes comumente encontrados em locais
Uumidos e ricos em matéria em organica,
sendo inclusive isolados do exterior de tetos
de animais sadios e de equipamentos de
ordenha. Deste modo, altas taxas de
isolamento destes agentes em cultura mista
poderiam ser indicativas de contaminacao
das amostras no momento da colheita.
Contudo, no presente trabalho, os indices
de infeccdo mista envolvendo leveduras séo
bastante confiaveis, uma vez que foram
criteriosamente observados os principios de
assepsia e de anti-sepsia por ocasidao da
coleta de amostras. Tal fato pode ser
constatado pelo pequeno numero de
amostras descartadas por apresentarem
indicios de contaminacéo (0,85%).

Constatou-se neste estudo que animais
submetidos a  terapia intramamaria
excessiva e repetitiva para mamite eram
aqueles que normalmente apresentam
complicagbes clinicas caracterizadas pelo
envolvimento de leveduras, fato este ja
relatado por Costa et al. (1998) e Moretti et
al. (1998). Na maioria das propriedades
estudadas, o tratamento de casos clinicos
de mamite era feito de forma empirica,
empregando-se vias e posologias
inadequadas, sem o conhecimento dos
agentes envolvidos e de seus perfis de
sensibilidade, além de se delegar tal tarefa
a individuos pouco qualificados que
desconheciam os principios basicos de
assepsia e de anti-sepsia, necessarios por
ocasido da utilizagdo de medicagao
intramamaria. Tais fatos podem estar
associados com a introdugao acidental de
microrganismos na glandula mamaria,
justificando o elevado indice de infecgdes
mistas observado.

Falhas na anti-sepsia e no tratamento
intramamario  repetitivo foram fatores

66

desencadeantes de um surto de mamite em
um dos rebanhos estudados (rebanho 20),
no qual Candida spp. foi isolada de 25,47%
das amostras de leite analisadas.
Diferentemente de diversos surtos de
mamite de etiologia micética relatados na
literatura (Elad et al., 1995; Crawshaw et al.,
2005), neste nao se observou o predominio
de nenhuma espécie em particular, tendo
sido isoladas C. albicans (33,33%), C.
catenulata (22,22%), C. glabrata (18,51%),
C. parapsilosis (11,11%), C. krusei (7,40%),
C. tropicalis (3,70%) e Candida spp.
(3,70%). Nesse rebanho, a maioria dos
animais a partir dos quais as culturas
positivas foram obtidas compunha um lote
que tinha histérico de mamite clinica e
tratamento intramamario repetitivo recente.

Quanto a participagédo de leveduras nos
casos clinicos e subclinicos de mamite,
verificou-se o envolvimento destes agentes
predominantemente na forma subclinica da
doencga, com 84,22% dos isolados obtidos
de animais subclinicamente acometidos,
valor muito préoximo ao obtido para os
demais patégenos isolados (85,46%)
(P=0,794). Nao se verificou a participagcéo
de nenhuma espécie em particular nos
casos subclinicos. Os resultados foram
semelhantes aos descritos por Farnsworth e
Sorensen (1972) que relataram que
leveduras do género Candida podem ser
isoladas repetidas vezes de quartos com
baixa contagem de células somaéticas,
existindo a tendéncia de as infecgdes serem
subclinicas.

Nove (15,78%) entre os 57 isolados de
leveduras foram obtidos de animais
clinicamente acometidos, entretanto, ndo se
observou o predominio de nenhuma espécie
nestes casos, excecdo a espécie C.
tropicalis para a qual trés dos cinco isolados
foram associados a casos clinicos. Contudo,
0 numero de isolados desta espécie foi
muito reduzido, inviabilizando analises
estatisticas.

Um aspecto relevante nas mamites
ocasionadas por leveduras € que existem
poucos farmacos disponiveis no mercado
para o tratamento destes tipos de infecgéo,
questdo agravada pelo fendmeno multi-



resisténcia (Coutinho et al., 2007). Tal fato
determina que a maioria destas infec¢des
tenda a cronicidade, verificando-se a
eliminagdo continua do agente por longos
periodos (Elad et al., 1995), o que, muitas
vezes, implica na esterilizagdo dos quartos
infectados ou no descarte dos animais
acometidos.

IV. CONCLUSOES

Leveduras apresentaram, em geral, pouca
expressao na etiologia de IIM nos rebanhos

estudados, com envolvimento
predominantemente nos casos subclinicos.

Candida foi o género predominante,
verificando-se grande variagdo quanto as
espécies envolvidas e quanto as taxas de
infeccdes observadas entre os diferentes
rebanhos.

Infeccbes mistas sdo mais comuns em
casos de mamite por leveduras.
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ESTUDO I

DIVERSIDADE POPULACIONAL DE Staphylococcus aureus ISOLADOS DE
CASOS DE MAMITE EM BOVINOS LEITEIROS DA REGIAO SUL DE MINAS

GERAIS

RESUMO

Visando estudar a diversidade populacional,
352 amostras de Staphylococcus aureus
obtidas a partir de casos clinicos e
subclinicos de mamite de 35 rebanhos
leiteiros do sul de Minas Gerais foram
submetidas a testes fenotipicos e
genotipicos que incluiram o antibiograma, a
RFLP (restriction fragment lenght
polimorphism) e o seqlenciamento da
porgéo 3’-terminal do gene da coagulase. A
PCR (polimerase chain reaction) gerou 10
padrdes diferentes de amplicons que apoés a
restricdo enzimatica com Alul originaram 18
tipos eletroforéticos distintos. O
sequlienciamento de amostras
representativas dos tipos eletroforéticos
encontrados na RFLP demonstrou a
similaridade filogenética entre os isolados e
a ocorréncia duas a sete unidades
repetitivas de 81 pares de bases na porgao
3’-terminal do gene da coagulase. Os testes
de antibiograma resultaram em 54 padrbes
de resisténcia. Os maiores indices de
resisténcia foram para a peniciling,
ampicilina, polimixina B, tetraciclina e
lincomicina. Os resultados dos testes
fenotipicos e genotipicos demonstraram
que, apesar da grande diversidade
populacional de Staphylococcus aureus
envolvidos na etiologia da mamite bovina,
existem  clones predominantes  que
respondem pela maioria das infecgdes e
que estes foram comuns aos rebanhos da
regido estudada. Nao se verificou a
associagdo entre os tipos clonais
predominantes observados na PCR-RFLP
com a forma de apresentagédo da doenca e
nem com nenhum dos diferentes padroes
de resisténcia antibidtica.

Palavras-Chave: mamite bovina,
Staphylococcus aureus, diversidade, gene
da coagulase, tipagem

ABSTRACT

The aim of this work was to study the
population diversity of 352 strains of
Staphylococcus aureus isolated from clinical
and subclinical bovine mastitis cases of 35
dairy herds of southern region of Minas
Gerais. The studied strains were submitted
to phenotypic and genotypic tests that
included the antibiogram and PCR-RFLP
and sequencing of 3’ terminal region of
coagulase gene. The PCR generated 10
different types of amplicons that produced
18 distinct electrophoretic types in RFLP
using Alul restricion enzyme. The
sequencing of 3-terminal region of
coagulase gene of representative samples
of the electrophoretic types found in the
RFLP demonstrated the phylogenetic
similarity between the isolated and the
occurrence of two to seven repeated units of
81 pairs of bases in the 3’-terminal portion of
coagulase gene. The antibiogram tests
resulted in 54 different standards of
resistance, observing the greatest resistance
indices for penicillin, ampicillin, polymixin B,
tetracycline and lincomycin. The phenotypic
and genotypic tests demonstrated that,
although there is a great populational
diversity of Staphylococcus aureus involved
in the etiology of the bovine mastitis, there
are predominant clones associated with
most of the infections and that these were
common to the dairy herds of the studied
region. Associations among the observed
predominant clonal types in the PCR-RFLP
with the presentation form of the illness or
with  different standards of antibiotic
resistance were not observed.

Key words: Bovine mastitis,

Staphylococcus aureus, diversity, gene of
coagulase, typing
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. INTRODUGAO

A mamite bovina, sob o ponto de vista
econdmico, é a doencga infecciosa mais
relevante de bovinos leiteiros em todos os
continentes, afetando drasticamente a
producéo e a qualidade do leite e derivados
(Pyorala, 2002). Dentre os diferentes
microrganismos envolvidos na sua etiologia,
Staphylococcus aureus (S. aureus) destaca-
se como um dos mais prevalentes e aquele
que isoladamente determina as maiores
perdas na pecuaria leiteira em todos os
continentes  (Annemdiller et al., 1999;
Schlegelova et al., 2003).

A utilizacdo de técnicas convencionais de
bacteriologia como a biotipagem,
fagotipagem, perfil plasmidial, antibiograma
e a determinacdo do perfil de toxinas na
epidemiologia da mamite permitiram
determinar o carater contagioso de S.
aureus e que os quartos infectados e pele
do Ubere e tetos dos animais sdo os
principais reservatérios dessa bactéria
(Branley e Dodd, 1984; Roberson et al.,
1998). Medidas de controle centradas
nesses conhecimentos possibilitaram
reduzir a incidéncia de infecgdes
provocadas por S. aureus em varios
rebanhos, porém, este microrganismo ainda
hoje permanece como o mais presente nas
infecgcdes intramamarias (IIM) de bovinos.
Tal fato pode ser justificado pela diversidade
de subtipos de S. aureus envolvidos na
etiologia da mamite bovina como tem sido
demonstrado por diferentes métodos de
genotipagem que incluem a ribotipagem
(Aarestrup et al., 1995), RAPD (randomly
amplified polymorphic DNA) (Fitzgerald et
al., 1997), PFGE (pulsed-field gel
electrophoresis) (Joo et al., 2001), MLEE
(multilocus enzyme electrophoresis) (Kapur
et al., 1995) e a RFLP (Lange et al., 1999;
Lipman et al.,1996; Su et al; 2000;
Schlegelova al., 2003).

Dentre as técnicas de tipagem, a PCR-
RFLP e o sequenciamento aplicadas ao
estudo do polimorfismo do gene da
coagulase tém  fornecido  resultados
satisfatorios para estudos filogenéticos entre
amostras de S. aureus. O gene que codifica
a enzima estafilocoagulase existe em
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formas alélicas multiplas, em parte devido a
existéncia de variagcbes na extremidade 3’-
terminal do gene. Esta por¢cdo do gene
apresenta sequléncias aleatérias repetitivas
de 81pb que podem variar em numero e
sitios de clivagem por enzimas de restricdo
entre diferentes isolados de S. aureus (Goh
et al., 1992; Watanabe et al., 2005).

Pesquisas sobre a diversidade populacional
de S. aureus envolvidos na etiologia da
mamite bovina no Brasil sdo escassas,
tampouco se sabe sobre a ocorréncia de
clones dotados de maior poder patogénico.
Um melhor conhecimento sobre a
distribuicdo populacional de S. aureus, bem
como a identificagdo de clones mais
prevalentes e patogénicos podera ser util
para o estabelecimento de medidas mais
efetivas de prevencdo e controle de novas
IIM, possibilitando minorar os prejuizos
determinados por esse agente. Desta forma,
0 objetivo do presente trabalho foi estudar,
por meio de testes fenotipicos e genotipicos,
a diversidade populacional de S. aureus,
identificando os tipos clonais mais
frequentes na etiologia da mamite em
bovinos leiteiros da regido sul do estado de
Minas Gerais e a associagao destes com as
formas clinica e subclinica da doenga.

Il. MATERIAL E METODOS
1-Rebanhos trabalhados

Foram selecionadas para o estudo 35
propriedades leiteiras localizadas na regiao
sul de Minas Gerais, pertencentes aos
municipios de Boa Esperanca, Bom
Sucesso, Carrancas, Cruzilia, ljaci, Ingai,
ltumirim,  ltutinga, Jesuénia, Lavras,
Nazareno, Nepomuceno, Perddes, Oliveira,
Ribeirdo Vermelho, Santa Rita do Sapucai,
Santana da Vargem, Santana do Jacaré,
Santo Antonio do Amparo e Trés Coragoes.

Estabeleceu-se que os rebanhos a serem
utilizados no estudo deveriam empregar a
ordenha mecéanica, ter no minimo 30
animais em lactagdo e que o numero
minimo de amostras de leite de animais
acometidos pela mamite a ser processado
para cada propriedade seria de 15.



Nestes rebanhos, no periodo entre Janeiro
de 2004 e Dezembro de 2006, 2.492 vacas
lactantes foram submetidas ao teste Tamis
(prova da caneca de fundo escuro) e ao
California Mastitis Test (CMT), visando o
diagnostico da mamite clinica e subclinica,
segundo Veiga (1998). Foram coletadas
assepticamente e cultivadas 1.645 amostras
de leite de quartos individuais de animais
acometidos pela mamite, sendo 238
amostras oriundas de casos clinicos e as
demais de casos subclinicos.

2-Isolamento e identificagdo fenotipica de
S. aureus

As amostras de leite foram pré-incubadas a
37°C por 8-12 horas, seguindo-se a
semeadura das mesmas em placas de agar
sangue (Blood Agar Base-Oxoid®, contendo
10% de sangue de carneiro) e incubacgéo a
37°C por 18-24 horas, apés o que foram
verificadas quanto a presenga de
crescimento bacteriano.

Amostras que apresentaram crescimento de
trés ou mais microrganismos diferentes nos
meios utilizados para o cultivo foram
consideradas contaminadas e descartadas.

Para a triagem de microrganismos da
familia Staphylococcaceae, foram realizados
0s seguintes testes presuntivos, de acordo
com Quinn et al. (1994): observacgéo
macroscopica das colbnias, verificando-se a
presenca de hemdlise, tamanho e
pigmentacdo; observacdo da morfologia
microscopica através de esfregagos corados
pelo método de Gram e testes de catalase e
de oxidase.

Amostras identificadas presuntivamente
como Staphylococcus spp- foram
submetidas ao teste de coagulase,
empregando-se o plasma de coelho, de
acordo Quinn et al. (1994). Em seguida, os
isolados que apresentaram resultado
positivo neste teste foram submetidos a
testes bioquimicos adicionais, visando a
identificagdo  fenotipica. Estes  foram
baseados na chave de identificacdo
proposta por Holt et al. (1994), constando
de producdo de hemdlise em agar sangue,

fermentacdo de trealose, manitol e maltose
e producao de acetoina.

Isolados provenientes de casos clinicos ou
subclinicos que foram identificados
fenotipicamente como S. aureus foram
submetidos a testes moleculares que
incluiram a PCR, PCR-RFLP e
sequienciamento.

3-Testes moleculares

Isolados fenotipicamente identificados como
S. aureus foram submetidos a PCR para a
amplificagdo do gene femA, visando a
identificagdo genotipica, seguindo-se a
metodologia descrita por Silva e Silva
(2005). Os iniciadores utilizados foram fem1:
5-AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG-3' e
fem2: 5-GAT AAA GAA GAA ACC AGC
AG-3’, obtidos de seqliéncias especificas de
S. aureus, relatadas por Berger-Bachi et al.
(1989). A extracdo e a purificagdo do DNA
foram executadas pelo método descrito por
Chen et al. (2001).

Amostras positivas para femA foram
submetidas a PCR para a amplificagdo do
gene da coagulase e os produtos de PCR
submetidos a restricdio  enzimatica,
empregando-se a enzima Alul (Invitrogen®-
Brasil), seguindo-se a analise dos
fragmentos de restrigcdo (RFLP).

A amplificacdo do gene da coagulase foi
realizada utilizando-se os iniciadores
Coag2-5- ACC ACA AGG TAC TGA ATC
AAC G-3' e Coag3- 5-TGC TTT CGA TTG
TTC GAT GC-3’, descritos por Aarestrup et
al (1995). As reagdes de amplificagao foram
preparadas utilizando-se 4pL de tampéo
10X (500mM de KCI; 100mM Tris-HCI pH
8,4; 1% de Triton X-100 e 15mM MgCl,
composicdo), 200umoles de dNTP’s, 10
picomoles de cada iniciador, 1 unidade de
Taq Polimerase (Phoneutria®-Brasil), 200-
400 ng de DNA bacteriano e agua ultra-pura
esterilizada qg.s.p 40 pL. O programa de
amplificagédo adotado consistiu de
desnaturagdo a 94°C por 2 minutos, 40
ciclos (95°C por 30 segundos; 55°C por 2
minutos e 72°C por 4 minutos) e extensao
final (72°C por 4 minutos).
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A restricdo enzimatica foi realizada
empregando-se 60 pL do produto de
amplificagdo do gene da coagulase que
foram precipitados em 120 uL de etanol
absoluto, overnight a -20°C, seguindo-se a
centrifugagcéo a 14.000 rpm por 30 minutos,
descarte do sobrenadante e evaporagao
dos residuos de etanol em estufa a 37°C
por aproximadamente duas horas. O pellet
foi entdo suspendido em um volume de 10
ML de solugédo tampéo REact 1 (Invitrogen®)
contendo a enzima Alul (Invitrogen®) na
concentragao de cinco unidades por reagéo.
A digestao se processou em banho-Maria a
37°C por trés horas, seguindo-se a
inativagdo da enzima por aquecimento a
95°C, por 15 minutos.

Para a execucgéo da eletroforese, adicionou-
se 1 pL de tampé&o de amostra 10X (glicerol
3g; azul de bromofenol 25mg; EDTA 500mM
pH 8,0 20uL; H,O q.s.p 10 mL) a 9 pL dos
produtos de PCR ou de digestao
enzimatica. = Empregaram-se  géis de
agarose a 2%, 100 volts por 90 minutos
para os produtos de digestdo e géis de
agarose a 1,2%, 100 volts por 50 minutos
para revelagdo dos  produtos de
amplificagdo. DNA Ladder Invitrogen® de
50, 100pb e 1Kb foram utilizados como
marcadores.

Os géis dos produtos de PCR e de RFLP
foram corados em solugdo tampao TAE 1X
contendo brometo de etidio na
concentragdo de 15 mg/mL e revelados em
transiluminador e as imagens capturadas e
processadas por equipamento de foto-
documentacao Kodac 1D LE3.6.

A amostra Staphylococcus aureus ATCC
25923 foi utilizada como controle positivo
para os testes bioquimicos e genotipicos.
Como controle negativo dos testes
genotipicos foi utilizada a amostra de
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228.

4-Seqiienciamento e analise filogenética
dos tipos clonais de S. aureus

Os produtos de amplificacdo de cada um
dos diferentes tipos eletroforéticos obtidos
na PCR-RFLP foram seqlienciados pela
Macrogen Inc., Seul/Coréia, utilizando-se os
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mesmos iniciadores empregados para a
amplificagdo do gene da coagulase.
Empregando-se o Programa MEGA 4
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis,
version 4.0), as sequéncias foram alinhadas
e obtidas as seqiéncias consensos que
foram submetidas ao BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) do National Center
for Biothecnology Information (NCBI). As
sequiéncias consenso foram alinhadas
conjuntamente e, apdés as corregdes
manuais, foram convertidas em sequéncias
de aminoacidos que foram submetidas ao
Programa Open Reading Frames Finder
(ORF Finder do NCBI). As sequéncias de
aminoécidos obtidas no ORF Finder foram
submetidas ao BLAST para confirmar a
correspondéncia com a porgdo 3’-terminal
do gene da coagulase, sendo entédo
alinhadas e utilizadas para a construgao de
arvores filogenéticas. Todas as analises
moleculares e filogenéticas foram realizadas
utilizando-se o Software MEGA 4 (Tamura
et al., 2007).

5-Teste de susceptibilidade a
antimicrobianos
Amostras identificadas genotipicamente

como S. aureus foram submetidas a testes
de susceptibilidade a antimicrobianos,
utilizando-se o método de difusdo em placa
de acordo com as normas do National
Committee for Clinical Laboratory Standarts
(Performance, 2003). Foram testados os
seguintes  antimicrobianos  (Sensifar -
Cefar®-Brasil): ampicilina (AMP), cefalotina
(CEF), cefotaxima (CTX), cefoperazona
(CP2), ceftiofur (CFT), cloranfenicol (CLO),
enrofloxacina (ENR), florfenicol (FLO),
gentamicina (GEN), lincomicina (LIN),
neomicina (NEO), nitrofurantoina NIT),
novobiocina (NVB), polimixina B (POL),
peniclina G (PEN), oxacilina (OX),
sulfazotrim (SZT), tetraciclina (TET) e
cefquimona (CFQ) (Intervet-Brasil),
associagdes de penicilina, nafcilina e
dihidroestreptomicina (NAF) - (Intervet-
Brasil) e neomicina, bacitracina e tetraciclina
(NBT) — (Intervet-Brasil). A interpretagéo dos
resultados foi realizada de acordo com os
padrdes do NCCLS e os parametros
fornecidos pela Intervet-Brasil. Amostras
que se apresentaram moderadamente



sensiveis aos antibidticos testados foram
interpretadas como resistentes.

As amostras de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
foram utilizadas para controle dos testes de
antibiograma.

6-Analise dos dados

Os testes moleculares utilizados foram
analisados quanto a capacidade
discriminatdria, tipabilidade e
reprodutibilidade. A tipabilidade refere-se a
capacidade de o teste gerar resultado
positivo inequivoco, enquanto a
reprodutibilidade refere-se a repetibilidade e
a estabilidade em testes consecutivos. O
valor obtido para ID determina a
probabilidade de duas amostras
selecionadas ao caso na populagao
estudada serem relacionadas em grupos
distintos.

Os Indices Discriminatérios (ID) dos testes
de antibiograma e para a PCR-RFLP foram
obtidos utilizando-se a equacgao descrita por
Hunter e Gaston (1988):

"N(N-1)

S
D=t D ni-1)
j=1

ID = indice discriminatorio

N = n° de isolados da populagao teste

s = n° total de tipos diferentes

nj = n° de isolados representando cada tipo

As distribuicbes de freqliéncias obtidas para
os diferentes clones em relacdo as formas
clinica e subclinica da mamite foram
comparadas por meio do teste do Qui-
quadrado, empregando-se o Programa Epi-
Info (CDC-WHO, versao 6.04b,1997).

ll. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 1.645 amostras de leite
analisadas, 122 amostras ndo apresentaram
crescimento de microrganismos e 14 foram
descartadas devido a indicios de
contaminagao.

Staphylococcus coagulase-positivos (SCP),
com 583 amostras, foram os agentes
predominantes, representando 34,29% dos
agentes isolados, sendo 58 amostras
(9,94%) obtidas de casos clinicos e as
demais 525 (90,06%) de casos subclinicos.
Este microrganismo foi encontrado em 34
(97,14%) das propriedades, demonstrando
a sua ampla disseminagdo entre os
rebanhos estudados.

Dentre as amostras identificadas
fenotipicamente como S. aureus, 360 que
incluiram todas aquelas obtidas de casos
clinicos (58) e outras 302 provenientes de
casos subclinicos, selecionadas ao acaso
entre os diferentes rebanhos, foram
submetidas a identificagéo genotipica (PCR
para femA). Destas amostras, 352 (97,77%)
foram genotipicamente confirmadas como S.
aureus e submetidas a PCR para
amplificaggo do gene da coagulase,
verificando-se resultado positivo para todas.
A Figura 1 ilustra o resultado de uma
eletroforese para o gene femA, observando-
se 0 amplicom caracteristico de 132 pares
de bases (pb).

A PCR para amplificagdo do gene da
coagulase gerou 10 padrdes diferentes de
amplicons  cujos tamanhos  variaram
aproximadamente entre 450 e 1.150 pb,
indicando a ocorréncia de variagdes no
numero de unidades repetitivas de 81 pb, na
regido génica amplificada. A eletroforese de
alguns dos amplicons obtidos pode ser
observada na Figura 2.

Todos os produtos de amplificagdo do gene
da coagulase foram digeridos pela enzima
Alul, gerando 18 padrdes de restricao
diferentes (Tabela 1). Alguns dos tipos
eletroforéticos  observados na  RFLP
encontram-se na Figura 3.
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A reprodutibilidade e a tipabilidade
verificadas para a PCR e para a RFLP
foram de 100%, embora tenha ocorrido
variacdo na intensidade de bandas em
diferentes ensaios de amplificacdo e de
digestdo para um mesmo isolado.

Verificou-se o predominio do tipo clonal I,
que representou 75,85% dos isolados e foi
encontrado em 82,25% dos rebanhos,
seguido pelos tipos clonais VII, 1V, Il e XIII.
Juntos estes cinco tipos  clonais
representaram 92,32% dos S. aureus
isolados. Dentre os 34 rebanhos positivos
para S. aureus, 12 (34,28%) apresentaram
um unico tipo eletroforético na PCR-RFLP,
sendo predominante o tipo | que foi
constatado em 10 (83,33%) destes
rebanhos. Verificou-se a ocorréncia de dois
tipos clonais em 14 rebanhos, enquanto nos
demais foram observados entre trés e
quatro tipos eletroforéticos. A presenca de
poucos tipos clonais dentro dos rebanhos
sugere o padréo de dispersédo vaca-a-vaca,
por outro lado, a diversidade populacional
intensa dentro de um mesmo rebanho pode
estar relacionada com o transito intenso de
animais, o que poderia facilitar a introdugéo
de tipos clonais diferentes daqueles
existentes previamente na propriedade.

Estudos sobre a diversidade populacional
de S. aureus empregando a PCR-RFLP
foram previamente realizados no Brasil, mas
apresentaram limitagbes quanto ao numero
de amostras e de rebanhos analisados.
Lange et al. (1999) estudaram 66 isolados
de S. aureus obtidos de mamite subclinica
em rebanhos do sul do Brasil. Verificaram,
na PCR, fragmentos variando entre 580 e
1.060 pb e 14 padrdes diferentes na RFLP,
mas o trabalho ndo especificou os tipos
clonais identificados. Silva e Silva (2005)
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submeteram a PCR-RFLP 64 amostras do
mesmo microrganismo obtidas de diferentes
rebanhos de Minas Gerais. Relataram o
encontro de 27 tipos de amplicons e 49
padrdes eletroforéticos na RFLP, alguns
deles encontrados no presente trabalho.
Estudos de RFLP realizados por Silveira-
Filho et al. (2005), em amostras de S.
aureus provenientes de dois rebanhos do
estado de Pernambuco, também apontaram
a existtncia do tipo  clonal l,
predominantemente encontrado no presente
trabalho, o que demonstra a ocorréncia
deste tipo clonal em outras regides do
Brasil.

A andlise das distribuicbes de frequéncias
dos tipos clonais mais frequlientes obtidos na
RFLP (Tab. 2) ndao mostrou o predominio de
nenhum deles na forma clinica ou subclinica
da mamite (P=0,83). Tal fato sugere que os
diferentes tipos clonais identificados na
PCR-RFLP  podem estar igualmente
envolvidos na forma clinica ou subclinica da
mamite ou que este teste ndo teria a
capacidade de fazer a discriminacdo dos
isolados quanto a esta caracteristica.

Quanto ao seqienciamento, as sequéncias
consensos obtidas para cada uma das
amostras analisadas que foram submetidas
ao BLAST exibiram grande homologia com
sequéncias codificadoras da porgdao C-
terminal do gene da estafilocoagulase de S.
aureus depositadas no NCBI (Fig. 4).

O alinhamento das seqUéncias de
nucleotideos apontou a existéncia de
regides conservadas e de regides bastante
variaveis entre as amostras analisadas (Fig.
5 e 6), conforme relatado por Watanabe et
al. (2005), e os sitios de restricao para Alul
(Fig. 7).
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Figura1. Eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos produtos de amplificacdo do gene femA.
Canaletas 1 e 20 DNA Ladder 1Kb Plus (Invitrogen-Brasil); canaletas; 2-17 amostras femA-
positivas; canaleta 18 controle negativo S. epidermidis ATCC 12228; canaleta 19 controle
positivo S. aureus ATCC 25923

700pb

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1,2% dos produtos de amplificagdo do gene da
coagulase. Canaleta 1: DNA Ladder 100 pb (Invitrogen-Brasil); canaletas 2-13 diferentes
padrbes de amplicons observados
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Figura 3. Eletroforese dos produtos de digestdo do amplicon do gene da coagulase,
empregando-se a enzima Alul. Canaleta 1: DNA Ladder 100pb (Invitrogen-Brasil) — canaletas
2-6; 11-15 e 25 tipo I; canaletas 17-20 tipo VII; canaletas 7 e 24 tipo XIlI; canaleta 8: tipo X;
canaleta 10: tipo Il; canaleta 16: tipo VI; canaleta 21: tipo IV; canaleta 22: tipo XlI; canaletas 23

e 26 tipo Il

Verificou-se a ocorréncia de duas a sete
unidades repetitivas (UR) apdés o
alinhamento das sequéncias de
nucleotideos ou de aminoacidos para as
diferentes amostras analisadas. As Figuras
8 e 9 lustram o alinhamento de
nucleotideos e de aminoacidos
demonstrando a insergdo de URs em
diferentes isolados de S. aureus. A Figura
10 ilustra as sequéncias de aminoacidos
obtidas, destacando as unidades repetitivas.

O numero de URs é variavel entre amostras
de S. aureus, segundo diversos autores
consultados. Kanemitsu et al. (2001)
relataram a presencga de quatro a oito URs
em produtos de sequenciamento da regido
J'terminal do gene da coagulase de 22
isolados de S. aureus, dentre os quais 10
isolados  representando o0s  sorotipos
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padrbes da estafilocoagulase. Ja Watanabe
et al. (2005) verificaram entre cinco e oito
URs, compostas por 27 residuos de
aminoacidos, com identidade média de 92%
entre os nucleotideos, entre amostras
representativas dos dez tipos de
estafilocoagulase. Em outro trabalho,
Shopin et al. (2000) relataram o encontro de
trés a seis unidades repetitivas entre 54
isolados de S. aureus meticilina-resistentes
de origem humana.

A fungdo das URs e as razbes para seu
polimorfismo sdo desconhecidas, mas, pelo
fato de se encontrarem fora do sitio ativo da
enzima, as variagdes podem n&o trazer
nenhuma alteragdo para viruléncia do
microrganismo  (Schwarzkopf e Karch,
1994).



Tabela 1. Tipos eletroforéticos observados no estudo de restrigdo enzimatica dos produtos de
amplificagdo do gene da coagulase, empregando-se a enzima Alul, em 352 amostras de
Staphylococcus aureus procedentes de 35 rebanhos leiteiros do sul de Minas Gerais, no
periodo de Marco de 2004 a Dezembro de 2006

Tipos Amplicon Produtos de Total Rebanhos
Eletroforéticos (pb) Restricao (pb) (%) Positivos (%)
| 730 41,52, e 637 267 (75,85) 32 (84,21)
Il 1000 550; 450; 350 e 200 4 (1,13) 3(7,89)
m 850 300, 280 e 220 12 (3,40) 6 (15,78)
v 700 480 e 220 13 (3,69) 10 (26,31)
\' 1150 450, 300 e 150 1(0,28) 1(2,63)
Vi 800 550 e 250 5(1,42) 2 (5,26)
Vi 650 24, 68, 560 24 (6,81) 5(13,15)
viil 780 300, 280 e 200 3(0,85) 2 (5,26)
IX 800 450; 400; 250 e 200 2 (0,56) 2 (5,26)
X 600 400 e 200 1(0,28) 1(2,63)
Xl 900 450; 350; 220 e 80 3(0,85) 2 (5,26)
Xl 1100 400; 300; 200 e 100 1(0,28) 1(2,63)
X 820 91e729 9 (2,55) 2 (5,26)
XV 1000 550; 450; 300 e 180 1(0,28) 1(2,63)
XV 1000 550; 450; 300; 200; 100 2 (0,56) 1(2,63)
XVI 450 350 e 100 1(0,28) 1(2,63)
XVl 1000 450; 300; 180 e 80 2 (0,56) 1(2,63)
Xvii 1150 550; 450; 350; 200 e 100 1(0,28) 1(2,63)
Total - - 352 (100) -

Tabela 2. Associagao entre os tipos clonais mais comuns de Staphylococcus aureus obtidos na
RFLP com casos clinicos e subclinicos de mamite

Tipos clonais Casos clinicos Casos subclinicos Total
| 42 225 267

Vil 5 19 24

v 1 12 13

[} 1 11 12

Xl 1 8 9

Outros 3 24 27
Total 53 299 352
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As sequUéncias de nucleotideos e de
aminoacidos corrigidas foram utilizadas para
a construcdo de arvores filogenéticas,
empregando-se o método de “neighbor-
joining”, com “bootstrap” de 1000 replicatas.
A sequéncia AB158522.1, depositada no
NCBI, que apresentou alta homologia com
algumas das sequéncias submetidas ao
BLAST, foi utilizada como referéncia nos
testes filogenéticos.

Embora tenham ocorrido variagdes na
disposicdo de algumas amostras nos
clusters, as arvores filogenéticas obtidas
para as sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos foram bastante semelhantes
(Fig. 11 e 12), em ambos o0s casos,
demonstrando haver uma grande
similaridade filogenética entre as amostras
analisadas. Os isolados de numeros 51,
100, 128 e 168 foram aqueles que
apresentaram as maiores distancias em
relagao as demais amostras analisadas.

Os testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos resultaram em 54 padrbes
de resisténcia diferentes (Fig. 13 e 14).
Isolados resistentes a penicilina G,
polimixina B e a ampicilina e sensibilidade
as demais drogas testadas constituiram o
padrao de resisténcia predominante,
perfazendo 34,09% dos isolados, com
ampla disseminagado (73,68%) entre os
rebanhos analisados. Por outro lado, 16
amostras, representando 4,54%  dos
isolamentos,  distribuidas  entre  oito
rebanhos, foram sensiveis a todos os
antibidticos testados.

Os maiores indices de resisténcia foram
observados para a polimixina B, penicilina e
ampicilina, seguidas por lincomicina e
tetraciclina. Os perfis de susceptibilidade
obtidos encontram-se de acordo com o0s
observados por Cardoso et al. (2000) que
também verificaram indices elevados de
resisténcia para penicilina G, ampicilina,
polimixina B, tetraciclina e lincomicina para
amostras de S. aureus isoladas de
rebanhos leiteiros de Minas Gerais, no
periodo de 1994-1997. Elevados indices de
resisténcia aos B-lactamicos em isolados de
S. aureus tém sido citados na literatura
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(Riedner et al., 1987; Langoni et al., 1991,
Donatele et al., 2002). Contudo, perfis de
susceptibilidade diferentes foram relatados
por Lange et al. (1999), que embora tenham
verificado altos indices de resisténcia a
penicilina e a ampicilina, constataram que
48% dos isolados de S. aureus provenientes
de rebanhos leiteiros do sul do Brasil eram
sensiveis a todos os antibidticos testados.
Perfis diferentes também foram relatados
por Silveira-Filho et al. (2005) que
verificaram indices de resisténcia superiores
a 50% para gentamicina, lincomicina,
tetraciclina e oxacilina em rebanhos leiteiros
do Estado de Pernambuco.

Nao se observou a associagdo de nenhum
dos tipos eletroforéticos obtidos na PCR-
RFLP com os padrdes de resisténcia aos
antimicrobianos, verificando-se que dentre
os 14 rebanhos nos quais ocorreu um unico
padréo eletroforético na PCR-RFLP, nove
(64,28%) apresentaram quatro ou mais
perfis diferentes de sensibilidade diferentes
(dados nédo apresentados). Tal observagéo
pode ser explicada pelo fato de as
caracteristicas estudadas serem
independentes, sendo os resultados da
PCR-RFLP foram obtidos a partir do estudo
do polimorfismo do gene da coagulase,
gene cromossOmico, enquanto o perfil de
resisténcia antibidtica, além de ser um teste
fenotipico, € uma caracteristica determinada
normalmente por elementos genéticos
méveis (Hurtado et al, 2002).

Foram obtidos valores de 0,41 e 0,857 para
os indices discriminatérios da PCR-RFLP e
para o teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos, respectivamente. O ID
obtido para a PCR-RFLP foi considerado
baixo de acordo com Hunter e Gaston
(1988), segundo os quais um bom ID deve
ter valor superior a 0,90. Contudo, o baixo
ID obtido pode ser explicado pela estratégia
de delineamento adotada, na qual foram
trabalhados rebanhos distintos, mas de uma
mesma mesorregido, na qual se observou
marcante predominio do tipo clonal I
Trabalhos semelhantes realizados por
Aarestrup et al. (1995), na Dinamarca, e
Raimundo et al. (1999), na Australia,
geraram elevados ID realizados com



amostras de S. aureus de diferentes
origens. No Brasil, Silva (2004) verificou um
ID de 0,99 para a PCR-RFLP do gene da
coagulase, entretanto, no trabalho da
referida autora, foram constados 49 tipos
eletroforéticos entre 64 amostras de S.
aureus oriundas de rebanhos bovinos do
Estado de Minas Gerais, sem a existéncia
de tipos clonais predominantes, o que
contraria a literatura. O alto ID obtido para
os perfis de susceptibilidade aos
antimicrobianos (0,857), é resultado da
grande diversidade de padroes de
resisténcia observados, uma vez que se
constatou a existéncia de ampla variagao
nos padrdes de resisténcia para os isolados
dentro e entre rebanhos.

Os resultados obtidos demonstraram
existéncia de uma ampla diversidade
populacional entre as amostras de S.
aureus envolvidas na etiologia da mamite
nos rebanhos da regido estudada, mas com
a existéncia de clones predominantes
dentro e entre rebanhos. Os conhecimentos
obtidos no presente estudo podem
proporcionar as bases para que programas

preventivos, fundamentados na
imunoprofilaxia e no direcionamento das
medidas de prevencgao e de controle os para
clones envolvidos nas formas
economicamente mais relevantes da
doenga, possam ser desenvolvidos.

IV. CONCLUSOES

Apesar da grande diversidade populacional
de S. aureus envolvidos na etiologia da
mamite bovina, existem clones
predominantes que respondem pela maioria
das infeccbes e que sdo comuns aos
rebanhos da regido estudada.

Nao se verificou a associagdo entre os tipos
clonais de S. aureus predominantes
observados na PCR-RFLP com a forma de
apresentacdo da doenga e nem com
nenhum dos diferentes padrbes de
resisténcia aos antimicrobianos.

Existe grande similaridade filogenética entre

os diferentes tipos clonais de S. aureus
encontrados na PCR-RFLP.
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A4B158553.1  Staphylococcus aureus genes for hypothetical proteins, staphylocoagy 671 3481 7%, 0.0 aze,
APODS9524 .1 Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu3 DNA, complete genome 660 2420 A7 % .0 =k
CPOD0736.1 Staphylococcus aureus subsp, aureus JH1, complete genome B0 2409 Q7% 0.0 a1%
CPOOO7O5.1  Staphvlococcus aureus subsp, aureus JHY, complete genome 660 2409 975 0.0 91%
BADDDDL7.4  Staphylococcus aureus subsp, aureus MuS0 DMA, complete qenome 60 2420 a7% 0.0 Q2%
BADDODLE.S Staphylococcus aureus subsp. aureus N315 DNA, complete genome 60 2420 a7, 0.0 a7y
164571 Staphylococcus aureus gene for staphylocoagulase £60 2414 7%, 0.0 a7,
Do0ls4.1 Staphylococcus aureus gene for staphylocoagulase, complete cds £54 2440 7%, 0.0 aie
A1306908.1 Staphylococcus aureus coa gene for coagulase £54 1702 929 0.0 95%
AB158554.1  Staphylococcus aureus qenes for hypothetical proteins, staphylocoagy 632 1933 7%, Ae-178 ans,
AB15E550.1 Staphylococcus aureus genes for hypothetical proteins, staphylocoane 2T 2415 a7, 2e8-176 ate,
AB047551.1  Staphylococcus aureus coa gene for coagulase, partial eds, strain:SMI 616 2006 ThEY, 4p-173 aze,
AY225090,1 Staphylococeus aureus strain Tager 104 staphylocoagulase gene, par 606 2552 Q2% 2e-170 Q2%
A4B158549.1  Staphvlococcus aureus qenes for hypothetical proteins, staphylocoage 603 2569 7%, Ae-169 aza,
ABD46217.1 Staphylococcus aureus gene for coagulase, partial cds, strainiSMUM7- 593 1798 6 U 28-166 a2,
e L P o P PSP R PP SePRT Y 1) - e T PR e

< i &

=

Figura 4. BLAST do produto de seqlienciamento do isolado de Staphylococcus aureus de
numero 2 (Tipo eletroforético | da PCR-RFLP), confirmando a qualidade do seqlienciamento
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Figura 5. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtidas do sequenciamento da porgéo
3’-terminal do gene da coagulase, demonstrando regides conservadas (colunas coloridas)
dentro das regides de polimorfismo
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coloridas) dentro das regides de polimorfismo

83



84



1 M4: Alignment Explorer (C:\Documents and Settings\Geraldo Marcio\Meus documentosiTrabalhosiTrabalhos em andamentoiDados sequnciamento at... |:‘E|@|

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
D% =@ wo ! M8 oBijRX> "8 an»
DMA Sequences 1 Translated Protein Sequences l

LT P L T T T I T I I T T T T T LTI

:ABIESSSZ.I agtaacatatygcgctocgtccaacacanascaagycasycaasacaaacycatataacytaacaacacatycaaacggtcaagtatcatacygagetegtocy)
||Amostra 2 |AGTAACATATGECGCTCGCCCAACACALAATAAGCCAT CAGAAACAAATGCATATAA GTAACAACACATGCALACGETCAAGTATCATACGECGCTOGTOOR
.Amusm:a 9 |AGTAACATATGGCGCTCGCCCAACACALAACAAGC CAAGCALARACARATGCATATAACGTAACLACACATGCAAACGGCCAAGTATCATACGGAGCTCGTCCG,
||Amostra 23 AGTATCATATGGAGCTCGCCCAACACALAACARG L CAAGTGARACALACGCATATALCGTAACALCACATGCARATGETCAAGTATCATACGGTGLTCGOCCA
||Amostra 51 WAGTAACATATGGCGCTCGCCCAACACARAACAAGCCAAGCALRACAAATGCATATALCGTAACAACACATGCACATGGTCCTOLACCATATO---------~
||Amostra 54 AGTAACATATGGCGCTCGCCCAACACALARCAAGC CATGCAARACARATGCATATAACGTAACLACACATGCAAACGGCCAAGTGTCATACGGAGCTCGTLCG
_Amus':):a 67 WGTATCATACGGCGCLCGCCCAACACALLACARAGGCATCAGARACARACGCATATAACGTAACAACACATGCARACGGLCAAGTATCATACGGAGCTCGCCCA)
|ldmostra 100 AGTAACATATGGCGCTCGTCCALCACARARTARGCCATCATARACAAAC GCATATAACGTAACAACACATGCARACGGTCALAGTATCATACGGCGCTCGTCCG
:Amus:ra 143 AGTAACATATGGCGCTCGCCCAACACALAACARAGCAAGCAAAACAAATGCATACAACGTAGCAACACATGCALATGGTCAAGTATCATATGGAGCTCGCLCH
R Y B PR F TR oo sttt it Skt ik e ool el Ao Sl etk e Ao il o Sk
.Amusm:a 195 AGTAACATATGGCGCTCGT CCAACACALAATAAGC CATCALARACARATGCATATAACGTAACLACACATGCAAACGGCCAAGTGTCATACGGTGCTCGTCCG
||Amostra 228 AGTAACATATGGCGCTCGT CCAACACALAACARG L CAAGTALRACALACGCATATALCGTAACALCACATGCARLCGETCAAGTATCATATOGAGETCGTCLG
||Amostra 257 WGTAACATATGGCGETCOTCOGACACARARCARACCAAGCALARACALATGCATACAACGTAACAACACATGCARLCGGTCAAGTATCATATGGCGETCGETCLG
||Amostra 292 AGTATCATATGGAGC TCGCCCAACACALARCAAGC CAAGTCARACARACGCATATAACGTAACAACACATGCAAATGGTCAAGTATCATACGGTGCTCGCCCA]
_Amus':):a 296 WGTALCATATGGCGCTCGCCCAACACALLATAAGC CATCAGARACARATGCATATAACGTAACAACACATGCARACGGTCAAGTATCATACGGCGCTCGTCCG
|ldmostra 2899 AGTATCATATGGCGCTCGTCCGACACARARCARGCCAAGCAARACAAACGCATATAACGTAACAACACATG L ARACGGTCALAGTATCATACGGAGCTCGCCCG
: Ampstra 324 AGTAACATATGGCGCTCGCCCAACACALAATARGGCARAGCGAAACAAA TG CATATAACGTAACRAACACATGCALACGGTCAAGTATCATACGGCGCTCGTLCH
||Amoatra 329 AGTAACATATGECGCTCGTCCAACACALLACAAGCCARGCARAACAAATGCATATAAL GTAGCAACACATGCALACGGCCAAGTATCATACGGAGCTOGTOOR
.Amos:ra 333 AGTAACATATGGCGCTCGCCCAACACALAACAAGC CARGCALRACARATGCATATAACGTAACLACACATGCAAACGGCCAAGTATCATACGGTGCTCGTCCG,

Figura 7. Alinhamento de aminoacidos da por¢do 3’-terminal do gene da coagulase,
demonstrando os sitios de restricdo para Alul

I M4 Alignment Explorer (C:\Documents and Settings\Geraldo MarcioWeus documentos\Dados sequnciamento atualiSequéncias para WEB CUTWimost...
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DHA Sequences ] Translated Protein Sequences l
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Frmsaes Do | || 1 e e e e b e e S et B R R B e e e L LR GCTCGCCC
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Figura 8. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtidas do sequenciamento da porgéo
3’-terminal do gene da coagulase, demonstrando a inser¢do de duas unidades repetitivas de 81
pares de bases nas amostras 51 e 299
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Data Edit Search Alignment ‘Web Sequencer Display  Help
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Figura 9. Alinhamento de aminoacidos da porgéo 3’-terminal do gene da coagulase, exibindo
algumas das unidades repetitivas presentes nas amostras analisadas
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Figura 10. Arquivo de texto, exibindo o alinhamento de aminoacidos da por¢do 3’-terminal do

gene da coagulase, ilustrando as unidades repetitivas encontradas nas amostras analisadas

>Amostra AB158552.1

PQASETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG
ARPTQNKASKTNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTYKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG Seis sequAncias
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG repelitivas
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG
PRVTK

>Amostra 2
PQGSDKEFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNNPSETNAYNVTTNQDGTVTYG
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG . ——
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG Cinco sequéncias
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG repetitivas
ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG
PRVTK

>Amostra 9
PQATETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTEGYE
ARPRFNKPRETNAYNVTTNQDGTVTYG

ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG EE—
ARPTYKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG Seis seqiiéncias
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG repetitivas

ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG
PRVTK

>Amostra 23
PQATETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVSYG
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG Seis seqUéncias
ARPTQKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG B
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG
PRVTK

>Amostra 51
PQASEEKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHAHGPVSYG
ASLTKYNSSKTNAFNAKQYASVPVSYC

IRPSLNLPIKPYANNPPPYFYGLLSYE Cinco sequéncias
ACPTLNKPPETNAFNVTTHVNGQVSYG repetitivas
ARPTQNKPS
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Figura 10: cont.

>Amostra 54
PQASETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG
ARPTQNKPCKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG

PRVTK

>Amostra 67
PQATETKFN KTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVSYG
ARPTQNKASETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQNKPSETYAYNVTTHADGPASYG
PRVTK

>Amostra 100
AQGPEENFNKQPNYVKYIDAGTGSREYYYGTFGYE
ARPRFNNPSETNAYDVTTNQDGTVTYG
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARVT

>Amostra 128
PQTSETQFKTCLKGVIYSPADRGIDESNVVTSAYE
ARPGFGEATETNAYNVTTSQDGTVTYG
ARPTQNKASKTNAYNVTTLANGHVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTTHADGAVSYG
ARPTQNKPSKTNAYNVPTHANGQVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTPHANGHVSYG
ARPTLTKPSDTNAYNVSS

>Amostra 143
PQASETNFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG
ARPTQNKASKTNAYNVATHANGQVSYG
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGTATYG

PRVT

>Amostra 168
PQATETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSKTNAYNVTTHADGTATYG
PRVTQNKFITLPNDITVNTKHYVSYDS

NHAFDDAC
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Figura 10: cont.

>Amostra 195
PQTPETQFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTYKKPSKTNAYNVTTNQDGQVSYG Seis sequéncias
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG repetitivas
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTQKKPSKTNAYNVTTHANGPVSYG
ARATK

>Amostra 228
PQASETKFNKTTKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG

ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG : —
ARPTHKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG Seis sequencias
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG > repetitivas

ARPTQNKASETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYNKPSETNAYNVTTHADGTATYG
PRVTK )

>Amostra 257
PQATETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG )
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTYKKPSETNAYNVTTNQNGKVSYG
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG >
ARPTYNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG

Seis sequéncias
repetitivas

ARPTQKKPSKTNAYNVTTHADGTATYG
PRVTK D

>Amostra 292
PQAPETKFNKTPNYVKYRDDGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVSYG
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG e
ARPTQKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG P T
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG
PRVTK

>Amostra 296
PQASETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG Seis sequéncias
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG repetitivas
ARPTQKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG

ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG
PRVTK



Figura 10: cont.

>Amostra 299
PQASETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTHADGTVSYG ™
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQNKPSETNAYNVTTNQDGTVSYG

ARPTYNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG >

ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTTHADGTATYG

PRVTK _J

>Amostra 329
PQATETKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG N
ARPTQNKPSKTNAYNVATHANGQVSYG
ARPTYKKPSKTNAYNVTTNQDGTVSYG
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG

PRVTK )

>Amostra 324
PLTSERKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG )
ARPTQNKASETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQNKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTATYG

PRVTK

/

>Amostra 333
PQASEVKFNKTPKYVKYRDAGTGIREYNDGTFGYE
ARPRFNKPSETNAYNVTTNQDGTVTYG I
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQNKPSKTNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTYKKPSETNAYNVTTHANGQVSYG
ARPTQKKPSETNAYNVTTHADGTASYG

Sete seqliéncias
repetitivas

Seis sequiéncias
repetitivas

Seis seqléncias
repetitivas

Seis sequéncias
repetitivas

PRATK
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Figura 11. Relacao filogenética baseada na seqiéncia de aminoacidos da por¢ao 3’-terminal do
gene da coagulase de 19 amostras de Staphylococcus aureus isoladas de casos de mamite em
bovinos da regido sul do Estado de Minas Gerais, utilizando-se o método de neighbor-joining

com bootstrap de 1.000 replicatas
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Figura 12. Relagao filogenética baseada na seqiiéncia de nucleotideos da porgéo 3’-terminal
do gene da coagulase de 19 amostras de Staphylococcus aureus isoladas de casos de mamite
em bovinos da regido sul do Estado de Minas Gerais, utilizando-se o método de neighbor-
joining com bootstrap de 1.000 replicatas
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Figura 13. Perfil de resisténcia a ampicilina (AMP), peniclina G (PEN), polimixina B (POL) e a
tetraciclina (TET) de 352 amostras de Staphylococcus aureus isoladas de bovinos leiteiros da
regido sul do estado de Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006
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Figura 14. Perfil de resisténcia a cefalotina (CEF), cefotaxima (CTX), cefoperazona (CPZ),
ceftiofur (CFT), cloranfenicol (CLO), enrofloxacina (ENR), florfenicol (FLO), gentamicina (GEN),
lincomicina (LIN), neomicina (NEO), nitrofurantoina (NIT), novobiocina (NVB), oxacilina (OX),
sulfazotrim  (SZT), cefquimona (CFQ), associagdo de penicilina, nafcilina e
dihidroestreptomicina (NAF) e associagdo de neomicina, bacitracina e tetraciclina (NBT) de 352
amostras de Staphylococcus aureus isoladas de bovinos leiteiros da regido sul do estado de
Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2006
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ESTUDO IV

AVALIAGAO DE ALGUMAS MEDIDAS BASICAS DE CONTROLE PARA A MAMITE
EM BOVINOS DA BACIA LEITEIRA DO SUL DE MINAS GERAIS

RESUMO

Analisaram-se as medidas basicas de
controle para a mamite bovina em 35
rebanhos da bacia leiteira do sul de Minas
Gerais, utilizando-se o método do
Diagnostico Rural Rapido. Foram avaliados
0 monitoramento da mamite clinica e
subclinica, a assisténcia veterinaria, a
higiene da ordenha, a anti-sepsia de tetas, a
utilizagdo da linha de ordenha, o tratamento
de casos clinicos e de vacas secas, a
manutengao da ordenhadeira e o descarte
de animais cronicamente acometidos pela
mamite. Observaram-se falhas com relacéo
as medidas analisadas na maioria das
propriedades estudadas, o que justificou os
elevados indices de mamite clinica e
subclinica e de contagens de células
somaticas observados.

Palavras-chave: mamite bovina, medidas de
controle, Brasil

ABSTRACT

The basic control mastitis measures were
studied in 35 dairy herds of southern Minas
Gerais-Brazil. The quick rural diagnosis
method was used employing interviews and
questionnaires. One  evaluated the
veterinary assistance, the monitoring of
clinical and subclinical mastitis, the hygiene
of milking, the use of teat anti-sepsis and
milking line, the treatment of clinical cases
and dry cows therapy, the maintenance of
milking machine and the disposal of animals
chronically affected by mastitis. Faults were
observed in evaluated measures in most of
studied herds, which justified high rates of
clinical and subclinical mastitis and elevated
somatic cell counts.

mastitis,  control

Key words: bovine

measures, Brazil

I. INTRODUCAO

A mamite bovina é a mais prevalente e uma
das mais onerosas doengas infecciosas que
afetam a industria leiteira mundial, causando
prejuizos estimados em 35 bilhdes de
ddlares anuais (Bradley, 2002; Vintov et al.,
2003).

Os programas classicos de controle de
infec¢des intramamarias (lIM), visam manter
escores de células somadticas abaixo de
200.000, menos de 2% de episddios clinicos
ao més e 85% de vacas livres de mamite
subclinica  (Muller, 1999). Programas
implantados por varias décadas em
rebanhos americanos e europeus se
baseiam na desinfec¢cdo de tetos antes e
apos a ordenha, no tratamento precoce de
casos clinicos, na terapia de vacas secas,
na higiene de ambiental e da ordenha, na
manutengdo peridédica do equipamento de
ordenha e no descarte de animais
cronicamente infectados (LeBlank et al,
2006). Como resultado destas medidas,
verificou-se a redugdo do nuimero de casos
clinicos de mamite e a reducgéo significativa
das contagens de células somaticas e das
taxas de infeccdo por patdgenos
contagiosos em rebanhos de diferentes
paises (Bradley, 2002).

Apesar de todos os avangos cientificos, a
eficiéncia do controle da mamite nos
rebanhos brasileiros tem sido baixa, porque,
na maioria dos rebanhos, as medidas de
controle se restringem quase que
exclusivamente ao tratamento de casos
clinicos.

Tendo em vista a relevancia econémica da
mamite bovina e as elevadas prevaléncias
normalmente observadas para a doenga
nos rebanhos da regido sul do Estado de
Minas Gerais, foi proposta a realizagao
deste trabalho com o objetivo de se avaliar
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a adogado de algumas medidas genéricas
para o controle da doencga.

Il. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para o estudo 35 rebanhos
leiteiros localizados em 19 municipios da
bacia leiteira da regido sul do Estado de
Minas Gerais, que apresentavam indices
predominantemente elevados de mamite
clinica e subclinica e de contagens de
células somaticas. O diagnéstico de mamite
subclinica foi realizado pelo Califérnia
Mastitis Test (CMT) e da mamite clinica pela
Prova da Caneca de Fundo Escuro (Teste
do Tamis), segundo Veiga (1998). A
contagem de células somaticas do leite do
tanque foi realizada por citometria de fluxo
(Somacount  500- Bentley-USA), no
Laboratorio de Qualidade do Leite da Escola
de Veterinaria da UFMG.

Utilizou-se a metodologia de Diagndstico
Rural Rapido (McCracken et al., 1988) para
o0 levantamento de dados das 35
propriedades. A coleta de informacdes
constou de entrevistas semi-estruturadas,
com base em roteiro definido, no qual o
entrevistador tinha a liberdade de incluir
novas questdes, para possiveis
desdobramentos das respostas dos
proprietarios e ordenhadores. Esse roteiro
contemplou questdes relacionadas com a
descricao do acompanhamento da dindmica
de ordenha e averiguagdo in loco dos
quesitos avaliados. Utilizou-se o critério de
intencionalidade para a obtengao de dados
de natureza qualitativa (Gil, 1991).

Foram avaliadas a seguintes medidas: a
assisténcia veterinaria regular e a insercéo
deste profissional no programa de controle
da mamite e melhoria da qualidade do leite;
0 monitoramento regular da mamite e
estratégias utilizadas; a higiene da ordenha,
incluindo condigdes de limpeza dos
equipamentos e a qualidade da agua; a
execugao diaria do teste Tamis e a conduta
nos casos positivos; a utilizagdo de anti-
sepsia de tetos e da linha de ordenha; o
tratamento de vacas secas e de casos
clinicos, avaliando-se critérios para escolha
dos produtos, tempo de tratamento e vias
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utilizadas; as condicbes gerais de
funcionamento da ordenhadeira e a
periodicidade de manutengao da mesma € o
descarte de animais cronicamente
acometidos pela mamite.

lll. RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagéo dos rebanhos utilizados, os
indices de mamite clinica e subclinica e as
respectivas CCST encontram-se na Tabela
1.

1-Assisténcia Veterinaria

Somente cinco (14,28%) dos proprietarios
declararam nao possuir qualquer assisténcia
veterinaria (Figura 1). Outras cinco
propriedades (14,28%) possuiam
assisténcia veterinaria regular, na qual o
controle e a prevengdo da mamite faziam
parte do leque de atuagdo do profissional.
Nestas, foram observados os menores
indices de mamite subclinica. Quanto aos
demais rebanhos (71,42%), embora os
proprietarios tenham declarado contar com
orientacdo veterinaria, esta se restringia ao
atendimento de casos clinicos emergenciais
e assisténcia nas areas de reproducéao e de
nutricdo, verificando-se pouca ou nenhuma
atuacdo do veterinario no programa de
controle da mamite.

A assisténcia regular de um profissional
qualificado €& condigcdo basica para a
estruturagdo de um programa eficiente de
controle para mamite bovina, tendo em vista
a complexidade e os prejuizos econémicos
ocasionados pela doenca. Os indices de
mamite e as estimativas de perdas de
producdo justificavam plenamente a
insercdo de um profissional capacitado a
lidar com a mamite nas propriedades
estudadas, o que certamente resultaria em
maior rentabilidade do empreendimento e
na melhoria da qualidade do leite produzido.
Falta, porém, conhecimento por parte dos
produtores para a dimensao dos prejuizos
ocasionados pela doenga e para os novos
quesitos de qualidade exigidos pela
legislagdo vigente.



2-Monitoramento regular do rebanho

A forma subclinica da mamite &,
economicamente, a mais relevante por
comprometer a produgdo do rebanho e
causar alteragdes na qualidade do leite
(Santos e Fonseca, 2007). Portanto, é
imprescindivel que seja feito seu
monitoramento permanentemente, o que
possibilita mensurar os prejuizos causados
e avaliar a eficiéncia das medidas de
controle implantadas (Lopes e Viana, 1996).
Sua incidéncia pode ser avaliada por meio
da realizagdo periddica do CMT ou pela
contagem de células somaticas individuais
(CCSIl) ou pela contagem de células
somaticas no leite do tanque (CCSLT). Além
das aplicacbes ja citadas, os registros dos
resultados de CMT e de CCSI véao dar
subsidios para outras medidas importantes
de controle da mamite, como por exemplo,
para a implantagdo da linha de ordenha e o
descarte de  animais cronicamente
acometidos.

Verificou-se que o monitoramento dos
indices de mamite subclinica era pratica
adotada em reduzido numero de
propriedades (Figura 2), sendo que 21
(60,00%), n&o realizavam nenhum tipo
monitoramento, seis (17,14%) faziam o
acompanhamento por meio da CCSLT,
enquanto oito (22,85%) faziam o
monitoramento mensal por meio da CCSI ou
CMT.

Para o monitoramento da mamite clinica,
emprega-se o teste Tamis. Este teste
permite o diagndstico e tratamento precoce
da mamite clinica, minimizando os riscos de
exacerbagédo dos sinais inflamatérios e de
lesbes do epitélio alveolar e de ductos
galactoforos. Aléem da maior probabilidade
de cura do animal acometido, o tratamento
precoce da mamite é uma importante
medida preventiva, diminuindo as chances
de cronicidade da infeccdo e a taxa de
eliminagdo de microrganismos pelo animal
acometido.

Dentre as propriedades analisadas, o teste
Tamis era realizado em 68,57% das
propriedades, entretanto, em  varios
rebanhos, a importdncia do teste era

negligenciada, sendo que, em alguns deles,
o teste ndo era executado em todas as
ordenhas e, em outros, animais positivos
passavam despercebidos ou quando
percebidos eram ordenhados normalmente,
nao havendo nenhuma preocupagdo com a
separagao do leite dos quartos acometidos
e/fou com a instituicdo do tratamento
precoce. Nos casos positivos no teste
Tamis, € importante que os animais sejam
separados e ordenhados ao final da
ordenha, evitando-se a contaminagdo do
equipamento. Também €& de suma
importancia que o leite deste animal, ou
pelo menos do quarto acometido, ndo seja
misturado com o leite do tanque, evitando-
se a elevagao da CCSLT.

3-Higiene da ordenha

O ordenhador ¢é certamente um dos
principais elos dentro de um programa de
controle da mamite e de melhoria da
qualidade do leite, pois dele depende a
execucdo de todas as medidas que irdo
levar ao controle da doenga. Por isso, é
fundamental que esta atividade seja
exercida por uma pessoa que possua bons
habitos higiénicos e boa escolaridade, e que
sua participacdo no programa de controle
seja estimulada através de treinamentos e
cursos de reciclagem (Lopes e Viana, 1996).
Embora ndo quantificada, a baixa
escolaridade e qualificagao dos
ordenhadores foi um problema marcante na
maioria das propriedades estudadas, o que
dificultava a implantagdo das medidas de
controle da mamite e de melhoria da
qualidade do leite.

A agua é um dos principais elementos no
processo de limpeza, na rotina de um
estabelecimento leiteiro. Contudo, para sua
utilizacdo, é necessario que tenha boa
qualidade microbioldgica e fisico-quimica, o
que deve ser atestado por analises
periddicas. No presente estudo, verificou-se
que a avaliagdo da qualidade da agua
utilizada nas atividades de ordenha era
realizada por uma pequena parcela de
proprietarios (5,71%). Em 82,85% das
propriedades, a agua era procedente de
minas ou pogos rasos e era utilizada sem
nenhum tratamento ou avaliagao prévia de
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qualidade. Nos seis rebanhos nos quais a
agua era oriunda de pogos artesianos,
somente dois dos proprietarios relataram
fazer a avaliacdo semestral da qualidade
fisico-quimica e microbiolégica. Segundo
Smith e Hogan (1992) e Costa et al.
(1998a), a avaliagdo da qualidade
microbiolégica da agua utilizada nas
atividades de ordenha é essencial para a
prevengdo de mamites ocasionadas por
agentes ambientais, principalmente
coliformes e Pseudomonas spp.

A dureza e alcalinidade da agua podem
influenciar na eficiéncia do processo de
lavagem e sanitizacdo do equipamento de
ordenha. Em propriedades onde a 4gua tem
uma dureza muito elevada, € comum a
formagao de pedras de leite na tubulagado e
unidades de ordenha, possibilitando a
manutencdo de patégenos ambientais e
contagiosos no equipamento, 0s quais
podem vir a infectar os animais no momento
da ordenha e também a alterar a qualidade
microbiolégica do leite ordenhado. Agua
com dureza elevada requer maiores
quantidades de sanitizantes e de detergente
acido, majorando o custo do processo de
limpeza (Santos e Fonseca, 2007).

Grande parte das propriedades (57,15%)
apresentou problemas quanto aos
protocolos de limpeza e de sanitizagdo do
equipamento de ordenha. A utilizagcdo de
agua fria em todas as etapas de lavagem,
diluigbes empiricas de solugdes de
detergentes improéprios para o equipamento
foram os erros mais comuns. Também foi
constatada a presenca de pedras de leite
em alguns equipamentos, indicando
irregularidades com relagao a utilizagdo do
detergente acido, e a presenca de crostas
de gordura em unidades de ordenha, linhas
de leite e copos coletores. A correta
higienizacdo do equipamento de ordenha é
imprescindivel para o controle da mamite
contagiosa e para preservar a qualidade
microbiolégica do leite ordenhado.

4-Limpeza e anti-sepsia de tetos
O principal objetivo da anti-sepsia pés-

ordenha €& eliminar os patdégenos que
infectam o teto no momento da ordenha e
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entre as ordenhas, prevenindo a infecgdo do
canal e consequentemente do tecido
secretor (Pyorala, 2002). Segundo Hillerton
(1996), a desinfecgdo pds-ordenha reduz a
populagao bacteriana da pele da teta em até
mil vezes e a eficiéncia da medida pode ser
avaliada pelo nivel de infecgdo do rebanho
pelo Corynebacterium bovis. Boddie et
al.(1997) verificaram que solug¢des contendo
0,5% de clorexidina reduziram as novas |IM
por Staphylococcus aureus em 73,2% e por
Streptococcus  agalactiae em  53,9%,
enquanto solugdes contendo 1% de
iodophor reduziram as populagdes destes
microrganismos respectivamente em 75,6%
e 53,5%.

Devido ao baixo custo da medida e a sua
efetividade na redugdo de novas infecgoes,
principalmente por patdgenos contagiosos
(Costa et al.,1999), a anti-sepsia de tetos
antes e apds a ordenha deveria ser adotada
em 100% das propriedades, contudo,
observou-se que a medida era adotada em
apenas 57,14% dos rebanhos, sendo que
nos demais rebanhos a medida ndo era
utilizada ou se utilizava somente o pos-
dipping (Figura 3). Além disso, observou-se,
em algumas propriedades, o uso incorreto
da anti-sepsia prévia a ordenha, fazendo-se
a anti-sepsia de tetos excessivamente sujos
de barro e/ou fezes e a n&o observancia do
tempo minimo de 30 segundos para que a
solugdo atuasse. A lavagem, no caso de
tetas sujas de fezes ou barro, & importante
para garantir a eficiéncia do anti-séptico,
além de estimular a descida do leite.
Verificou-se também em alguns rebanhos a
utilizagdo de solugdes caseiras de
hipoclorito de sédio e a diluigdo excessiva
das solugdes anti-septicas, o que pode
interferir na eficiéncia desta medida de
controle.

5-Implementagao da linha de ordenha

A linha de ordenha consiste em ordenhar,
primeiro, vacas primiparas que geralmente
sao as que apresentam as menores taxas
de infecgdo, ordenhando-se a seguir as
vacas multiparas sadias, seguidas pelas
vacas com histérico de CCSI elevadas e,
por fim, as vacas acometidas de mamite
clinica (Santos e Fonseca, 2007). Tem sido



demonstrado que em rebanhos positivos
para Staphylococcus aureus, apos a
ordenha de um animal infectado, a unidade
de ordenha se constitui em veiculo para a
infeccdo de cerca de seis outros animais
que vierem a ser ordenhados a seguir
(Myllys et al., 1994), o que demonstra a
importancia desta pratica para o controle de
novas infecgbes ocasionadas por agentes
contagiosos. No entanto, para a
implantagdo desta medida, é preciso que se
disponha de um recurso de monitoramento
individual dos animais, como o CMT ou a
CCSL.

Observou-se que a linha de ordenha era
utilizada em apenas 28,57% das
propriedades e que, em alguns rebanhos,
os lotes formados por novilhas e por vacas
recém paridas eram os ultimos a serem
ordenhados. Mesmo nao se dispondo de
recursos adequados para a identificagdo de
animais cronicamente acometidos,
recomenda-se constituir um lote de vacas
primiparas, que geralmente apresentam os
menores indices de mamite subclinica, que
deve, portanto, ser ordenhado primeiro.
Quanto as vacas recém paridas, que se
encontravam na fase colostral, o ideal seria
que fossem ordenhadas por ultimo, mas
apos criteriosa limpeza e desinfecgdo das
unidades de ordenha.

Na pratica, a implantacdo da linha de
ordenha é dificultada pela necessidade de
se dispor os animais em lotes de acordo
com a produgdo, visando lhes fornecer
dietas adequadas as suas exigéncias
nutricionais, o que justificava a n&o
utilizagcdo da medida por parte de alguns
produtores, especialmente nos rebanhos
maiores. Uma alternativa para contornar
este problema seria a implantagao da linha
de ordenha baseada nos dados da CCSI
mensal dentro dos lotes de produgao,
realizando-se a lavagem e desinfec¢do das
unidades de ordenha entre os diferentes
lotes.

6-Tratamento de casos clinicos
Em todas as propriedades se fazia o

tratamento de casos clinicos, porém
verificaram-se inadequagdes quanto a esta

medida de controle em 100% dos rebanhos.
As nao conformidades observadas que
constituem as causas mais comuns de
insucesso no tratamento das mamites
foram:

-Tratamento empirico: em nenhum dos
rebanhos estudados era usual a
determinagcdo da etiologia e perfil de
sensibilidade antibidtica dos agentes
previamente a medicagdo dos animais. A
escolha dos antibidticos deve ser
fundamentada no perfil de sensibilidade
antibidtica do microrganismo, pois
microrganismos de uma mesma espécie
podem ter perfis diferentes de sensibilidade
antibiética. Além disto, quando se seleciona
um medicamento para o tratamento de [IM
devem ser considerados o tempo de
caréncia, a posologia adequada e a
distribuicdo do mesmo dentro da glandula
mamaria (Gruet et al., 2001).

-Posologia inadequada: na maioria das
propriedades, o tempo de tratamento de
casos clinicos era inferior ao recomendado,
0 que pode ocasionar o agravamento do
quadro clinico, a cronificacdo do processo
infeccioso e o aparecimento de resiténcia
aos antibidticos. O tratamento de casos
clinicos consiste em se fazer a aplicacéo de
antibidticos por via intramamaria por um
periodo minimo de trés dias, em intervalos
de 12-24 horas. Casos clinicos mais graves,
com reacgao inflamatéria muito intensa,
devem ser tratados por via sistémica e local,
inclusive com a utilizacao de
antiinflamatorios associados aos
antibidticos, observando-se um periodo
maior de tratamento (Brito e Brito, 1998).

-Vias inadequadas: verificou-se, em
diversos rebanhos, que o tratamento era
feito somente pela via local, independente
da gravidade do quadro clinico. A utilizagéao
somente da via local € recomendada para
0s casos mais brandos, normalmente casos
subagudos. Nos casos onde a reagéo
inflamatéria € mais intensa, recomenda-se a
utiizacdo do tratamento pela via
intramamaria e por via sistémica (Owens e
Nickerson, 1989; McKellar, 1991).
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7-Tratamento de vacas secas

A taxa de novas infecgbes intramamarias
aumenta sensivelmente logo apdés a
secagem e permanece elevada ao longo
das trés primeiras semanas de involugao
uterina. Neste periodo, a vaca encontra-se
mais susceptivel a infeccdo devido ao
estresse gestacional e alteracoes
metabolicas. Cerca de 40% das infecgdes
se dao nas primeiras duas semanas apos a
secagem, € na auséncia do tratamento de
vacas secas, 10-15% dos quartos irdo se
tornar infectados nesse periodo (Owens e
Nickerson, 1989; Santos e Fonseca, 2007).
Deste modo, o periodo seco € o momento
ideal para se fazer o tratamento dos
animais, uma vez que o antibidtico
permanece em alta concentracéo por longos
periodos na glandula mamaria dos animais
em tratamento, possibilitando altas taxas de
cura de infecgdes remanescentes da ultima
lactacao, ao mesmo tempo em que previne
novas |IM (Zeconi et al, 1995). Outra
vantagem é que o tratamento nessa ocasido
nao requer o descarte de leite devido a
presencga de antibioticos.

Em 100% das propriedades estudadas
patégenos contagiosos foram
predominantes, o que justificava a adogao
do tratamento de vacas secas como
alternativa de controle. No entanto,
observou-se que 57,14% dos produtores
nao utilizavam a medida e que parte destes
empregava-na seletivamente (Figura 4),
tratando-se exclusivamente vacas secas
com histérico de mamite clinica ou de
CCSls elevadas na lactagdo anterior.
Verificou-se, a semelhanga do problema
verificado quanto ao tratamento de casos
clinicos, que o tratamento de vacas secas
era realizado de forma empirica, sem que se
fizesse a determinacdo dos perfis
etiologicos e de sensibilidade antibidtica dos
patdgenos presentes no rebanho.

8-Descarte de animais cronicamente
infectados

Observou-se que somente 14,28% das
propriedades dispunham de um programa
de identificacdo e de descarte de animais
cronicamente acometidos pela mamite.

102

A adogao desta medida é fundamental para
a reducdo de infeccbes por patdégenos
contagiosos, conduzindo rapidamente a
uma reducdo na taxa de mamite clinica,
permitindo também reduzir a CCSLT, ja que
vacas cronicamente infectadas contribuem
com 10-12% da CCSLT (Hillerton, 1996). De
acordo com Nickerson (1993), 40% dos
casos de mamite de um rebanho se
manifestam em cerca de 7% das vacas e
cerca de 50% do leite descartado em fungao
de tratamentos com antibidticos &
proveniente de vacas cronicamente
infectadas. Esses dados demonstram a
importancia que os animais cronicamente
infectados tém como reservatérios de
patdbgenos para os demais animais do
rebanho, bem como a contribuicdo dos
mesmos para as alteragdes na qualidade do
leite, principalmente no que se refere as
contagens de células somaticas. Assim,
apesar do  6nus relacionado  ao
monitoramento sistematico do rebanho, a
identificagdo de animais cronicamente
infectados e sua segregacdo ou descarte
constituem medidas importantes para se
reduzir novas infecgdes ocasionadas por
patdgenos contagiosos e melhorar a
qualidade do leite.

9-Manutencgao da ordenhadeira

A ordenhadeira mecénica € imprescindivel
em rebanhos de produgdo intensiva,
contudo a transigdo da ordenha manual
para a mecanizada favoreceu sobremaneira
as IIM provocadas por patdégenos
contagiosos (Myllys et al, 1994). A revisao
periédica do equipamento permite detectar
e sanar oportunamente falhas que possam
prejudicar seu funcionamento, eliminando
assim uma das principais causas de mamite
e de alteragdes na qualidade do leite.

A manutencdo regular do equipamento de
ordenha era uma medida de controle
negligenciada por 71,43% dos produtores,
geralmente  realizada em intervalos
irregulares ou somente quando ocorriam
quebras do equipamento. Destas
propriedades, somente seis apresentavam o
equipamento em condigbes satisfatorias de
acordo com os quesitos avaliados, enquanto
nas demais, 19 propriedades (54,28%), o



equipamento apresentava sinais evidentes
de desgaste e falhas de funcionamento. Os
problemas mais comuns foram o desgaste
de insufladores, pulsadores desregulados,
pressdao de vacuo inadequada e baixa
capacidade de vacuo, constatados em
grande parte dos equipamentos (Figura 5).

O mau funcionamento e utilizagdo da
ordenhadeira mecéanica, principalmente no
que diz respeito a pressdo elevada de
vacuo e sobreordenha, afeta a integridade
do esfincter da teta, propiciando o aumento
da ocorréncia da mamite, principalmente da
contagiosa (Costa,1998). Irregularidades
quanto ao funcionamento do equipamento
de ordenha também podem ocasionar perda
de integridade da camada de queratina. A
importancia desta barreira foi demonstrada
experimentalmente por Capuco et al. (1992),
quando verificaram que animais que tinham
a queratina dos tetos removida
mecanicamente se tornavam mais

susceptiveis a |IM por Streptococcus
agalactiae.

Segundo Santos e Fonseca (2007) a
checagem do equipamento de ordenha
deve incluir a relagdo de pulsagéao, taxa de
pulsagéo, pressao mandmetro central e nas
unidades de ordenha, condi¢cdes gerais de
higiene geral antes de iniciar a ordenha,
condigdes gerais das borrachas, sobretudo
daquelas que entram em contato com o
leite, e a capacidade de reserva de vacuo
do sistema.

IV. CONCLUSAO

Observaram-se falhas com relacdo as
medidas basicas de controle e de
prevengdo da mamite na maioria das
propriedades estudadas, o que justificou os
elevados indices de mamite clinica e
subclinica e as elevadas contagens de
células somaticas observadas.
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Tabela 1. Dados sobre manejo, indices de mamite clinica (IMC) e subclinica (IMSC) e
contagens de células somaticas no leite do tanque (CCSLT) de 35 rebanhos leiteiros do sul de
Minas Gerais, no periodo de marco de 2004 a dezembro de 2006

Rebanho Manejo Utilizado IMSC (%) IMC (%) CCSLT
9 Confinamento total 50 0 325
26 Confinamento total 43,56 4,54 336
3 Free-stall 58,75 25 1.471
7 Free-stall 66,66 3,57 484
8 Free-stall 17,42 4,54 149
28 Free-stall 36,98 8,21 420
4 Semi-confinado 62,26 6,6 651
11 Semi-confinado 51,92 9,79 656
14 Semi-confinado 80,55 19,44 1.809
15 Semi-confinado 47,8 15,78 548
18 Semi-confinado 22,4 6,25 415
20 Semi-confinado 30,26 6,86 201
24 Semi-confinado 67,3 6,15 1.284
30 Semi-confinado 69,75 12,9 1.314
31 Semi-confinado 34,16 10 969
32 Semi-confinado 27,13 6,53 2.277
33 Semi-confinado 40 10 533
34 Semi-confinado 63,57 5,71 1.200
1 A pasto 65,13 15,78 1.178
2 A pasto 41,24 11,11 468
5 A pasto 57,95 4,54 678
6 A pasto 60,32 6,25 304
10 A pasto 58,59 9,37 1.008
12 A pasto 76,58 6,34 1.182
13 A pasto 70,2 18,36 1.000
16 A pasto 85,45 16,36 1.702
17 A pasto 53,88 4,44 1.010
19 A pasto 50 18,51 532
21 A pasto 69,61 9,41 1.956
22 A pasto 35,41 22,22 927
23 A pasto 54,6 28,57 3.181
25 A pasto 53,16 2,53 790
27 A pasto 17,14 1,9 336
29 A pasto 71,83 1,4 465
35 A pasto 35,66 7,35 750
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O Sem assisténcia
[ Assist. para mamite e qualidade do leite
1 Asssisténcia outras areas

Figura 1. Distribuicdo percentual de 35 propriedades leiteiras da regiao sul do estado de Minas
Gerais de acordo com o tipo de assisténcia veterinaria, no periodo de janeiro de 2004 a
dezembro de 2006

O Nao realiza @ CCST [JCCSI ou CMT

22,85%

Figura 2. Distribuicdo percentual de 35 propriedades leiteiras da regido sul do estado de Minas
Gerais de acordo com a forma de monitoramento da mamite subclinica, no periodo de janeiro
de 2004 a dezembro de 2006
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@ Pré e pos-dipping W Sem pré e pos-dipping [0 Somente pos-dipping

51,42%

Figura 3. Distribuicdo percentual de 35 propriedades leiteiras da regido sul do estado de Minas
Gerais de acordo com utilizagdo do pré e pos-dipping, no periodo de janeiro de 2004 a
dezembro de 2006

O Sim (Padrao) @ Sim (seletivo) [ Nenhum

Figura 4. Distribuicdo percentual de 35 propriedades leiteiras da regido sul do estado de Minas
Gerais de acordo com a utilizagdo do tratamento de vacas secas, no periodo de janeiro de
2004 a dezembro de 2006
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[gPulsadores desregulados [l Baixa reserva de vacuo
OInsufladores com desgaste [0Vazamento na bomba de vacuo

m@Manometro central quebrado g Presséo de vacuo inadequada

14,28%

e

Figura 5: Problemas mais comuns constatados nos equipamentos de ordenhas de 35
propriedades leiteiras da regido sul de Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2004 a
dezembro de 2006
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3. CONCLUSOES GERAL

Verificou-se o predominio da mamite
contagiosa nos rebanhos estudados, tendo

Staphylococcus coagulase positivos,
Streptococcus agalactiae, Corynebacterium
bovis e Staphylococcus  coagulase

negativos como o0s principais agentes
envolvidos.

A mamite de origem ambiental apresentou
importancia  secundaria.  Streptococcus
uberis e bacilos gram-negativos foram os
principais agentes envolvidos nestes casos.

Os microrganismos mais frequentemente
isolados foram associados
predominantemente com a forma subclinica
da mamite.

Staphylococcus coagulase positivos e
Streptococcus  agalactiae  foram  os
microrganismos mais  freqUentemente
envolvidos nos casos clinicos e subclinicos
de mamite. Agentes ambientais e
Streptococcus agalactiae  apresentaram
maior associagdo com quadros clinicos em
relagao aos demais patdgenos isolados.

Estudos genotipicos e fenotipicos
demonstraram que, apesar da grande
diversidade populacional de Staphylococcus
aureus envolvidos na etiologia da mamite
bovina, existem clones predominantes, de
grande similaridade genética, que
respondem pela maioria das infecgdes e
que estes foram comuns aos rebanhos da
regido estudada. Nao se verificou a
existéncia de associacdo entre os tipos
predominantes observados na PCR-RFLP
ou antibiograma com a forma de
apresentacao da mamite.

Leveduras apresentaram, em geral, pouca
expressao na etiologia de 1IM nos rebanhos
estudados. Candida foi o género
predominante, verificando-se grande
variagdo quanto as espécies envolvidas e
quanto as taxas de infeccdes observadas
entre os diferentes rebanhos.

Verificaram-se falhas nas medidas basicas
de controle da mamite na maioria dos
rebanhos analisados, o que justificou os
elevados indices de mamite clinica e
subclinica e as elevadas contagens de
células somaticas observadas. Estes
resultados demonstraram, por parte dos
produtores, o desconhecimento do impacto
econdmico da mamite bovina e dos novos
quesitos de qualidade vigentes, o que
aponta a necessidade de uma atuagdo mais
incisiva por parte dos demais segmentos
envolvidos no agro-negécio do leite, uma
vez que os problemas observados nos
estabelecimentos de produgédo repercutem
em toda cadeia produtiva do leite.
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