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RESUMO

MONITORAMENTO DA INFLUENCIA DE MEDIDAS TERAPEUTICAS E HIGIENICO-
SANITARIAS SOBRE A ETIOPATOGENIA E A PRODUCAO LEITEIRA EM UM

REBANHO LEITEIRO DE TAQUARA, REGIAO DO VALE DO RIO DOS SINOS, RS.

A mastite bovina é comprovadamente um dos maiores problemas atuais da pecuaria
leiteira no Brasil ¢ no mundo, acarretando 6nus aos produtores, a industria ¢ ao consumidor
final. Numa propriedade leiteira do municipio de Taquara, Rio Grande do Sul, Brasil, diversas
medidas terapéuticas e higi€nico-sanitarias foram introduzidas com o objetivo de monitorar
sua influéncia sobre a produgdo leiteira e a etiopatogenia dos agentes envolvidos nos casos de
mastite. No inicio dos trabalhos, em 1990, mais de 70% dos animais apresentavam pelo
menos um quarto mamario com mamite clinica, sendo que ao final do estudo, em 2002,
nenhum caso clinico da enfermidade foi relatado, tendo sido eliminado completamente
agentes como Streptococcus agalactiae, Arcanobacterium pyogenes e Nocardia spp. O
conjunto de medidas introduzidas elevou a produgdo/dia da propriedade em mais de 600%,
melhorando a qualidade genética e sanitaria do rebanho. Apesar de ainda existirem casos
esporadicos de mamite subclinica, as mudancgas favoreceram na identificagdo de problemas ou

falhas no processo, possibilitando medidas rapidas e eficazes de controle e tratamento.



ABSTRACT

MONITORING OF THE INFLUENCE OF THERAPEUTIC AND HYGIENIC-SANITARY
MEASURES ABOUT ETIOPATOGENY AND THE MILKING PROCESS IN A DAIRY HERD

OF TAQUARA, VALE DO RIO DOS SINQS, RS.

The bovine mastite is one of the largest problems of dairy herds in Brazil and all over
the world, resulting in losses to producers, to industry and the final consumer. In a dairy herd
of the district of Taquara, Rio Grande do Sul, Brazil, several therapeutic and hygienic-
sanitary measures were introduced with the objective of monitoring the influence on the
milking process and the etiopatogeny of the agents involved in cases of mastitis. In the
beginning of the study, in 1990, more than 70% of the animals presented at least one
mammary quarter with clinical mastitis, and at the end of the study, in 2002, no clinical cases
of the illness was related, having been completely eliminated agents as Streptococcus
agalactiae, Arcanobacterium pyogenes and Nocardia spp. The group of introduced measures
elevated the production of the property, per day, in more than 600%, improving the genetic
and sanitary quality of the flock. In spite of sporadic cases of subclinical mamitis that still
exist, the measures provided a support in the identification of problems or flaws in the

process, making possible fast and effective action of control and treatment.



1 INTRODUCAO

Tem sido demonstrado que os programas para melhorar a qualidade do leite e reduzir a
mastite resultam em aumento da produtividade dos produtores e em maior lucratividade para
todos os segmentos da cadeia laticinista. Essas melhorias sdo geralmente o resultado de: (a) o
aumento da produgdo de leite e da produtividade de cada animal; (b) a dinamizagdo do
mercado pela possibilidade de elaboragdo de derivados de alta qualidade; e (c) a
implementagdo de principios de qualidade que garantam melhorar a imagem tanto da industria
local quanto nacional.

E necessario, portanto, investigar os fatores técnicos, econdmicos e gerenciais
relacionados a melhoria da qualidade do leite, para que se possa organizar com mais
seguran¢a a melhor forma de monitoramento dos rebanhos e garantir a lucratividade dos
produtores.

Este trabalho tem como objetivo identificar as agdes terapéuticas e higi€nico-sanitarias
que possam ter influenciado na prevaléncia da mastite bovina e suas conseqiiéncias na
produtividade do rebanho leiteiro através da comparacdo observada entre os periodos de
1990-1995 e 2002.

As informagdes geradas poderdo contribuir para o aprimoramento dos programas de

controle adaptaveis a realidade de rebanhos leiteiros similares ao estudado.



2 CARACTERIZACAO E IMPORTANCIA DO PROBLEMA

O controle da mastite bovina requer aten¢ao simultanea a varios fatores relacionados
ao animal (ENEVOLDSEN et al. 1995), aos agentes ¢ ao ambiente (SCHKKEN et al., 1991;
BARTLETT et al., 1992; GOLDBERG et al., 1992; FENLON et al., 1995; WILSON et al.,
1997, BARKEMA et al., 1998) e que podem ser responsaveis, individualmente ou em
conjunto, pela incidéncia e severidade da doenca nos rebanhos. Um componente essencial do
controle ¢ o programa de monitoramento adotado (HONKANEN-BUZALSKI et al., 1995).
Normalmente esses programas compreendem um sistema de vigilancia, que visa detectar a
doenga o mais cedo possivel e um protocolo de monitoramento, que permite identificar as
alteragdes ocorridas no rebanho ou no quadro da doenga (KELTON et al., 2000). O sistema
de vigilancia depende de fatores como tamanho e particularidades do rebanho, objetivos do
produtor, forma de obtengdo de dados e apoios laboratorial e técnico (BRITO et al., 1999).

Os dados referentes as infecgdes subclinicas, consideradas como sendo 15 a 40 vezes
mais freqiientes que as manifestagdes clinicas da doenga (PHILPOT et al., 1991), sdo
normalmente obtidos usando-se métodos laboratoriais que detectam a presenga da infec¢ao ou
alteracdes inflamatorias, desde que sejam obtidos dados relevantes dos animais ou do
rebanho. Os métodos mais usados com essa finalidade sdo a contagem de células somaticas
(CCS) e os que detectam o problema junto ao rebanho, dentre eles, o California Mastitis Test
(CMT) (HILLERTON, 2000). Ja para as formas clinicas, as informagdes sdo uteis quando
obtidas através de medidas de incidéncia, em que é possivel se registrar o nimero de novos
casos em um determinado periodo de tempo (HONKANEN-BUZALSKI et al., 1995).

A qualidade do leite é determinada por aspectos de composi¢do e de higiene. A
qualidade composicional ¢ influenciada principalmente pela alimentagdo, manejo, patrimonio

genético e raca, enquanto os parametros higiénicos sdo decisivos para a seguranca do
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alimento, ¢ podem, também, influenciar a composi¢ao do leite. Isso ¢ evidente em animais
com problemas de mastite, que normalmente apresentam numeros elevados de células
somaticas (células de defesa, especialmente leucdcitos e macrofagos que migram da corrente
circulatoria para a glandula mamaria) no leite (HEESCHEN, 1996). A inflamacao da glandula
mamaria ¢ os distirbios da secrecdo causam alteracdes na composicao e nas propriedades
fisico-quimicas do leite (SANDHOLM et al., 1986). Essas mudangas sdo significativas tanto
sob o aspecto nutricional quanto tecnoldgico, uma vez que componentes do leite como
proteinas, gordura e lactose sao alterados.

Dependendo do numero de células somadticas, a composicdo do leite, a atividade
enzimatica, o tempo de coagulagdo e a produtividade e qualidade dos derivados lacteos, sao
influenciados negativamente (KITCHEN, 1981; MUNRO et al., 1984). Altas contagens de
células somaticas (CCS) sdo associadas a redugdes da producdo de leite e dos teores de
caseina, gordura e lactose (BRAMLEY et al., 1996). Além disso, sdo responsabilizadas por
interferéncia na producdo de leite condensado ou evaporado, no rendimento de queijos e
outros produtos e reducdo da vida de prateleira (KITCHEN, 1981). Com exce¢do de variagdes
diarias normais, poucos outros fatores, além do carater infeccioso tém impacto significativo
sobre a CCS do leite de animais individuais (HARMON, 1994; SALONIEMI, 1995). Dessa
forma, os programas para reduzir a CCS dos rebanhos leiteiros sdo relacionados tanto aos
programas de prevencao e controle da mastite quanto aos de melhoria da qualidade do leite.

O monitoramento (aqui definido como a avaliagdo regular e constante com o objetivo
de identificar mudangas) do rebanho, ou de atividades especificas dentro do rebanho, ¢ um
processo indispensavel para que o investimento realizado pelo produtor rural tenha
rentabilidade (SHEARER et al., 1992). No monitoramento de rebanhos ¢ essencial a

existéncia de um sistema em que o fazendeiro € ou o técnico possam reconhecer quando
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surgem problemas ou quando mudangas devem ser implementadas (RADOSTITIS et al.,
1994).

Ha necessidade, por outro lado, que os produtores de leite obtenham retorno
econdmico pelos investimentos realizados. A melhoria da qualidade do leite depende, em
grande parte, do controle das infecgdes da glandula mamadria que resultam em mastite e que
sdo responsaveis, na pratica, por aumentos substanciais das contagens de células somaticas do
leite. Depende, ainda, de mudangas na forma de gerenciamento dos rebanhos, especialmente
em relagdo a adocdo de praticas de manejo adequadas ¢ adogdo de principios higiénicos na
obtencdo, armazenamento e transporte do leite. Para que ocorram essas mudangas, sdao
necessarias mudangas de atitude do produtor e um dos caminhos é o reconhecimento das
vantagens econOmicas advindas da ado¢do das medidas preconizadas. Essas informagdes
devem ser geradas considerando-se a situagdo particular de cada pais ou regido, porque elas
ndo sdo transferiveis de um pais para outro.

Diante do exposto acima, fica evidenciada a necessidade da investigagcdo dos varios
fatores relacionados a melhoria na qualidade do leite, ¢ aumento da produgdo leiteira
tomando-se como base o estudo analitico oriundo dos dados obtidos ao longo de alguns anos

de monitoramento de um rebanho leiteiro.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Conforme recente levantamento da producao cientifica brasileira sobre mastite bovina
(BRITO et al., 1996), a parte relativa a identificagdo dos agentes etiologicos da mastite bovina
ja vem sendo efetuada desde longa data em diversas bacias leiteiras, como pode ser verificado
através de diversas publicacdes (LANGENEGGER et al., 1970; HARROP et al., 1975;
FERREIRO et al., 1981; FERREIRO et al., 1985; NADER FILHO et al., 1985; LANGONI et
al., 1991; COSTA et al., 1995; BRITO et al., 1999).

Entretanto, nas duas ultimas décadas, os critérios para defini¢do da qualidade do leite
cru mudaram consideravelmente para atender demandas da industria e dos consumidores. De
acordo com Korhonen (1997) essas mudangas podem ser atribuidas a varios fatores:
condigdes de produgao de leite na propriedade rural (alimentagdo, genética, higiene, controle
de mastite, resfriamento do leite); tecnologias usadas no processamento do leite (leite UHT),
demandas do consumidor por alimentos mais saudaveis (redugdo de gordura, colesterol e
lactose, aumento de calcio, produtos mais ricos em proteina); mudangas nos padrdes nacionais
e internacionais e nas legislagdes relacionadas aos produtos lacteos e o desenvolvimento de
procedimentos e métodos laboratoriais.

As demandas citadas visam especialmente adequar os produtos lacteos aos requisitos
de seguranca alimentar e de qualidade exigidos para o consumo humano e o rendimento
industrial (HURST, 1993). As exigéncias do consumidor, que determinam em ultima anélise,
o sucesso da industria como um todo, incluem: alta qualidade higiénica, alto valor nutritivo e
garantia das propriedades organolépticas tipicas (HEESCHEN et al., 1995). Esses requisitos
devem ser atendidos pelo leite cru, pois nenhum processamento industrial ¢ suficiente par
melhorar o leite se ele ndo tem qualidade. Produzir leite com qualidade e garantir que a
qualidade se mantenha apods o leite deixar a fazenda ¢ o maior desafio que a industria

laticinista enfrenta em todas as regides produtoras.
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O desenvolvimento e a implementagdo de programas efetivos de controle da mastite
bovina foram facilitados pela melhor compreensio da epidemiologia da doenga,
especialmente na sua forma subclinica. O controle dos agentes responsaveis pelas infecgdes
subclinicas depende da implementacdo de um conjunto de medidas, conhecido como o
programa dos cinco pontos, que foi desenvolvido por investigadores britdnicos e voltado
especialmente para o manejo da ordenha (BRAMLEY et al., 1984). O relativo fracasso dessas
medidas para o controle das infec¢des causadas pelos patogenos "do ambiente" indicaram a
necessidade de se ampliar o conjunto de medidas considerando o ambiente ¢ 0 manejo no
intervalo entre ordenhas (BARTLETT et al., 1992; SMITH et al., 1993; BARKEMA et al.,
1998; BRITO et al., 1999).

Estudos epidemiologicos analiticos sdo uteis para aprimorar os programas de controle
da mastite que resultam na redu¢do da inflamagdo do ubere dos animais e, consequentemente,
na redugdo da CCS dos rebanhos (HUTTON et al., 1990; WILSON et al., 1997, BARKEMA
et al., 1998). Varios estudos apontam fatores ligados aos procedimentos de ordenha e outros
ligados ao manejo dos animais que permitem alcangar o objetivo de produzir leite com baixa
CCS (TARABLA et al., 1990; AGABRIEL et al., 1997). Outros estudos apontam diferengas
marcantes de manejo ¢ de atitude da mao-de-obra entre rebanhos com baixa e alta CCS
(HUTTON et al., 1990, FENLON et al., 1995), sendo evidenciada a importancia do
detalhamento das operagdes, o que poderia explicar diferencas entre resultados obtidos por
diferentes investigadores quando usam os mesmos procedimentos (HUTTON et al., 1990).

Nos proximos anos espera-se crescimento da demanda junto aos produtores para
produzir leite com mais qualidade, especialmente do ponto de vista da seguranca alimentar.
No Brasil, pela primeira vez, estardo sendo incorporadas na legislagdo exigéncias sobre niveis
de células somaticas. Procedimentos que permitem a redugdo da CCS do leite de rebanhos sao

conhecidos e amplamente adotados nos paises de industria leiteira desenvolvida e sdo os
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mesmos referidos acima para o controle da mastite subclinica (FENLON et al., 1995;
AGABRIEL et al., 1997, BARKEMA et al., 1998). Informagdes sobre o manejo adotado em
rebanhos com alta e baixa CCS no Brasil sdo praticamente inexistentes, parcialmente em
razdo da introdugdo recente de equipamentos automatizados que permitem o
acompanhamento de rebanhos ¢ o exame de grande numero de amostras em curto espago de
tempo. Por outro lado, tem havido um aumento da profissionaliza¢ao do setor, como pode ser
verificado pelo aumento da producdo de leite no pais nos tltimos dez anos, com aumento do
uso de equipamentos de ordenha e outros.

A necessidade de investimento em programas para melhorar a qualidade do leite cru
antes que ele seja retirado da fazenda é reconhecida (HEESCHEN, 1996; GODKIN, 1998;
SMITH et al., 1998; WELLS et al., 1998). Especialistas dos Estados Unidos vém chamando a
atencdo nos ultimos anos para a necessidade de aumentar a competitividade dos produtos
lacteos americanos em relagdo aos europeus, especialmente em termos dos limites de CCS. A
previsdo de alguns desses especialistas, ¢ que, em longo prazo, o Brasil tera condi¢des de
passar de importador para exportador de leite e derivados lacteos, competindo por mercados
com os Estados Unidos. Essa competi¢do, entretanto, s6 sera possivel quando o leite cru
produzido no Brasil atender critérios de qualidades exigidos internacionalmente.

Formas e maneiras de monitoramento da qualidade do leite devem ser disponibilizadas
aos produtores por organismos de fiscalizacdo do Ministério da Agricultura e Secretarias de
Agricultura estaduais ¢ municipais, cooperativas ou industrias de laticinios, laboratorios de
diagnéstico e de controle de qualidade oficiais ou privados, veterindrios e outras fontes. Os
objetivos dessas diferentes fontes ou organiza¢des podem variar, mas, em geral, devem buscar
proteger a saude publica, oferecer meios de monitoramento da qualidade do produto e indicar

o estado da satde do tibere dos animais (SHEARER et al., 1992; BRITO et al., 2001).
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4 MATERIAL E METODOS:

4.1  Populacdo Estudada

Para o estudo proposto foi selecionado o rebanho leiteiro do Instituto Adventista
Cruzeiro do Sul (IACS), situado no municipio de Taquara, que faz parte de uma importante
bacia leiteira do Rio Grande do Sul, onde se encontram pequenas propriedades (em torno de
20 a 30 animais) com produgdo média de 3.500 litros por vaca em lactagdo.

A escolha do rebanho deve-se ao fato de que o mesmo foi por nés acompanhado em
todas etapas, fazendo com que os dados dos animais: identificagdo, n° de lactacdes, data do
parto, ocorréncia de mastites clinicas, subclinicas e outros problemas sanitrios, tratamentos
efetuados (embasados no teste de sensibilidade a antimicrobianos), produtos, duracdo do
tratamento e eficdcia tenham sido catalogados sob padrdes e conceitos uniformes.

Os dados para gerar informagdes epidemiologicas serdo obtidos do estudo
comparativo entre a realidade encontrada no periodo de 1990 e acompanhada regularmente
até 2002, com o padrao atual da mastite e seus reflexos na produtividade do rebanho do IACS.
O numero de vacas em lactacdo, a produtividade, os resultados do VMT e dos exames
microbioldgicos e os respectivos agentes etiologicos serdo tabulados, possibilitando o

monitoramento mensal do rebanho.

4.2  Método Higiénico-Sanitério e Manejo
Procedimentos de manejo e medidas higiénico-sanitarias foram implementadas a fim
de melhorar a qualidade do rebanho e do produto final obtido. Foram trabalhados os seguintes

pontos:
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4.2.1 Programa de Controle de Mastite
Desenvolvimento um programa de controle de mastite para o rebanho especifico,

trabalhando sempre de acordo com os procedimentos do veterinario responsavel e com a

ajuda do tratador, cabanheiro, ordenhador e os laboratoristas responsaveis pela coleta e teste

das amostras.

e Tratamento dos casos clinicos, de acordo com as diretrizes do veterinario, levando em
consideracado os resultados dos T. S. A. e as implicagdes de residuos de antimicrobianos;

e Uso do teste de VMT para detectar os casos de mastite subclinica e monitorar o padrao
sanitario do rebanho;

e Uso do apoio laboratorial para identificar culturas dos organismos infecciosos envolvidos
nos casos de mastite;

e Manter dados individuais dos animais e utilizd-los para obter informagdes referentes a
saude, agentes infecciosos, resposta a antimicrobianos entre outros;

e Monitoramento regular da propriedade para determinar o nivel da mastite no rebanho,
identificar problemas ou falhas na questdo higi€nica, determinar a eficacia do tratamento

clinico e de vaca seca e monitorar as praticas sanitarias.

4.2.2 Fatores Ambientais

e Manter animais limpos e secos;

e Providenciar camas secas e instalagdes que minimizem os riscos de danos aos tetos e aos
quartos, maximizando o conforto dos animais;

e Providenciar facil acesso a uma 4agua de qualidade e comida fresca assim que os animais
deixam a sala de ordenha a fim de manté-las em pé por uma hora seguida a ordenha,

fornecendo tempo para o esfincter do teto feche adequadamente.
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4.2.3 Ordenhadeira
e Providenciar a checagem completa do equipamento pelo menos duas vezes ao ano;
e Eliminar flutuagdes erraticas de vacuo, providenciando uma ordenha rapida e completa;

e Troca de equipamentos de acordo com as recomendagdes dos fabricantes.

4.2.4 Estabelecimento de Habitos de Ordenha Adequados

e Garantir que os animais estejam limpos e secos ao entrar na sala de ordenha;

e Lavar a parte inferior dos quartos com agua corrente massageando os tetos estimulando
assim a descida do leite;

e Secar os quarto com toalhas de papel descartavel e individual;

e Desprezar 2-3 jatos de leite em um fundo escuro, observando qualquer sinal de
anormalidade;

e Uso da pré-imersdo dos tetos em produtos especificos para este uso por 20-30 segundos
com posterior secagem dos mesmos com papel toalha descartavel e individual;

e Encaixe das ordenhadeiras at¢é um minuto apds o inicio dos preparativos, para
aproveitamento total do estimulo do hormonio ocitocina liberado;

e Preparagdo do nimero apropriado de animais ao qual o(s) ordenhador(es) possa(m) lidar;

e Complete a ordenha adequadamente. Desligue o vacuo antes de remover o equipamento.
A ordenha completa aumenta a produgdo e ajuda na recuperagdo de animais com mastite;

e Uso de pos-imersdo dos tetos em produtos especificos para este uso, por 15-20 segundos,
eliminando o excesso com papel toalha descartavel e individual, antes que o animais saia

da sala de ordenha.
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4.2.5 Terapia da Vaca Seca

e Tratamento de todos os quartos de todos os animais, com produtos especificos para este
uso, no estagio de secagem destes;

e Cuidados especificos durante a infusdo do produto, seguindo as regras recomendadas
pelos fabricantes;

e Apos o tratamento, uso da imersdao em produtos especificos;

e Observagdo dos animais com cuidado, por pelo menos uma semana a procura de sinais de

anormalidade do ubere.

4.2.6 Abate ou Segregacdo de Animais Infectados

e Abate de animais infectados cronicamente. Excecdes feitas aos animais de alto valor
genético quando houver chances de cura;

e Segregacdo de animais infectados em grupos separados, evitando a contaminagdo dos

animais sadios no momento da ordenha.

4.2.7 Melhoramento Genético do Rebanho

e Selegdo das reprodutoras, de acordo com caracteristicas de ubere, tetos, producao entre
outras;

e Uso de inseminacgdo artificial, com touros selecionados de acordo com as caracteristicas

das reprodutoras e da propriedade no momento da reprodugao.

4.3  Método Bacterioldgico
As amostras de leite obtidas no periodo (1990/95 e 2002) foram processadas no Setor
de Bacteriologia do Departamento de Patologia Clinica Veterinaria da FAVET/UFRGS de

acordo com a metodologia a seguir descrita.
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O rebanho foi visitado regularmente para o exame clinico do Ubere das vacas em
lacta¢do, exame do leite de todos os quartos mamarios pelo Viamao Mastite Teste (VMT) e
obtengdo de amostras. O VMT foi realizado de acordo com Fernandes et al. (1967),
classificando-se a reacdo inflamatoria de acordo com os escores: negativo, trago (Tr. = reagao
suspeita) e positivo em +, ++ e +++, de acordo com a consisténcia do gel formado pela adigao
do reagente ao leite.

Foram coletadas amostras de leite de todos os quartos mamarios, incluindo os que
apresentaram mastite clinica no momento da visita. Os casos clinicos foram identificados pela
presenga de secrecdo anormal (flocos, grumos ou anormalidade na coloragdo ou na
consisténcia) e/ou sinais de inflamacao na glandula.

As amostras foram obtidas imediatamente antes da ordenha apds cuidadosa anti-sepsia
das tetas com alcool a 70%. Os jatos de leite foram colhidos diretamente em frascos estéreis,
colocados em caixas isotérmicas com gelo e encaminhadas imediatamente ao laboratorio para
processamento.

Semeou-se um volume de 10ul de cada amostra de leite, com alga calibrada e
descartavel, em cada quadrante de uma placa de agar-sangue preparado com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro assim como numa placa de dgar MacConkey. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas, quando foi feita a primeira leitura, seguindo-se nova
incubacdo por mais um periodo de 48 horas e segunda leitura. As colonias isoladas em ambos
os meios foram observadas quanto a morfologia, tamanho, pigmentagdo, presenca de
hemolise no agar-sangue e reacdo de lactose no dgar MacConkey. Os microrganismos
isolados foram observados ao microscopico por meio de esfregacos corados pelo método de
Gram. Os microrganismos Gram positivos foram identificados a partir de subcultivos em
placas de agar-soja tripticaseina, de acordo com as recomendagdes de Harmon et al. (1990).

Bactérias do género Streptococcus foram identificadas pela auséncia de produgdo de catalase
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e pelos testes de CAMP (Christie, Atkins ¢ Munch-Peterson), hidrdlise do hipurato de sodio,
crescimento em meio de 6,5% de NaCl e hidrolise da esculina. A classificagdo foi feita de
acordo com Hoblet et al. (1986) da seguinte maneira: (1) S. agalactiae: reagdo positiva nos
testes de CAMP e hidrolise do hipurato de sodio, crescimento variavel em meio com 6,5% de
NaCl e reagdo negativa no teste de hidrolise da esculina, (2) Streptococcus sp. esculina
positivos (ESCPOS): reagao variavel no teste de CAMP, na hidro6lise do hipurato e em meio
com 6,5% de NaCl e hidrolise da esculina. Neste grupo incluem-se S. uberis, S. bovis,
espécies de Enterococcus e outras espécies de Streptococcus que hidrolisam a esculina e (3)
Streptococcus sp. esculina negativos (ESCNEG): reagdo negativa no teste de CAMP, de
hidrolise da esculina e do hipurato de sddio e auséncia de crescimento em presenca de 6,5%
de NaCl. Neste grupo estdo incluidos S. dysgalactiae e outros Streptococcus sp. esculina
negativos. As bactérias do género Staphylococcus foram classificadas em coagulase negativos
e Staphylococcus aureus de acordo com a produgdo de catalase, coagulagcdo do plasma de
coelho e producdo de acetoina. Bastonetes Gram-positivos pequenos, pleomodrficos e nao
esporulados, com morfologia semelhante a difterdides, foram identificados como
Corynebacterium bovis pela auséncia de inibi¢do do teste de CAMP, rea¢do negativa nos
testes de hidrolise da gelatina e do amido e produgdo de urease e catalase.

As amostras identificadas como sendo Gram negativas e isoladas no meio MacConkey
foram identificas utilizando-se os testes em meio de SIM (Sulfur Reduction Test, Indole
Production, Motility), TSI (Triple Sugar Iron), Citrato e Uréia, além dos testes bioquimicos de
acucares, recomendados no Bergey's (1974) para identificacdo destes géneros.

Nao foi feita nenhuma cultura especifica para fungos, sendo que amostras do género
Aspergillus aqui citados foram isolados em agar sangue.

Amostras consideradas contaminadas foram aquelas em que houve crescimento de trés

ou mais colonias diferentes no isolamento primario, sem o predominio de nenhuma delas.
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4.4  Andlise Estatistica

Ao final do periodo, serdo realizadas as andlises estatisticas para identificacdo e
quantifica¢do dos possiveis fatores mais expressivamente implicados, no controle da mastite
bovina e conseqiiente impacto na producao leiteira. Os dados serdo analisados através de um
modelo de regressdo logistica, sendo que antes sera utilizado o teste de Qui-quadrado para
verificagdo das associa¢des de variaveis qualitativas e o teste de correlagdo de Pearson, para
identificagdo de correlagdo entre variaveis quantitativas com o objetivo de eliminar possiveis
fatores de confundimento (bias) (McEWEN et al., 1991). O SPSS versdao 8.0 (Statistical
Package for Social Sciences) sera usado para a avaliagao estatistica dos dados (Morgan et al.,

2001).
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3) RESULTADOS

5.1  Andlise Clinica
O resumo geral das mudangas que houve, comparando o ano de inicio do trabalho
(1990) com o final do estudo (2002) esta demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados comparativos da caracteristica da propriedade quanto aos animais ¢ da
produc¢do destes, entre 0 ano de 1990 no inicio do estudo e 2002 no seu término.

CARACTERISTICAS 1990 2002
N.° Total de Animais 170 101
Producéo / Dia (Litros) 155 1166
Meédia / Vaca / Dia (Litros) 2,2 23,8

N.° Animais Adultos 134 60

N.° Jovens (Nascimento — Parto) 36 41

% de Jovens 21,1 40,5

% de Vacas Secas 45,6 18,4

% de Vacas Na Ordenha 54,5 81,6
Média de Idade 13,9 (0 -23) 5,4(0-9,2)

Houve uma grande variacao das categorias que formavam o rebanho durante o estudo,
como mostra a Figura 1. No inicio do estudo em 1990, a média de idade dos animais era de
13,9 anos, sendo o mais velho com 23 anos. Em 2002, a média de idade era de 5,4 anos, sendo
o mais velho com 9,2.

Figura 1 - Porcentual das diferentes categorias produtivas que compunham o rebanho leiteiro
no inicio do trabalho, em 1990, e no final, em 2002.
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No momento da primeira visita em 1990, verificou-se 61 animais (36%), num total de
170 animais, com pelo menos 1 (um) quarto perdido, sendo que dentre estes 10%
apresentavam até 3 (trés) quartos inutilizados, sendo o porcentual muito maior em vacas de
terceira cria, como mostra a Tabela 2. Em 2002, apenas 1 (uma) vaca de terceira cria teve 1

(um) quarto perdido.

Tabela 2 - Distribui¢do do numero de animais com quartos perdidos por categoria e nimero
de quartos afetados, durante a primeira visita em 1990.

1 quarto perdido 2 quartos perdidos 3 Quartos perdidos Total

Vaca de 1° cria 5 2 - 7 (11%)
Vaca de 2° cria 9 4 2 15 (25%)
Vaca de 3° cria 22 13 4 39 (64%0)
TOTAL 36 (59%) 19 (31%0) 6 (10%0) 61

Durante o periodo 1990-2002, houve uma grande evolu¢do na produg¢do média
individual de leite no rebanho, como mostra a Figura 2. Esta evolugdo fica evidenciada ja nos
primeiros anos de trabalho, consolidando-se até o final do estudo em 2002. A média de
producdo vaca/dia em litros subiu de 2,2 em 1990 para 23,8 litros em 2002, representando um
aumento de 1081,8%.

Figura 2 - Evolugdo da média individual de produgdo de leite no rebanho ao longo
dos anos.
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No inicio do trabalho, 75% dos animais apresentavam pelo menos 1 (um) quarto
mamario com mamite clinica. No primeiro dia foram eliminadas 27 vacas devido a mamite
cronica e mais 18 animais por outros problemas, especialmente reprodugao e idade.

Das 675 amostras analisadas, 75 (11,1%) eram de quartos com mamite clinica. O
maior numero de casos foi de mamite subclinica de escore 2 no CMT, com 256 amostras
(37,9%), seguido das amostras de mamite subclinica de nivel 1 e 3 com 201 (29,8%) e 141
(20,9%) de amostras respectivamente, aparecendo apenas 2 amostras de mamite cronica, no
ano de 1995.

Houve uma variagdo grande da distribui¢dao dos tipos de mamite durante os anos de
estudo, como mostra a Tabela 3. Em 2002 houve um nimero menor de quartos que
apresentavam mamite, apenas 48, sendo que nos outros anos houve uma média de 104,5
quartos afetados, com excecdo apenas do ano de 1994 que apresentou 52 quartos afetados.

Porém, em 2002 nido houve nenhum caso clinico de mamite, € em 1994 houve oito.

Tabela 3 - Distribui¢dao porcentual dos diferentes tipos de mamites nas amostras analisadas
durante os anos de estudo.

Tipos de mamite 1990 1991 1992 1993 1994 1995 2002
Clinica 21% 14% 8% 6% 15% 6% -
Subclinica (CMT +) 15% 37% 12% 51% 36% 36% 27%

Subclinica (CM ++) 41% 31% 45% 37% 39% 35% 38%
Subclinica (CMT +++)  23% 18% 35% 6% 10% 21% 35%
Cronica - - - - - 2% -
TOTAL 145 117 112 107 52 94 48

5.2  Analise Microbioldgica
Durante os sete anos de estudo, foram analisadas 675 amostras de leite com um
porcentual de 51,7% que apresentaram crescimento de algum microorganismo e 48,3% de

amostras que foram negativas no isolamento microbiologico, conforme mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 - Numero de amostras testadas para isolamento microbiologico, com seus
respectivos resultados conforme o ano de estudo.

ANO TOTAL POSITIVAS % Positivas NEGATIVAS % Negativas
1990 145 94 64,8% 51 35,2%
1991 117 51 43,6% 66 56,4%
1992 112 47 42,0% 65 58,0%
1993 107 46 43,0% 61 57,0%
1994 52 20 38,5% 32 61,5%
1995 94 63 67,0% 31 33,0%
2002 48 28 58,3% 20 41,7%
Total 675 349 51,7% 326 48,3%

Os resultados gerais da analise microbiologica, apresentando o porcentual de agentes
isolados durante todos os anos do estudo, estdo demonstrados na Tabela 5 e Tabela 6.

No ano de 1995 houve dois casos de mamite cronica causada pelos agentes
Arcanobacterium pyogenes e Aspergillus spp. Como visto na Tabela 6, ndo houve casos de

mamite clinica no ano de 2002.

Tabela 5 — Distribuigdo porcentual dos agentes isolados durante o periodo do estudo, nas
amostras de leite que apresentaram mamite subclinica.

Agente 1990 1991 1992 1993 1994 1995 2002
Aeromonas spp. - 1,0% 1,0% - - - -
Alcaligenes faecalis - - 1,0% - - - -
Corynebacterium bovis 14,0% 16,8% 5,8% 21,8% 11,4% 43,8% 27,1%
Escherichia coli 4,4% - - 1,0% 2,3% - -
Micrococcus spp. 0,9%  1,0% - 3,0% - - -
Nocardia spp. - 5,9% - - - 1,1% -
Staphylococcus aureus 8,8% 3,0 10,7%  2,0% 6,8% 1,1%  14,6%
Staphylococcus epidermidis  10,5%  4,9%  2,9% 9,9%  4,5% 5,6% -
Streptococcus agalactiae 13,2% - 5,8% - - - -
Streptococcus uberis 2,6% 1,0%  9.7% 2,0% 23% 4,5% 16,7%
Streptococcus dysgalactiae  0,9% - - - - 3,4% -
Positiva 56,1% 34,7% 36,9% 41,6% 31,8% 652% 58,3%
Negativo 439% 653% 63,1% 58,4% 68,2% 34,8% 41,7%

Total 114 101 103 101 44 89 48
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Tabela 6 - Distribui¢do porcentual dos agentes isolados durante o periodo do estudo, nas
amostras de leite que apresentaram mamite clinica.

Agente 1990 1991 1992 1993 1994 1995 2002
Arcanobacterium pyogenes  16,1% - - - - 20,0% -
Aspergillus spp. - - 44,4%  66,7% - - -
Candida spp. - - 11,1% - - 20,0% -
Corynebacterium bovis 16,1% - - - - 40,0% -
Escherichia coli 3,2% - - - 12,5% - -
Nocardia spp. - 37,5% 22,2% - 12,5%  20,0% -
Staphylococcus aureus 16,1% 31,2% 22,2% 16,7% 62,5% - -
Staphylococcus epidermidis  19,3%  6,2% - - - - -
Streptococcus agalactiae 35,5% 18,7% - 16,7% 12,5% - -
Streptococcus uberis 32%  6,2% - - - - -
Negativo 3,2% - - - - - -
Total 31 16 09 06 08 05 00

Na analise microbiologica, foram feitos 349 isolados de diversos agentes, entre
bactérias, fungos e leveduras. Em todos os anos, houve agentes especificos que predominaram
em termos de isolamento. Dentre os principais, destacam-se Staphylococcus aureus,
Staphylococcus  epidermidis,  Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis e
Corynebacterium bovis, como mostra a Figura 3. Estes agentes perfizeram, no somatorio,
mais de 80% dos isolados em todos os anos, com exce¢do do ano de 1991, onde somaram
70,6%, aparecendo a Nocardia spp. com 23,5% de isolados. No ano de 2002, S. aureus, S.
uberis e C. bovis perfizeram 100% dos isolados. Agentes como Arcanobacterium pyogenes.
Escherichia coli entre outros, tiveram um baixo indice de isolamento € normalmente em anos

especificos, como a Nocardia spp., que aparece raramente em outros anos além de 1991.
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Figura 3 - Distribui¢do porcentual dos principais agentes isolados durante o periodo do
estudo, comparado com o nimero de amostras positivas em cada ano.
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5.3  Analise Estatistica

Como p<0,05, rejeitamos a hipotese nula, ou seja, as doengas ndo se comportaram de
forma homogénea ao longo dos anos. Os residuos ajustados mostram as associagdes positivas.
Com valor maior que 1,96 a associagdo € positiva, mas se for menor que 1,96 a associagdo ¢
negativa, ou seja, as categorias estdo significativamente desassociadas.

Ao compararmos todos os anos com relagdo ao numero de quartos afetados e os
diferentes tipos de mamite, obtemos os resultados demonstrados na Tabela 7. Sendo assim,
em 1990 temos uma forte associagdo com mamite clinica, o que indica que o numero de
infecgdes desse tipo foi maior neste ano comparado com os outros. Ja a mamite subclinica +
esta mais fortemente associada ao ano de 1993, mas também esta positivamente associada ao
ano de 1991, indicando que o niimero de individuos contaminados por essa doenca, nestes
dois anos, foi maior. A mamite subclinica ++ ndo estd associada com nenhum ano
significativamente, o que indica que teve um comportamento similar durante todos os anos. A

mamite subclinica +++ estd mais fortemente associada ao ano de 1992 e, em menor escala,
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com o ano de 2002. Isto mostra, principalmente, que os casos de mamite clinica e a maioria
dos casos de mamite subclinica, sofreram grande decréscimo com o passar dos anos do

estudo.

Tabela 7 — Resultado da analise estatistica comparando todos os anos do estudo com os
diferentes tipos de mamite e o nimero de quartos afetados.

ANO * DOENCA Crosstabulation

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The

DOENCA
Mamite Mamite Mamite Mamite
clinica sub+ sub++ sub+++ Total
ANO 1990,00 Count 31 22 59 33 145
Adjusted Residual 4,4 -4,4 7 6
1991,00 Count 16 44 36 21 117
Adjusted Residual 1,0 2,0 -1,8 -9
1992,00 Count 9 14 50 39 112
Adjusted Residual -1,1 -4,4 1,6 4,0
1993,00 Count 6 55 40 6 107
Adjusted Residual -2,0 53 -2 -4,3
1994,00 Count 8 19 20 5 52
Adjusted Residual 1,0 1,1 1 -2,1
1995,00 Count 5 34 33 20 92
Adjusted Residual -1,9 1,6 -5 2
2002,00 Count 0 13 18 17 48
Adjusted Residual -2,5 -4 -1 2,6
Total Count 75 201 256 141 673
Chi-Square Tests
Asymp.
Sig.
Value df (2-sided)
Pearson Chi-Square 104,6582 18 ,000
N of Valid Cases 673

minimum expected count is 5,35.

Além disso, ao compararmos o inicio ¢ o final do estudo, relacionando o
nimero de quartos positivos e negativos com o total de animais no respectivo ano, os
resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 8. Novamente temos p<0,05 sendo assim o

teste de homogeneidade foi rejeitado pelo teste qui-quadrado. Pelos residuos ajustados,
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podemos perceber que, em 1990, a associagdao foi com os casos positivos, mas que em 2002 a
associagdo foi com os negativos. Sendo assim, mesmo com a redu¢do do nimero de animais

houve uma verdadeira redugao do numero de quartos infectados.

Tabela 8 — Resultado da analise estatistica comparando o nimero de quartos afetados com o
total de animais, no inicio (1990) e no final do estudo (2002).

ANO * POSITIVO Crosstabulation

POSITIVO
,00 1,00 Total
ANO 1990,00 Count 535 145 680
Adjusted Residual -3,9 3,9
2002,00 Count 356 48 404
Adjusted Residual 3,9 -3,9
Total Count 891 193 1084
Chi-Square Tests
Asymp.
Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 15,440° ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
N of Valid Cases 1084

a. Computed only for a 2x2 table

b. 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 71,93.
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6 DISCUSSAO

O proposito primario para o monitoramento da qualidade do leite ¢ a produgdo de um
alimento seguro, nutricionalmente adequado e relativamente livre de bactérias e de células
somaticas. Ja o objetivo do monitoramento da satide do ubere ¢é reduzir a incidéncia da mastite
nos rebanhos. A reunido desses dois objetivos resulta em um aumento da lucratividade, por
meio do aumento da producdo de leite e de alimentos mais adequados as exigéncias atuais do
mercado (HARMON, 1994).

Ficou claro neste estudo que a introducdo de praticas simples de melhoramento do
manejo ¢ sanidade em geral, fizeram a propriedade apresentar mudangas ja no primeiro ano de
observagdo, ficando mais evidente ainda no final do estudo como mostra a Tabela 1. A
produgdo dia aumentou mais de 600% e a producdo média por animal teve um aumento de
mais de 1000% mesmo com a reducdo do nimero total de animais, comprovando a melhor
qualidade do rebanho. Houve um aumento do numero de vacas em ordenha e conseqiiente
reducdo no numero de vacas secas, estabelecendo um equilibrio aceitavel entre estas duas
categorias. A reducdo da idade média dos animais foi possivel devido a profissionalizagdo da
produgdo, colaborando no aumento da produgdo, e também na melhoria do padrao genético do
rebanho, com aumento do grau de sangue de animais especializados para leite. Ignorar a
mastite num programa de sele¢do acumulard conseqiiéncias indesejaveis na saude do ubere
(MONARDES, 1995b).

LARANIJA (1996) afirmava que técnicas como o pré e pds-imersdo do teto em
solugoes desinfetantes, apesar de preventivas e ndo curativas, sdo importantes para a melhoria
da qualidade do leite, reduzindo a Contagem Bacteriana Total e a na contagem de Coliformes
em mais de 70%, afetando assim a qualidade dos tetos evitando perda de quartos, como

mostra a Tabela 2.
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Bareille et al. (2003) confirmam a importancia do controle da alimentagdo na mastite e
conseqiientemente na producdo de leite, o que justifica a preocupagdo nesse aspecto. Com
relag@o a idade, Domingues et al. (2002) ja afirmavam que animais de idade avangada tendem
a ter mais problemas de mastite, portanto a queda da idade média dos animais do plantel,
conforme verificado na Tabela 1, ajudaram no controle da mastite.

Investigagdes de mastite normalmente comegam com agdes diretas nas rotas comuns
de exposicdo a patdogenos de mastite. Ficou provado aqui que estas agdes podem e sdo uteis,
porém quando existe uma investigagdo no rebanho determinando a extensdo da mastite na
propriedade, as mudancas aplicadas com base nestas observacdes, resultam em melhores e
mais duradouras respostas. O inquérito inicial deve definir o nivel de mastite clinica,
subclinica e cronica (RUEGG, 2003).

Philpot et al. (1991) ja afirmavam que o descarte de animais com problemas cronicos
faz parte do controle da mastite. No inicio deste estudo 45 animais foram eliminados por
problemas de mamite cronica além de idade avancada e problemas reprodutivos, melhorando
consideravelmente a qualidade do rebanho, afetando assim na produgao.

Estudos comprovam a eficacia do tratamento no periodo seco na prevencdo de novos
casos de mastite clinica e subclinica (BERRY et al., 2002), com uma taxa de redugdo de até
80%. Este estudo vem de acordo com esta afirmagdo, ja que os casos de mamite clinica
sofreram um consideravel decréscimo durante os anos de observagao, sendo que em 2002 nao
houve constatacdo de nenhum novo caso clinico de mastite, comprovado também pela analise
estatistica (Tabela 7), que demonstrou a queda dos casos de mamites no decorrer dos anos
estudados. Além disso, a estatistica comprova que independente da reducdo do nimero de

animais, houve uma grande redugdo no numero de quartos infectados, como mostra a Tabela

8.
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O agente mais isolado em todo o estudo foi o Corynebacterium bovis. E interessante
observar que num estudo feito na década de 70 no Rio Grande do Sul (FERNANDES et al.,
1973) este agente ndo aparecia entre os isolados. Porém, atualmente este vem sendo uma das
principais causas de mastite, principalmente subclinica (FERNANDES et al., 2001). Costa et
al. (1994) sugere a importancia deste agente, principalmente pelo fato de alguns animais
infectados poderem ser negativos no teste de VMT e servir de fonte transmissora durante a
ordenha. A prevaléncia de agentes como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus uberis e Streptococcus agalactiae estdo de acordo com estes mesmos estudos.

Fica evidente que houve maior casos de mamite subclinica do que clinica em todos os
anos do estudo, o que comprova dados de que a mamite subclinica ¢ de 15 a 40 vezes mais
predominante (PHILPOT et al., 1991). Segundo Costa et al. (2001), num estudo realizado em
propriedades leiteiras de Sao Paulo ¢ Minas Gerais, o menor nivel de mamite clinica e a maior
ocorréncia de casos de mamite subclinica ¢ observada quando o principal agente etiologico €
o Corynebacterium bovis. Analisando os dados aqui encontrados, podemos comprovar esta
informagao.

Agentes como Aspergillus spp., Arcanobacterium pyogenes e Nocardia spp. aparecem
em numeros reduzidos e principalmente em casos de mastite clinica e/ou cronica,
concordando com os resultados obtidos por Langoni et al. (1998), sendo que com a
implementagdo dos métodos de controle e principalmente prevencao, estes sdo facilmente
controlados (PHILPOT et al., 1991).

A alta prevaléncia de Nocardia spp. em 1991 pode estar relacionada com o uso de
antimicrobianos de aplicacdo intramamaria. Estes quando indevidamente utilizados, como a
falta de higiene do ubere antes de sua aplicagdo e a inser¢do completa das canulas das
seringas de tratamento, podem levar a introdugdo de agentes infecciosos para dentro do ubere

(PHILPOT et al., 1991).
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Outro agente que foi controlado pela prevengao, por sua dificuldade em ser tratado, foi
o Streptococcus agalactiae, relacionado principalmente com a mastite clinica, a partir do ano
de 1995 ja ndo aparece mais nos isolados (PHILPOT et al., 1991).

Roberson (2003) afirmava que o fato do leite estar normal ndo significa que foi
eliminada a infec¢do. A terapia da vaca seca ¢ eficaz na prevengdo de novas infecgdes por
Staphylococcus aureus (BERRY et al., 2002), porém diversos autores concordam com a
dificuldade de tratamento deste agente (PHILPOT et al., 1991). O que podemos constatar
neste estudo foi um controle relativo das infec¢des por S. aureus durante 1990 até 1993,
porém em 1994 houve uma grande incidéncia de casos por este agente. No ano seguinte,
1995, com maiores cuidados de tratamento, este agente ja ndo aparece em grande escala,
surgindo nos anos seguintes em casos de mamite subclinica. Philpot et al. (1991) afirmam que
casos nao devidamente curados de mamite clinica podem ressurgir como mamite subclinica, o
que explicaria este evento. Além disto, estes mesmos autores afirmam que quartos infectados
por Corynebacterium bovis sdo menos suscetiveis a infeccdo por S. aureus, e
coincidentemente ou nao, se analisarmos a Figura 3 veremos que ha realmente uma relagao
inversa entre estes agentes durante todos os anos do estudo. Além disso, fica evidente que
com o aumento de S. aureus em 1994 e a intensificacdo dos cuidados que se seguiram para
evitar sua manutenc¢do, houve um descuido na pratica de pds-imersdo dos tetos e tratamento
no periodo seco, o que fez ocorrerem um maior nimero de casos de C. bovis em 1995,
inclusive dois casos de mamite cronica, os unicos em todo o estudo.

Houve um grande nimero de amostras consideradas anormais pelo VMT e negativas
pela cultura. Conforme observagdes de Fernantes et al. (1973) e Philpot et al. (1991) isto pode
ser devido a trauma ou lesdo do ubere por problemas na ordenha ou outras causas, irritagao

quimica, mamite com cura microbioldgica, mas ainda apresentando alta contagem celular
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além de agentes ndo pesquisados como fungos e Mycoplasma sp. entre outros. Monardes
(1995a) cita que 10% dos casos de mastite podem ser por causa traumatica.

Apesar de nao utilizado neste estudo, a contagem de células somaticas (CCS) pode
também ser uma importante ferramenta para estabelecer o grau de infec¢do em um rebanho.
Nao esta disponivel ainda de forma acessiveis a produtores e veterinarios ¢ deve ser
interpretado com cuidado, levando em conta idade dos animais, nimero de lactagdes, estagio
da lactacdo, nivel de infecgdo, estresse, raga, nutrigdo, manejo entre outros fatores. E
importante também lembrar que a CCS ¢ mais um indicador do estado sanitario da glandula
mamaria do que um indicador da presenca de patogenos (MONARDES, 1995a).

O principal impacto desta intervengdo foi a reducdo na prevaléncia de patdgenos
infecciosos pela combinagdo da melhoria na higiene da ordenha e terapia de casos de mastite
subclinica. Esta combinag@o teve maior beneficios quando fatores limitantes da produgdo de
leite como nutrigdo e intervalo de parto foram melhorados (OMORE et al., 1999; COSTA
NOBRE et al., 1985). No atual nivel de produgdo de leite, os custos destas medidas de

controle necessitam ser justificadas.
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