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RESUMO

A mastite ¢ uma enfermidade que causa grandes prejuizos econdmicos na cadeia
produtiva do leite, devido as perdas de produgdo, queda na qualidade do leite, descarte dos
animais entre outras perdas. O seu desenvolvimento envolve a condicdo do sistema
imunoldgico do animal, o potencial infeccioso do patdégeno e a qualidade do ambiente que este
animal se encontra. A mastite pode ser diagnosticada através dos sinais clinicos ou, na auséncia
destes, pelo aumento na contagem de células somaticas (CCS) presentes no leite. A mastite
pode ser classificada em contagiosa, ambiental e oportunista; e os patégenos sao identificados
e classificados através dos métodos de cultivo bacterioldgico no laboratorio ou na fazenda e
métodos moleculares. O objetivo do estudo foi identificar os patdgenos presentes em uma
propriedade no municipio de Condor - RS e correlacionar os valores de CCS com o ntimero de
lactacdes e categorias de microrganismos encontrados, demostrando a importincia da
realizacdo do cultivo microbioldgico nas propriedades, para a tomada de decisdo sobre a
realizacdo de tratamentos dos animais com mastite e introdu¢do de manejos para controlar e
evitar novos casos da doenga.

Palavras-chave: Mastite. Animal. Patogeno. Ambiente.



ABSTRACT

Mastitis is a disease that causes great economic damage in the milk production chain, due to
production losses, drop in milk quality, animal disposal and other losses. Its development
involves the condition of the animal's immune system, the infectious potential of the pathogen
and the quality of the environment that this animal is in. Mastitis can be diagnosed through
clinical signs or, in the absence of these, by an increase in somatic cell count (SCC) present in
milk. Mastitis can be classified as contagious, environmental and opportunistic; and pathogens
are identified and classified using bacteriological culture methods in the laboratory or on the
farm and molecular methods. The objective of the study was to identify the pathogens present
in a property in the municipality of Condor - RS and to correlate the SCC values with the
number of lactations and categories of pathogens found, demonstrating the importance of
carrying out microbiological culture in the properties, for the decision making regarding the
treatment of animals with mastitis and the introduction of managements to control and prevent
new cases of the disease.

Keywords: Mastitis. Animal. Pathogen. Environment.



SUMARIO

1 INTRODUGAQ .ucucniininininininsesisessissessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 8
2 FISIOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA .....cucuiuimensinenssssssessssssssssssssssssssssssssssss 9
3 SISTEMA IMUNOLOGICO DA GLANDULA MAMARIA DE BOVINOS................ 10
4 MASTITE ...ouuuiiieiiiiniiiieeiieeicsnticssescsssescsssescssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssss 13
4.1 Caracterizacio dos agentes bacterianos causadores de mastite contagiosa ............... 13
4.2 Caracterizacio dos agentes bacterianos causadores de mastite ambiental ................ 16
4.3 Caracterizacio dos agentes bacterianos causadores de mastite oportunista.............. 18
5 MANEJO DO AMBIENTE.......uutiiiiiinniiiiseiniseecssssnissssescssssessssesssssssssssssssssssssssssssssssns 19
6 METODOS DE PREVENCAO E CONTROLE DE MASTITE BOVINA.................... 20
6.1 Manejo de ordenha..........ccoovvueeeriiiiciiiiisssnnnnnniiicssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssscs 20
T DIAGNOSTICO .ccucuneninncnscnssincnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 22
7.1 Cultivo microbiol0gico no IaDOratorio........eeeeeeeeicciiissvsnnneeriecccsssssssnsnneneccssssssnnsssseneees 22
7.2 Métodos moleculares para diagnostiCo ........eeeeeeeiciiiiiivrnnerriecccsssssssnnnnenneccssssssnnssssessses 22
7.3 Cultivo microbiol0gico na fazenda..........ueeeeeeiiiciiiissvnnneneiccccsssssssnnneeeneccssssssnsssssessses 23
8 TRATAMENTO ....cuuuiiinricrnricssnnecssneecsssnecsssecssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 24
9 CONCLUSOES ....uinininininininissisisisessisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 25
REFERENCIAS .....ouiuiiincnsiscncsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26

10 ARTIGO ...unneiiinniiiiniinnnneennneeisneessseessssnesssssessssnesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 30



1 INTRODUCAO

A mastite ¢ uma doenca de extrema importancia na bovinocultura leiteira. Estima-se
que 140 patdégenos podem desenvolver esta enfermidade, mas existem outros fatores também
relacionados ao desenvolvimento da enfermidade, lembrando da triade epidemiologica em que
nesse caso teremos o patéogeno envolvido na infeccdo, a resposta do animal e o ambiente ao
qual ele estd exposto. Todos esses fatores possuem importincia significativa para o
desenvolvimento da doenga (CONSTABLE et al., 2017, SANTOS; FONSECA, 2019).

Os impactos econdmicos causados por esta enfermidade sdo altos, tantos os de efeito
direto quanto os de efeito indireto, sendo considerada a doenga que causa maior prejuizos na
produgdo leiteira (PETROVSKI; TRAJCEV; BUNESKI, 2006). Os impactos também sio
observados na qualidade do leite produzido, ocorrendo alteragcdes na sua composi¢ao, como por
exemplo o aumento na contagem de células somaticas (CCS) com consequéncias na qualidade
do produto e seus derivados e tempo de prateleira (SANTOS; FONSECA, 2019).

O controle desta enfermidade esta correlacionado com manejos de ordenha adequados
e identificacdo dos patogenos. Apds identifica-los, realiza-se a escolha do protocolo de
tratamento e controle mais adequado (CONSTABLE et al., 2017). O sucesso da implementacao
de métodos de controle de mastite estd associado a adesdo dos produtores ao projeto e a
capacidade dos técnicos em difundir os seus conhecimentos. O incentivo as pesquisas na area
de controle e tratamento desta enfermidade ¢ muito importante para que novas técnicas
continuem sendo desenvolvidas (RUEGG, 2017).

O trabalho tem como objetivo fazer uma revisdo sobre os fatores mais relevantes para o
desenvolvimento da mastite e apresentar os dados do experimento realizado para demonstrar
importancia da identificacdo dos agentes causadores de mastite para o controle desta
enfermidade. Foi realizado o acompanhamento de uma propriedade na regido de Condor, onde
foram coletadas 465 amostras de leite de animais sem sinais clinicos para mastite para
identificar os agentes presentes no leite daquela propriedade, correlacionar com as causas e

propor melhorias para a propriedade.



2 FISIOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA

A glandula mamaria de bovinos ¢ dividida em 4 quartos mamadrios compostos de
glandula e teta. A glandula ¢ responsavel pela produ¢do e armazenamento do leite, composta
de lobo, 16bulos, duto menor e maior, cisterna da glandula e teto. Este possui a cisterna do teto,
roseta de Fiirstenberg, esfincter e o canal do teto (REECE, 2006; SANTOS; FONSECA, 2019).

O leite ¢ produzido continuamente ao longo do dia e armazenado na glandula,
principalmente nos alvéolos e na cisterna da glandula. As células secretoras dos alvéolos
sintetizam o leite, que sera direcionado para o interior dos alvéolos, ductos menores, 16bulo,
lobo, ducto maior, cisterna da glandula, cisterna do teto, atingindo o exterior da glandula. A
liberacdo de ocitocina, iniciada pelo reflexo neuroenddcrino, causa a contragdo das células
mioepiteliais que circundam os ductos e alvéolos expulsando o leite da glandula. O esfincter do

teto se abre devido a pressdo, causando a ejecao do leite (CUNNINGHAM, 2004).
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3 SISTEMA IMUNOLOGICO DA GLANDULA MAMARIA DE BOVINOS

O sistema imunologico ¢ responsavel pela protecdo do organismo contra agentes
infecciosos ou mutagdes celulares. A imunidade pode ser classificada em inata ou inespecifica,
considerada a resposta imediata do organismo a exposi¢do, constituida de barreiras anatémicas,
fisioldgicas, fagociticas e inflamatorias; e adaptativa ou especifica, sendo uma resposta
especifica capaz de gerar memoria, facilitando o combate a recidivas de infec¢cdes do mesmo
agente. E constituida principalmente por linfécitos T ¢ B (ZACHARY; MCGAVIN, 2013).

Na glandula mamaria a barreira anatdmica ¢ composta pela integridade da pele, canal
do teto e esfincter muscular. A integridade da pele ¢ importante para dificultar a colonizagao
do teto por bactérias ambientais e infecciosas (RAINARD; RIOLLET, 2006; SANTOS;
FONSECA, 2019). O canal do teto ¢ a principal forma de ascensdo das bactérias, possuindo
mecanismos como o esfincter muscular e uma camada de queratina derivada do epitélio
escamoso estratificado da pele, que possuem acidos graxos de cadeia longa com agdo
antimicrobiana e proteinas idnicas com acdo bactericida, além de ser uma barreira fisica,
podendo obstruir parcialmente ou totalmente o canal do teto (SORDILLO, 2005; SANTOS;
FONSECA, 2019).

Os patdgenos que conseguem ultrapassar a barreira anatdmica e adentrar na cisterna do
teto encontram fatores soluveis ndo especificos que possuem caracteristica antibacterianas
(AITKEN et al., 2011). A lactoferrina ¢ uma glicoproteina que pode ser encontrada no leite,
secretada a partir das células epiteliais glandulares (LEGRAND et al., 2004; CHANETON et
al., 2008). Ela possui a capacidade de se ligar ao ferro, diminuindo a disponibilidade deste
elemento, inibindo a multiplicacdo bacteriana de estafilococos e coliformes (SANTOS;
FONSECA, 2019). Encontra-se em altas concentragdes no periodo de involugdo da glandula
mamaria, sendo uma defesa importante para os animais que estdo no periodo seco.
(MOLENAAR et al., 1996).

A enzima lisozima também pode ser encontrada no leite e atua sobre a parede celular e
membrana externa de bactérias Gram-positivas e Gram-negativa (SANTOS; FONSECA,
2019). Associada a lactoferrina por exemplo consegue alcancar mais facilmente o
peptidioglicano de Staphylococcus epidermidis (LEITCH; WILLCOX, 1999). Porém, as
concentragdes de lisozima no leite sdo baixas o que indica que ndo possui participacdo
expressiva no sistema imune da glandula mamaria (RAINARD; RIOLLET, 2006).

O Sistema Complemento ¢ formando por proteinas encontradas no leite e no sangue,

produzidas por hepatocitos, monocitos e macréfagos teciduais. Possuia fungdo de lisar as
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bactérias, realizar a adesdo de microorganismo a células fagociticas, tendo um papel importante
para o inicio e controle da inflamacao (FRANK; FRIES, 1991; SANTOS; FONSECA, 2019).

O sistema lactoperoxidase ¢ formado pela enzima lactoperoxidase, pelo ion tiocinato e
por peroxido de hidrogénio. O sistema tem acdo bactericida sobre bactérias gram-negativas e
bacteriostatica sobre bactérias gram-positivas. Por estar presente no leite em baixas
concentracdes, desempenha uma participacdo limitada do sistema lactoperoxidase na
imunidade da glandula maméria (KUSSENDRAGER; HOOIJIDONK, 2000; SANTOS;
FONSECA, 2019).

A ocorréncia de lesdo ou uma invasao dos tecidos por microrganismos desencadeia uma
resposta inflamatodria, que se inicia quando os padrdes moleculares associados a patdogenos
(PAMP) sdo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padrdoes (PRR). Os PRR
iniciam a liberacdo de citocinas, que possuem papel importante na resposta inflamatoria sendo
produzida durante todas as etapas da inflamagao e de quimiocinas (ZACHARY; MCGAVIN,
2013; SANTOS; FONSECA, 2019). Durante o processo inflamatorio, ocorre a dilatacdo dos
vasos sanguineos, que causa um aumento na permeabilidade dos vasos permitindo a passagem
de neutrofilos e mondcitos (TIZARD, 2002).

Os neutrofilos possuem a funcdo de fagocitose e sdo as primeiras células a chegarem no
local da inflamagdo. Os macrofagos também possuem fungdo fagocitica, além de atuar atraindo
neutrdfilos para o local da inflamagao e sinalizar para células do sistema imune especifico. O
aumento de neutroéfilos na glandula mamaria causa aumento na quantidade de células somaticas
presentes no leite, essas células que eram compostas predominantemente por células de
descamacdo passam a ter os neutréfilos em maior concentragdo (SANTOS; FONSECA, 2019).

Apo6s 0s microrganismos ultrapassarem as barreiras da imunidade inata, a segunda linha
de defesa ¢ a imunidade adaptativa que possui caracteristicas como especificidade e memoria,
composta por linfocitos T e linfocitos B e as células apresentadoras de antigenos (TIZARD,
2002). Os linfécitos T possuem sitios de ligagdes especificos para os antigenos e causam uma
resposta celular sobre os patogenos invasores. Quando esses linfocitos sdo ativados por células
apresentadoras de antigenos, ocorre uma multiplicacdo e diferenciacdo em categorias de
linfécitos efetores: os linfocitos T citotoxicos € os linfocitos T auxiliares (TIZARD, 2002;
ZACHARY; MCGAVIN, 2013). Os linfécitos B ndo necessitam de células apresentadoras de
antigenos, ja que as imunoglobulinas sdo capazes de identificar os antigenos. Apds a
identificacdo dos antigenos, ocorre a transformacgdo dos linfécitos B em plasmoécitos com a
capacidade de secretar diversas imunoglobulinas com especificidade antigénica, e em células

de memoria que garantirdo no momento de uma reinfec¢do que ocorra uma uma resposta imune
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maior e mais rapida (TIZARD, 2002). A presenca de imunoglobulinas no leite ¢ constante, mas
durante um processo infeccioso ou no inicio da lactagdo, ocorre um aumento dos valores

podendo chegar a 80mg/ml de leite (SANTOS; FONSECA, 2019).
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4 MASTITE

A mastite ¢ uma inflamagao da glandula mamaria, que pode ser desencadeada por muitas
causas, mas 0s microrganismos sao os mais importantes, especialmente as bactérias (SANTOS;
FONSECA, 2019). Os microrganismos causadores de mastite podem ser classificados de duas
formas: conforme a patogenicidade do agente causador, sendo classificados em priméarios ou
secundarios; e de acordo com a forma de transmissdo e local que estes microrganismos sao
encontrados, sendo categorizados em contagioso, ambiental e oportunista (CONSTABLE et

al.,2017; SANTOS; FONSECA, 2019).

4.1 Caracterizacido dos agentes bacterianos causadores de mastite contagiosa

Os microrganismos classificados como contagiosos s3o aqueles que tem como
reservatdrio a glandula mamaria e podem ser transmitidos durante o processo de ordenha do
animal ou da glandula contaminada para os sadios. Os principais microrganismos sao
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma spp. e Corynebacterium bovis
(SANTOS; FONSECA, 2019). O S. aureus € cocos gram-positivo, anaerobio facultativo,
catalase-positiva, oxidase-negativa, imdvel, ndo formadores de esporos e que se agrupam em
formas de cachos de uva. As coldnias apresentam coloracdo amarelo-douradas, producdo de
hemolisina do tipo alfa e beta e em dgar-sangue e sdo coagulase positivo (QUINN ez al. 2007).

O S. aureus ¢ um dos principais agentes causadores de mastite em bovinos leiteiros,
possui um alto potencial infeccioso, podendo ser transmitidos de animais contaminados para os
demais através da contaminacao de teteiras, da mao do ordenhador, panos para secagem de tetos
usados em varios animais e vetores. Essas bactérias podem se multiplicar na pele ou, em alguns
casos, chegarem ao canal do teto através de lesdes que diminuem as barreiras fisiologicas do
animal ou ordenhadeiras com flutuagao de vacuo (CONTABLE et al., 2017; SANTOS;
FONSECA, 2019)

As mastites causadas por S. aureus podem ter apresentagdo clinica sendo subdivida
em hiperaguda, aguda e cronica. A mastite hiperaguda ¢ pouco frequente nos bovinos leiteiros,
mas possui alta letalidade. As vacas no pds-parto imediato, sofrem uma supressao do sistema
imunoldgico por isto sdo mais suscetiveis a infec¢do, quando acometidas apresentam inchago e
rubor do quarto mamario. O leite adquire consisténcia mais densa, podendo ocorrer presenca

de grumos e pus e, em alguns casos, pode ocorrer a forma gangrenosa, que causa congestdo das
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veias, edema do ubere e liberagdo de toxinas do tecido necrosado e microrganismos. O ubere
adquire coloragdo escura e formacdo de enfisema subcutdneo. Os animais apresentam sinais
sistémicos como hipertermia, aumento da frequéncia cardiaca, anorexia, auséncia de motilidade
ruminal e fraqueza que pode evoluir para decubito. A evolu¢ao do quadro clinico para o animal
comatoso pode ser em algumas horas (CONSTABLE et al, 2017).

A apresentagdo aguda e cronica de mastites por S. aureus sdo semelhantes, diferindo
no grau de proliferacdo das bactérias nos ductos. A forma aguda ndo ¢ frequente, e ocorre a
obstrucao de ductos e desenvolve-se focos de inflamagdo grave na glandula. Na forma cronica
a inflamacao ¢ branda e ocorre a formacgao de tecido conjuntivo que diminuia a funcionalidade
da glandula, também pode ocorrer a formacao de abscessos, que dificulta a cura desses animais,
e causa uma eliminagdo intermitente do patogeno (CONSTABLE et al, 2017).

As infecgdes por S. aureus causam grandes prejuizos aos produtores devido ao
aumento na CCS e diminui¢ao na producdo de leite e rendimento de gordura (BOTARO et al.,
2015), além de causar preocupagdes em saude publica devido a producdo de toxinas
(CARDOSO; CARMO; SILVA, 1999). A prevaléncia de mastite subclinica no Rio Grande do
Sul foi de 32,2% a 69% e destas 17,6 % eram causadas por S. aureus (BANDEIRA et al, 2013).

O diagnostico realizado através de cultura microbioldgica a partir de inica amostra de
leite por vaca, formada pelo pool de todos os tetos, tem uma sensibilidade de 53%. J4 a coleta
individual por teto permite obter taxa de sensibilidade de 75%. Ainda, se forem realizadas trés
coletas seriadas do mesmo teto, a sensibilidade aumenta para 95% (CONSTABLE et a/, 2017,
SANTOS; FONSECA, 2019).

O S. agalactiae ¢ um coco Gram-positivo, anaerdbio facultativo e catalase negativo,
as colonias formadas em agar-sangue sdo pequenas e translucidas e produzem beta hemolise
(QUINN et al. 2007). O patogeno encontra-se na glandula mamadria de vacas infectadas e sua
transmissdo para vacas sadias pode ocorrer no momento da ordenha, pela falta de desinfecgao
de teteiras entre os animais, pela mao dos ordenhadores, por contaminacdo de ambientes, por
panos de secagem dos tetos de uso comum entre os animais e pela auséncia do pds-dipping apos
a ordenha (CONSTABLE et al., 2017; SANTOS; FONSECA, 2019).

O S. agalactiae causa uma infec¢do cronica que se inicia quando o patdogeno invade o
canal do teto, se multiplica, invade os ductos e chega até os nddulos linfaticos supramamarios.
Entdo, ocorre o aumento de neutréfilos e uma reacdo sistémica, em que o animal pode
apresentar hipertermia por alguns dias, mas os sinais no ubere de inchago, presenca de coagulos

no leite e um aumento na CCS de 10 a 100 vezes ocorrem quando a capacidade de producao do
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quarto mamario estd comprometida devido a fibrose e atrofia dos ductos (QUIN et al., 2007;
CONSTABLE et al.,2017).

Os animais infectados por S. agalactiae demonstram altos valores de CCS e CBT
refletindo em um aumento nos valores de tanque. A taxa de cura apds o tratamento ¢ de
aproximadamente 90% a 95% e o diagndstico pode ser realizado através do cultivo
microbioldgico, que possui 95% de sensibilidade e 100% de especificidade (CONSTABLE et
al.2017; SANTOS; FONSECA, 2019).

O Mycoplasma spp. ndo responde a coloracdo de Gram, ¢ anaerdbio facultativo e as
colonias tem aparéncia de ovo frito. O Micoplasma spp pode estar alojado no sistema
respiratorio e reprodutivo dos animais e contaminar a glandula mamaria (JASPER; AL-
AUBAIDI; FABRICANT, 1974). O Mycoplasma bovis, Mycoplasma californicum e
Mycoplasma bovingenitalum sdo as principais espécies causadoras de mastite (QUINN et al.,
2007; SANTOS; FONSECA, 2019). Por ser um patdégeno com alto potencial de contagio
dissemina-se rapido entre os animais do plantel, essa transmissdo ocorre principalmente no
momento da ordenha (QUINN ez al 2007; CONSTABLE et al., 2017).

A infec¢do comega com a redugdo na produgdo de leite, mas sem alteragdes visiveis
no leite, conforme ocorre a evolugdo desta infeccdo o leite passa a ter consisténcia aquosa e
coloracdo résea ou cinza, até chegar na eliminacdo de secre¢dao purulenta pela glandula. Os
animais acometidos podem desenvolver problemas locomotores devido a capacidade do
Mycoplasma spp. se disseminar pelo organismo dos animais (CONSTABLE et al. 2017;
SANTOS; FONSECA, 2019). Ocorre a formacao de biofilme que dificulta a sua eliminagdo e
devido ao grande numero de infec¢des subclinicas, esses animais iram continuar infectando os
demais (DUDEK et al, 2020)

O diagnostico pode ser feito por cultivo microbiologico através de uma amostra de
leite do tanque para verificar se a propriedade possui animais positivos para Mycoplasma spp.;
porém a sensibilidade do teste ¢ de 33% a 59%. A dificuldade de conservagdo da amostra, o
método de coleta, as exigéncias nutricionais especificas e a quantidade de patdgenos viaveis
que chegam no laboratorio dificultam o sucesso do cultivo. A técnica de PCR possui alta
sensibilidade para diagnosticar a presenca de Mycoplasma spp. sendo o método mais utilizado.
(BUZINHANI; METIFFOGO, TIMENETSKY, 2007; CONSTABLE et al, 2017). A taxa de
descarte nos animais positivos ¢ alta, de aproximadamente 75%, refletindo em um grande
prejuizo econdémico (CONSTABLE et al, 2017). O C. bovis ¢ gram-positiva, anaerdbia
facultativo, oxidase negativa e catalase positiva, as colonias sdo brancas, pequenas, secas e nao-

hemoliticas (QUINN et al.,2007). Esta localizado no canal do teto e ali causa uma competi¢ao
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pelos nutrientes presentes com os demais patogenos que forem infectar essa glandula. E
considerado um patégeno menor da glandula mamaria, mas possui alta taxa de contagio das
vacas durante a ordenha. (PANKEY et al., 1984; CONSTABLE et al., 2017).

A infeccdo pelo patdégeno pode ser longa causando uma mastite subclinica, com um
moderado aumento de CCS e CBT, ou clinica leve. Ndo se indica o tratamento de animais
subclinicos, devendo ser realizado no momento da secagem dos animais € manejos como pre-
dipping e pos-dipping implantados para o controle do patdgeno na propriedade (CONSTABLE
et al., 2017; SANTOS; FONSECA, 2019).

4.2 Caracterizacio dos agentes bacterianos causadores de mastite ambiental

Os patogenos classificados como ambientais sdo os que habitam no ambiente, como
por exemplo lama, cama e fezes, tendem a desenvolver mastite clinica, diferente do observado
em patdgenos contagiosos que desencadeavam em sua maioria mastite subclinica. Escherichia
coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Citrobacter spp. sdo classificados como coliformes e
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus canis, Enterococcus spp.,
Lactococcus spp. e Serratia spp. ndo possuem classificacdo especifica (CONSTABLE et al.,
2017).

Os coliformes sdo bacilos gram-negativos considerados patdgenos primarios no
desenvolvimento de mastite. A mastite causada por coliformes possui progndstico menos
favoravel nos animais no pds-parto, devido a diminui¢ao da atividade do sistema imune. Apos
ocorrer a contaminag¢ao da glandula mamaria ocorre a multiplicagao e liberagao de endotoxinas,
causando sinais de inflamagao local e sistémicos como como febre, diarreia e fraqueza. A taxa
de letalidade nesses animais ¢ alta assim como a perda de fungdo da glandula afetada. Os casos
de mastite subclinica por coliformes o sistema imune consegue combater o patogeno,
impedindo a liberacdo de endotoxinas. (SMITH; TODHUNTER; SCHOENBERGER, 1984;
CONSTABLE et al., 2017).

A E. coli ¢ anaerobia facultativa, mével e cresce em meio agar MacConkey e sua
colonia apresenta¢do coloracdo rosa clara (QUINN et al, 2007). Na maioria das infecgdes,
manifesta sinais brandos causando sintomatologia grave em 5-10% dos casos. Em alguns casos,
também pode desenvolver mastite cronicas, mas a incidéncia ¢ baixa desses casos, causa um
padrdo necrosupurativo na glandula maméria (BIANCHI et al., 2019; SANTOS; FONSECA,
2019).
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A Klebsiela spp. € um agente ndo-movel e cresce em meio de agar MacConkey. As
duas espécies mais frequentes em bovinos sdo Klebsiela pneumoniae, que estd presente no
ramen e a contaminacdo da glandula mamadria ocorre quando os animais se deitam em camas
sujas de fezes. A Klebsiela oxytoca, presente no campo e talos de planta, onde os animais podem
se contaminar ao deitar em camas de serragem contaminadas (GAO et al., 2019). A mastite
causada por Klebsiela spp. ¢ identificada com mais frequéncia no periodo de transi¢io e causa
consequéncias sistémicas graves aos animais, € queda abrupta na producao de leite (SANTOS;
FONSECA, 2019).

O Streptococcus uberis e o Streptococcus dysgalactiae sdo os Streptococcus mais
comuns encontrados em mastites clinicas e subclinica. Eles contaminam os animais no periodo
em que estdo secas e durante a lactacdo. Estudos apontam que a infec¢do por C. bovis € um
facilitador para ocorrer a contaminagdo por Streptococcus spp. (CONSTABLE et al., 2017).

O S. uberis foi encontrado nos labios, amigdalas e pele de bovinos. Nos rebanhos,
observa-se grande variedade de cepas, o que € um indicador de sua caracteristica ambiental alta
e baixa capacidade contagiosa, embora muitos animais tenham infecgdes cronicas e eliminacao
continua do patdgeno. S. dysgalactiae foi encontrado nas amigdalas, boca, vagina, e glandula
mamaria de bovinos, sendo que a forma de transmissdo pode ser contagiosa ou ambiental
(CONSTABLE et al.,, 2017; SANTOS; FONSECA, 2019).

Trueperella pyogenes é uma bactéria gram-positiva, anaerdbica facultativa e comensal
do trato reprodutivo de bovinos, mas em alguns casos pode causar problemas reprodutivos
como metrite, endometrites e abortos e outras doengas como pneumonia, peritonite € casos
graves de mastite (ROSENBERG et al., 2006; CONSTABLE et al., 2017). A mastite tem
carater hiperagudo, o animal apresenta sinais sistémicos, altos valores de CCS e secregdes
purulentas da glandula mamadria, sendo a taxa de letalidade e descarte dos animais acometidos
alta (CONSTABLE et al., 2017). A resisténcia da bactéria a principios ativos usados em
demasia na clinica veterinaria como oxitetraciclina e tetraciclina sio fatores preocupantes para
o controle deste patégeno (ZHANG et al., 2017).

Serratia masrcescens ¢ gram-negativa, com baixa incidéncia na casuistica de mastites
pode estar presente na serragem das camas, desencadeando uma mastite cronica branda, que
pode levar a edema da glandula mamaria e codgulos no leite. As contaminagdes sdo esporadicas,
mas podem ocorrer surtos associados a contaminag¢do do do aplicador de pré-dipping e a
formacgao de biofilme, transmitindo o patégeno para varios animais. Geralmente sdo utilizados
compostos de amonio quaterndrio, clorexidine alquilamina terciéria, n, n -bis (3-aminopropil)

dodecilamina conhecido também como laurilamina dipropilenodiamina. Os animais
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acometidos sdo descartados devido a dificuldades no tratamento (CONSTABLE et al., 2017,
FRIMAN et al., 2019).

O Bacillus cereus ¢ uma bactéria gram-positiva, pouco observada em mastites, sendo
componente da microflora do teto de bovinos, que esporadicamente pode causar mastites
agudas hemorragica (QUINN ef al., 2007; CONSTABLE et al., 2017). Nocardia spp. ¢ gram-
positiva e causa mastite esporddica quando ¢ introduzida de forma acidental na glandula
mamaria (CONSTABLE et al., 2017). Pasteurella spp., Mycobacterium bovis, Pseudomonas
spp, Citrobacter spp., Fusobacterium necrophorum e Clostridium perfringens tipo A também

podem causar mastite mas sua incidéncia ¢ baixa (CONSTABLE et al., 2017).

4.3 Caracterizacio dos agentes bacterianos causadores de mastite oportunista

Os Staphylococcus coagulase-negativo (SCN) sdo agentes secundarios no
desenvolvimento da mastite e compdem a classe dos oportunistas, sendo na maioria das vezes
parte da microbiota da pele dos animais. Os SCN englobam os Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus  hyicus,  Staphylococcus ~ chromogenes,  Staphylococcus  simulans,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus e Staphylococcus sciuri. Auxiliam na protecao
da glandula mamaria contra microrganismos externos, mas em alguns casos, podem causar
mastite subclinica. Isso promove um aumento da CCS em rela¢do a animais saudaveis, porém
ndo ocorrem alteracdes na composi¢do do leite. O tratamento nesses casos ¢ dispensavel devido
a taxas satisfatorias de auto cura. No caso do desenvolvimento de mastite clinica, a taxa de

resposta ao tratamento ¢ satisfatoria (TOMAZI et al., 2015; CONSTABLE et al., 2017).
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5 MANEJO DO AMBIENTE

O ambiente em que as vacas estdo alojadas possui papel importante no
desenvolvimento da mastite. Independente do sistema escolhido: confinamento, semi-
confinamento ou extensivo. O ambiente deve que ser limpo, seco e possibilitar a vaca 0 méximo
de conforto possivel (SANTOS; FONSECA, 2019).

O sistema de confinamento aumenta a lotacdo de animais gerando mais dejetos e
necessidade de desenvolver manejos adequados para manter o ambiente limpo e seco
(SANTOS; FONSECA, 2019). O ambiente deve proporcionar conforto aos animais, através de
camas e temperatura adequadas, as vacas passam a maioria do dia deitadas se estiverem a sua
disposi¢ao camas confortaveis, (HULSEN; AERDEN, 2016) a garantia de higiene dessa cama
¢ fundamental para que ndo ocorra novas contaminagdes, devido ao tempo que os tetos ficam
em contato com a cama (CONSTABLE et al, 2017).

O sistema free-stall se caracteriza pela presenca de camas individuas, corredores,
tanques de 4gua e local para alimentagdo. Essas camas quando compostas de maravalha,
serragem e palhas formam um ambiente propicio para a multiplicacdo bacteriana, por isso
alguns manejos diarios no free-stall sao aconselhados como: revirar as camas diariamente e
introduzir aditivos como cal hidratada a cada 48 horas para elevar o pH e diminuir a umidade
da cama, o que causa uma diminui¢cdo na carga bacteriana ¢ aumenta a vida util da cama
ocorrendo menor contaminacao dos tetos. As camas de areia sdo muito confortaveis e higiénicas
mas possui um custo de implementagdo e mantenc¢a mais alto o que muitas vezes desanima o
produtor. Os colchdes sdo higiénicos porem menos confortdvel principalmente quando nado
ocorre a troca das camas nos periodos necessarios (SANTOS; FONSECA, 2019).

O sistema de confinamento compost-barn € composto por uma uUnica cama de
serragem ou maravalha que ¢ utilizada por todos os animais, tanque de agua e local de
alimentacdo. Na cama ocorre um processo de compostagem, que € potencializada com o
processo de aeragdo utilizando um trator com rotativa duas vezes ao dia. A aera¢do permite a
oxigena¢do da cama tornando-a seca diminuindo a contaminag¢do dos uberes dos animais
(SANTOS; FONSECA, 2019).

Nas criagdes extensivas deve ser observado areas propensas a acumular animais como
sombras e arredores de cochos da dgua, buscando evitar formagao de barro, com excesso de
umidade e pisoteio. Independente do sistema escolhido para a produgdo, os tetos no momento
da ordenha devem ter baixa contaminacdo da sua extremidade para evitar que novos patogenos

colonizem a glandula mamaria (CONSTABLE et al 2017).
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6 METODOS DE PREVENCAO E CONTROLE DE MASTITE BOVINA

Para proporcionar melhorias na qualidade do leite produzido, alguns fatores sdo
fundamentais para o controle de mastite contagiosa e ambiental, como o programa indicado
pelo National Mastitis Council (EUA), conhecido como programa dos 10 pontos:

1) Estabelecimento de metas para a satde do ubere;

2) Manutenc¢do de um ambiente limpo, seco e confortavel;

3) Procedimentos de ordenha adequados;

4) Manutengdo e uso adequado do equipamento de ordenha;

5) Registrar os animais que desenvolverem mastite, e os protocolos de tratamento
utilizados;

6) Manejo adequado de mastite clinica durante a lactagdo;

7) Controle de mastite da vaca seca;

8) Manuten¢do da biosseguranca para patdgenos contagiosos e comercializagdo de vacas
cronicamente infectadas;

9) Monitoramento regular do estado de satide do ubere;

10) Avaliagdo periddica das medidas de controle de mastite (NATIONAL MASTITIS

COUNCIL, 2001).

A conscientizagdo do produtor sobre a importancia de melhorar a qualidade do leite ¢
fundamental para que se obtenha sucesso na implementa¢cdo do programa (BARKEM et al,

2013).

6.1 Manejo de ordenha

O momento da ordenha ¢ fundamental para a satide da glandula mamaria, pois ocorre o
aumento do didmetro e da permeabilidade do canal do teto e o relaxamento do esfincter,
diminuindo o potencial de defesa do organismo e aumentando a exposi¢do de patdgenos
(ZECCONI et al., 2002). Para facilitar a implementacdo de técnicas higi€nicas e eficientes
durante a ordenha, podemos dividi-la em 4 momentos: a entrada dos animais na sala de ordenha,
a pré-ordena, a ordenha propriamente dita e o pos-ordenha (SANTOS; FONSECA, 2019).

Na conducdo das vacas a sala de espera deve-se evitar o estresse dos animais para que
a producdo de adrenalina ndo prejudique o reflexo da eje¢do do leite. Os animais ndo devem

permanecer mais que 1 hora na sala de espera e devem ter uma dimensao minima de 1,4m?/vaca
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(SANTOS; FONSECA, 2019). A realizacao de uma linha de ordenha, processo onde se busca
evitar o contagio das vacas por patdgenos, realizando uma ordem dos animais menos sujeitos a
ter algum patogeno até os que possivelmente tenham, este manejo ¢ fundamental para que se
tenha menores valores de CCS (SOUZA et al., 2005; PEREIRA;MACHADO;TEODORO,
2012).

Antes de realizar a ordenha, algumas medidas devem ser implementadas. A realizagao
do teste da caneca do fundo preto com os primeiros jatos de leite dos tetos ¢ importante para a
visualizag¢do de alteragdes no leite. O preé-dipping com solugdes desinfetantes, para evitar a
contaminagdo do teto no momento da ordenha (OLIVER; GILLESPIE; LEWIS, 2001) e
diminuir os valores de CBT do leite (GALTON; PETERSSON; MERRILL, 1986) e apds 30
segundos do composto no teto deve ser realizado a secagem dos tetos com papel toalha
descartavel (CONSTABLE et al., 2017).

No momento de colocar o conjunto de teteiras deve-se evitar a entrada de ar, que causa
flutuagdo de vacuo no sistema. A retirada do conjunto manual ou automatica deve ser realizada
quando o fluxo de leite for menor que 400 gramas por minuto (CONSTABLE et al., 2017,
SANTOS; FONSECA, 2019). Ap6s a ordenha deve ser aplicado uma solugao desinfetante pos-
dipping para que além de eliminar patdgenos presentes no teto, também formam uma barreira
fisica para evitar a entrada de outros patdgenos. Os animais sdo liberados da sala de ordenha, e
devem ir para o cocho de alimentacdo por um tempo minimo de 90 minutos, para que o canal
do teto se feche (MARTINS et al., 2017; SANTOS; FONSECA, 2019).

A manutencao de higiene do ordenhador ¢ muito importante para que ele ndo se torne
um carreador de bactérias entre os animais, o uso de luvas limpas em todo o processo de ordenha
trocando-as quando for necessario ¢ um cuidado fundamental para o controle de mastite no
rebanho (SILVA; PORTELLA; VERAS, 2002). Coletas mensais de CCS individuais das vacas,
auxiliam para detectar vacas com mastite cronica, e avaliar a necessidade de segregar animais

e reorganizar os lotes que sdo ordenhados juntos (BARKEMA et al, 2013).
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7 DIAGNOSTICO

A identificacdo dos agentes responsaveis por desenvolver mastite ¢ muito importante
para que se tenha menores perdas econdmicas, realizando o tratamento apenas nos animais que
necessitam e com os fadrmacos mais indicados (SANTOS et al., 2019). O diagnostico ¢ realizado
através da coleta de amostras de leite, que podem ser do tanque, composta ou simples
(CONSTABLE et al., 2017). Para realizar a coleta, deve-se utilizar luvas, descartar os primeiros
jatos de leite, realizar o pré-dipping, a secagem dos tetos, realizar antissepsia com alcool 70°,
coletar em tubo estéril, identificar e armazenar sobre refrigeragdo em temperaturas entre 4° e

5°C (SANTOS et al., 2019).

7.1 Cultivo microbiologico no laboratorio

Corriqueiramente os cultivos sao realizados inoculando amostras de leite em placas de
Agar Sangue e Agar MacConkey, em ambientes de aerofilia. Apés a inoculagdo do patogeno,
a placa permanece na estufa a 37°C por 18-24 horas, momento em que se avalia a presenca de
crescimento bacteriano e pureza (cultura pura, mista ou contaminada). Apds a identificacao
primaria das coloOnias, realiza-se testes complementares para identificar a espécie € 0s grupos
dos agentes (SANTOS et al., 2019). O Mycoplasma spp. deve ser cultivado em meios e
condi¢des especificas para incubagdo como 37°C e 10% de CO2, muitos laboratérios ndo estao
preparados para realizar o seu cultivo microbioldgico, indicando a utilizagdo de técnicas
moleculares como por exemplo a reagdo em cadeia polimerase (PCR) (SANTOS;

FONSECA,2019; DUDEK et al, 2020).

7.2 Métodos moleculares para diagndstico

A utilizacdo de métodos moleculares para diagnostico dos patdgenos causadores de
mastite estd sendo cada vez mais utilizado, principalmente para a identificacdo de M. bovis, S.
aureus e S. agalactiae (SANTOS; FONSECA, 2019). A utilizagdo do PCR permite um
diagndstico mais rapido e preciso dos patégenos do que o observado no cultivo microbiolégico,
mas como o diagnostico € realizado através da andlise de DNA as bactérias vivas e mortas sao
identificadas, a identifica¢do dos patogenos varia de acordo com o kit utilizado para o exame.
A realizagdo do PCR em tempo real aumenta os custos do diagnostico, mas devido a alta

sensibilidade e especificidade e ao menor tempo para se dispor do resultado, a implementagao
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dessa técnica deve ser considerada (KOSKINEN ez al. 2009; SANTOS; FONSECA, 2019). A
técnica de espectrometria de massa (MALDI-TOF) realiza uma anélise dos patégenos através
das massas moleculares na forma idnica e requer o cultivo microbioldgico previamente. Com
essa técnica se identifica os patdgenos e os diferencia em espécies (SANTOS; FONSECA,

2019).

7.3 Cultivo microbiologico na fazenda

A implementacao do cultivo na propriedade permite identificar os patdgenos de maneira
rapida e desta forma realizar o tratamento antimicrobiano somente quando for necessario.
(MELO et al., 2020). O cultivo deve ser realizado em um espago especifico, composto de
geladeira com congelador e estufa. Existem varios métodos de cultivo na fazenda que diferem
entre a composicao dos meios utilizados nas placas. O crescimento nas placas para a grande
maioria dos patdogenos ocorre entre 12 e 24 horas, mas no caso do Corynebacterium bovis e
Trueperella pyogenes, o crescimento ocorre entre 40 e 48 horas (SANTOS; FONSECA, 2019).
A qualifica¢do do profissional que ird avaliar o crescimento na placa ¢ muito importante para
precisdo do diagndstico, e a presenca de um fluxograma para identificar os microrganismos

pode limitar aos patdgenos presentes ali o diagndstico (LAGO; GODDEN, 2018).
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8 TRATAMENTO

O uso consciente de antimicrobianos ¢ um fator de importdncia mundial. Praticamente
todas as mastites sdo tratadas com antimicrobianos, o que causa descarte de leite e gastos com
medicamentos muitas vezes desnecessarios. A escolha pelo tratamento dos animais deve ser
baseada no animal no seu sistema imunoldgico, periodo de lactagdo, historicos de mastite
naquele teto e idade do animal, e patogenicidade do microrganismo e eficacia dos
antimicrobianos sobre o mesmo. A taxa de cura durante a lactagdo varia conforme o patégeno
como S. agalactiae possui alta taxa de cura entre 80-100%, enquanto S. aureus apresenta taxa
de cura de apenas 25-30%, o tratamento também nao ¢ indicado em patégenos gram negativos.
A cura espontanea da mastite ocorre mais frequentemente em patdégenos ambientais como E.
coli pode ser de até 90%, mas os contagiosos como por exemplo S. aureus € praticamente nula.
O tratamento dos animais no momento da secagem ¢ uma técnica muito eficaz para o controle
de mastite e também muito utilizada através da infusdo de antimicrobiano local com longo
periodo de a¢do acompanhado ou ndo de selantes nos tetos ( PINZON-SANCHEZ; CABRERA;
RUEGG, 2011; SANTOS; FONSECA, 2019).
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9 CONCLUSOES

A producao de leite de qualidade est4 associada a muitos fatores como o ambiente que
esse animal se encontra, os patdogenos aos quais sdo expostos e a capacidade do animal em
reagir a essa infeccdo. Medidas de manejo do ambiente e da ordenha sdo fundamentais para
garantir o maximo de conforto para esses animais € a menor exposi¢ao aos patéogenos. A
realizacdo do diagnostico permite identificar os patdgenos causadores de mastite e avaliar a
necessidade do tratamento com antimicrobianos e, quando este for necessario, escolher os mais

adequados.
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Identificacdo de agentes causadores de mastite subclinica e suas consequéncias

Identification of agents causing subclinical mastitis and its consequences

Andressa Soares Zanette', Monique Tomazele Rovani', André Gustavo Cabrera Dalto'

Setor de Grandes Ruminantes (SGR) - Faculdade de Veterinaria/ Universidade Federal do Rio
Grande do Sul — FAVET/UFRGS, Porto Alegre, RS

RESUMO

A mastite bovina ¢ uma reacdo inflamatdria causada pela tentativa do organismo de
combater a invasdo tecidual ou trauma. Devido aos prejuizos causados ao longo dos anos,
acredita-se ser a enfermidade com maior importancia na producdo leiteira. O objetivo do
trabalho foi identificar os patdgenos presentes no leite em uma propriedade no municipio de
Condor e correlacionar os patégenos presentes com o valor de CCS e niimero de lactagdes dos
animais. Foram coletadas 465 amostras compostas por um pool de todos os tetos funcionais dos
animais para a realizacdo do cultivo bacteriolégico. Foram observados 26% de agentes
ambientais, 25% de agentes oportunistas, 20% ndo tiveram crescimento, 16% estavam
contaminadas, 9% de agentes mistos (ambientais, contagiosos e oportunista) e 3% de agentes
contagiosos, demostrando uma alta prevaléncia de mastite subclinica neste rebanho. Também,
observou-se uma diferenga significativa entre os nimeros de lacta¢do e os valores de CCS e a
categoria do patogeno e o valor de CCS. A utiliza¢do do cultivo microbiologico ¢ fundamental
para a identificagdo dos patdogenos, e assim tomar as medidas necessarias para o controle da
mastite.

Palavras-chave: CCS. Mastite. Ambientais. Oportunistas. Contagiosas

ABSTRACT

Bovine mastitis is an inflammatory reaction caused by the body's attempt to combat tissue
invasion or trauma. Due to the damage caused over the years, it is believed to be the most
important disease in dairy production. The objective of the work was to identify the pathogens
present in milk on a farm in the municipality of Condor and to correlate the pathogens present
with the SCC value and number of lactations of the animals. 465 samples were collected,

composed of a pool of all functional ceilings of the animals for bacteriological cultivation. 26%
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of environmental agents were observed, 25% of opportunistic agents, 20% had no growth, 16%
were contaminated, 9% of mixed agents (environmental, contagious and opportunistic) and 3%
of contagious agents, showing a high prevalence of subclinical mastitis in this herd. Also, there
was a significant difference between the lactation numbers and the SCC values and the category
of the pathogen and the SCC value. The use of microbiological culture is essential for the
identification of pathogens, and thus take the necessary measures to control mastitis.

Keywords: SCC. Mastitis. Environmental. Opportunistic. Contagious

Introduciao

A mastite ¢ a principal enfermidade que afeta a produgao leiteira, caracterizando-se por
uma inflamagdo que atinge o parénquima da glandula mamaria, com o objetivo de combater
problemas de origem tdxica, traumatica, alérgica, metabolica, fisioloégica e infecciosa
(CONSTABLE et al., 2017; SANTOS; FONSECA, 2019). A reacdo inflamatoéria visa eliminar
os patogenos, neutralizar as toxinas e regenerar os tecidos danificados. No entanto, tem como
consequéncia a alteracdo nas caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas do leite, e
alteracdes no tecido glandular do tibere (RIET-CORREA et al., 2007; SANTOS; FONSECA,
2019).

A mastite causa grandes problemas econdmicos nas propriedades ou no processamento
e armazenamento do leite (SANTOS; FONSECA, 2019). Os prejuizos econdmicos geralmente
sdo subestimados pela maioria dos produtores, podendo ser relacionados a produg¢ao de leite ou
a vida produtiva dos animais (HUIJPS; LAM; HOGEVEEN, 2008; SEEGERS, FOURICHON,
BEAUDEAU, 2003). Os agentes causadores de mastite podem ser de origem ambiental,
contagiosa e oportunistas (CONSTABLE et al., 2017). A mastite ambiental causada por
patdgenos que estdo presentes no ambiente (BRITO, 2007) ja a mastite contagiosa tem como
fonte de contaminagdo a regido do ubere do animal contaminado, por sua vez as bactérias
oportunistas estdo presentes na pele do teto do animal e quando tem a possibilidade de adentra-
lo podem causar a inflamacao da glandula mamaria (CONSTABLE et al., 2017).

A mastite pode ser classificada em clinica e subclinica. O exame clinico do animal e a
inspecdo do ubere sdo fundamentais para identificar a mastite clinica. Por outro lado, a mastite
subclinica ¢ estimada pela Contagem de Células Somaticas (CCS) e o California Mastitis Test
(CMT). O resultado positivo do microbiologico para agentes patologicos e auséncia de sinais

clinicos indica mastite subclinica (SANTOS; FONSECA, 2019).
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O objetivo deste estudo foi identificar os agentes presentes no leite de uma propriedade
com 680 vacas em lacta¢do, sem sinais clinicos ou aumento de CCS. Com base nos resultados
obtidos, manejos de prevencdo e controle serdo sugeridos conforme a categoria de agente

predominante.

Material e métodos
Georreferenciamento e caracterizagdo da propriedade

As coletas foram realizadas em uma fazenda de producdo de leite, de animais da raca
Holandesa no Municipio de Condor no Rio Grande do Sul. A propriedade se destinava a criacao
de bovinos de leite em sistema de confinamento do tipo compost barn para as vacas no pos-
parto, free-stall para vacas primiparas e de alta producdo e extensivo para as vacas com mastite
clinica, positivas para s. aureus, ¢ de baixa produ¢do e no periodo da secagem das vacas se
realizava o tratamento com antimicrobianos locais e aplicagdo de selante e todos os animais
eram destinados ao campo. O material da cama utilizado nos dois confinamentos era serragem
tratada com cal antes de ser utilizada. No sistema free-stall, as camas eram refeitas no momento
das ordenhas e era feita a aplicacdo de cal 3 vezes na semana. No compost barn, as camas eram
revolvidas 3 vezes ao dia. A propriedade possuia 680 animais em lactagdo ordenhados em
sistema de carrossel 3 vezes ao dia.

A propriedade realizava linha de ordenha, que seguia a seguinte ordem: vacas no pos-
parto, primiparas, alta produgao, baixa produg¢ao, positivas para S. aureus e por Gltimo animais
com mastite clinica. O lote de S. aureus possuia 30 animais diagnosticado previamente na
fazenda pelo método Accumast™, esses animais ficavam alojados em um lote separado dos

outros animais para evitar a disseminacao de S. aureus no rebanho.

Questionamentos epidemiologicos

Em dezembro de 2019 foram coletadas 465 amostras de leite de animais clinicamente
saudaveis, do lote de primiparas, recém paridas e de alta produgdo, para realizagdo de cultivo
bacteriologico, com o objetivo de realizar o mapeamento dos agentes microbiologicos
presentes. Os animais coletados tinham média de producao de 37,42 litros/dia. Dos 465 animais:
231 estavam na primeira lactagdo, 81 na segunda, 46 na terceira, 25 na quarta, 7 na quinta e

apenas | na sexta lactacdo e 74 animais ndo tinham essa informacao.

Amostra
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As amostras de leite foram obtidas através de pool de todos os quartos mamadrios
funcionais dos animais. A escolha por amostras compostas foi devido ao relato de alta
incidéncia de patdégenos contagiosos na propriedade e ao desejo de realizar um levantamento
do indice de mastite subclinica, e os patdgenos envolvidos na infec¢do para tomar as medidas
de prevengdo e controle necessarias (SANTOS; FONSECA, 2019). Para a coleta realizou-se
antissepsia das maos previamente as coletas e utilizou-se luvas de procedimentos sanitizadas
com alcool 70°. No momento da coleta das amostras, foi realizado o pré-dipping com solugao
a base de clorexidine, secagem com papel toalha individual, descarte dos primeiros jatos e em
seguida, realizada antissepsia com algodao imersos em alcool 70°. A amostra foi coletada em
tubo estéril, identificada e refrigerada a 7°C. Apds o término das coletas, a amostra era

congelada e mantida a -20°C e enviada ao laboratdrio.

Exame bacteriologico

O cultivo bacteriano foi realizado no laboratério VIDAVET, Botucatu, SP. Foi utilizado
para isolamento dos microrganismos o meio nio seletivo Agar Sangue e o meio seletivo Agar
MacConkey, ap6s o periodo de incubagdo realizou-se a avaliacdo das caracteristicas

morfoldgicas das coldnias, a coloragdo de gram e testes bioquimicos.

Contagem de Células Somaticas (CCS)

A CCS foi realizada através da coleta de amostras de leite utilizando amostradores, que
permitem uma coleta mais fidedigna das amostras. Apos a coleta, os tubos eram
homogeneizados para misturar o leite ao conservante e refrigerado a temperatura inferior a 7°C.
As amostras coletadas foram enviadas ao Programa de Anélise de Rebanhos Leiteiros do Parana
(PARLPR), um laboratério cadastrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento e integrante da Rede Brasileira de Laboratorios de Controle da Qualidade do

Leite (RBQL). A CCS foi obtida por meio da técnica automatizada de citometria de fluxo.

Analise estatistica

Os dados obtidos no trabalho dos cultivos bacterianos e os dados de producdo dos
animais da fazenda foram tabulados em planilhas eletronica através do programa Microsoft
Excel® para melhor visualizagio do padrio produtivo do rebanho e seus respectivos resultados
de cultivo bacteriano. Posteriormente, foram realizadas analises de teste de homogeneidade
amostral, ANOVA e Teste T com auxilio do programa SPSS v. 20.0® e considerado um nivel

de significancia de 5% para as comparacdes estabelecidas.
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Resultados

A partir do cultivo microbiologico de 465 amostras analisadas foram observados: 26%
(120) de agentes ambientais, 25% (115) de agentes oportunistas, 20% (93) ndo tiveram
crescimento (negativo), 16% (77) estavam contaminadas, 3% (16) de agentes contagiosos € 9%
(44) de agentes mistos (ambientais, contagiosos e oportunista). A Tabela 1 demonstra os
patdgenos encontrados na propriedade, a classe ao qual eles pertencem e se ¢ uma infecgao
simples, que ocorreu o crescimento de apenas um patdgeno, ou se possui mais patdgenos

envolvidos.

Tabela 1- Categorias e quantidade dos patogenos encontrados na cultura microbiologica da
propriedade.

Categoria Agente Simples  Mais de um Total
agente

Ambiental Aerococcus viridans 3 3
Bacillus licheniformis 74 39 113
Enterococcus spp 3
Escherichia coli 4 4
Klebsiella spp 7 5 12
Levedura 3 3
Micrococcus spp 13 1 14
Psudomonas 6 6
Streptococcus dysgalactiae 6 6
Streptococcus uberis 7 10 17

Contagiosa Corynebacterium bovis 15 5 20
Streptococcus agalactiae 1 1
Staphylococcus aureus 1 1

Oportunista  Staphylococcus 65 20 85
chromogenes
Staphylococcus epidermis 2 2
Staphylococcus 14 12 26
haemolyticus
Staphylococcus warneri 31 3 34

Fonte: Do proprio autor.

Na categoria dos ambientais ocorreu uma incidéncia de B. licheniformis presente em
62% das amostras, S. uberis esteve presente em 9%, Micrococcus spp em 8% e os demais
agentes microbianos totalizou 21% das amostras, como pode ser observado na figura 1. Na
categoria de contagiosos ocorreu uma incidéncia de 91% de C. bovis, S. uberis e S. aureus

estiveram presentes em apenas uma amostra como pode ser visto na figura 2. Na categoria de
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oportunistas S. chromogenes esteve presente em 58% das amostras, S. haemolyticus presente
em 18% das amostras, o S. warneri em 23% das amostras e S. epidermis em 1% das amostras,
como pode ser observado na figura 3.

Figura 1 Microrganismos ambientais presentes nas amostras de leite

B Aerococcus viridans B Bacillus licheniformis B Enterococcus spp
B Escherichia coli m Klebsiella spp m Levedura
B Micrococcus spp. B Pseudomonas B Streptococcus Dysgalactiae

m Streptococcus Uberis

Fonte: Do proprio autor.

Figura 2 Microrganismos contagiosos presentes nas amostras de leite

m Corynebacterium Bovis m Streptococcus Agalactiae m Staphylococcus Aureus

Fonte: Do proprio autor.



37

Figura 3 Microrganismos oportunistas presentes nas amostras de leite

W Staphylococcus chromogenes W Staphylococcus epidermis

m Staphylococcus haemolyticus B Staphylococcus warneri

Fonte: Do proprio autor.

Observou-se maiores valores de CCS nas amostras em que foram isolados patogenos
ambientais em relagdo ao grupo controle (p<0,01) como pode ser visualizado na figura 4. Além
disso, as vacas primiparas apresentavam média de CCS inferior as vacas multiparas (p< 0,01)

conforme figura 5.
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Figura 4 Contagem de Células Somaticas de vacas Holandesas sem sinais clinicos de
mastite (n =354), de acordo com o tipo de mastite, determinado pelo agente isolado: Controle,

ndo foram isolados agentes (n = 82); Contagiosa (n = 15); Ambiental (n = 111); Oportunista (n
= 105); Mista (n = 41).

800
600- ab
s
X 400- a
o
S ab ab
2004
0_
¢ ¥ \P\a
& O ¢ 0\\ <
oox\ ‘\/\Y & &
c)O \'a oqo
Mastite

Fonte: proprio autor



39

Figura 5. Contagem de Células Somaticas de vacas Holandesas nas diferentes ordens

de lactagdo: 1= primiparas (n =176 ); 2=multiparas (n=124).
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Fonte: proprio autor

Discussao

Em relag@o ao cultivo microbioldgico das amostras de leite, foi identificada a presenca
de trés categorias de patdgenos: ambiental, contagiosa e oportunista. A categoria de agentes
ambientais foi a mais prevalente no cultivo bacterioldgico, mas deve-se levar em consideracao
que a propriedade possuia um lote com 30 animais separados dos demais que eram positivos
para S. aureus, que nao foram coletados. O valor de 16 % das amostras contaminadas pode estar
associado ao método de coleta utilizado a amostra composta que se caracteriza por ser um pool
de varios tetos, o que aumenta o tempo de exposicdo do frasco ao ambiente e também a
possibilidade do animal ter microrganismos diferentes causando infec¢des em diferentes tetos,
esses fatores podem levar um crescimento bacteriano de 4 patdogenos ou mais na mesma
amostra.

Os patogenos mais prevalentes nas infec¢cdes ambientais foram: B. licheniformis, S.
uberis e Micrococcus spp. O B. licheniformis sdo bacilos gram-positivos que estdo presente na
terra € em matérias em decomposi¢cdo (QUINN et al., 2007). Em infec¢des experimentais, foi
responsavel por causar abortos e partos prematuros em bovinos (AGERHOLM et al., 1999). A
alta percentagem de cultivo bacterioldgico positivo para esse patdogeno pode estar relacionada

a grande prevaléncia do patdogeno no ambiente. O S. uberis cocos gram-positivo que esta
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presente no ambiente, como por exemplo no material que compde a cama. Também pode ser
comensal da pele dos bovinos, podendo ser transmitido de vaca para vaca no momento da
ordenha, ou do ambiente para a vaca em outros momentos, inclusive durante o periodo seco, o
que aumenta o risco da contaminacao da glandula mamaria (ZADOKS, et al., 2001; QUINN,
et al., 2007). Os animais acometidos por este patégeno podem desenvolver mastite clinica ou
subclinica (CONSTABLE et al., 2017). As camas da propriedade em questdo eram compostas
de serragem, o que pode favorece a multiplicacdo do S. uberis, aumentando o risco de
contaminagdo destes animais.

O Micrococcus spp sao bactérias gram-positivas, que podem ser isoladas do solo ou na
flora natural da pele dos animais. A espécie Micrococcus luteus pode causar problemas graves
em humanos, como meningites e septicemias (ROSENBERG et al., 2014). A presenca de
Micrococcus spp nas amostras de leite pode indicar uma contaminagao da amostra por bactérias
presentes no ambiente e na pele dos animais. As vacas secas eram alojadas em areas de campo
e mata nativa, o que favorecia a contaminagao por patdgenos ambientais, e assim aumentaria o
risco de mastites clinicas ou subclinicas no inicio da lactagdo (CONSTABLE et al, 2017).

Os agentes contagiosos presentes nas amostras coletadas foram: C. bovis, S. agalactiae
e S. aureus. C. bovis bacilo gram-positivo, altamente contagioso que coloniza o canal do teto
dos animais, desencadeando a mastite subclinica de curso longo (CONSTABLE, et al., 2017).
O fato do patégeno estar presente em apenas 20 amostras coletadas pode estar relacionado a
eficacia da realizacdo do pds-dipping no controle deste patdogeno, pois propriedades que nao
utilizam a aplicacdo do pos-dipping corretamente podem ter até 60% do rebanho positivo para
C. bovis (SANTOS; FONSECA, 2019).

S. agalactiae cocos, gram-positivo, que possui alta taxa de contdgio, sendo patégeno
obrigatério da glandula mamaria de bovinos com a capacidade de formar biofilmes, o que
dificulta a sua eliminagcdo (SANTOS; FONSECA, 2019; SHANG; WANG; XUE, 2020).
Durante a infec¢ao, ocorre o aumento de CCS e de CBT no leite. A eliminac¢ao desse patogeno
¢ possivel através de identificacdo dos animais acometidos e implementacdo do tratamento que
possui bons indices de cura (KEEFE, 2016). A propriedade realizava o preé-dipping e o pos-
dipping no momento da ordenha o que dificulta o contagio, e também realizavam o cultivo na
fazenda, o que permitia a identificagdo da maioria dos patogenos. (SANTOS; FONSECA,
2019).

S. aureus ¢ uma bactéria gram-positiva, coagulase positiva, um dos principais patdgenos
responsaveis pelo desenvolvimento de mastite, principalmente subclinica (SANTOS;

FONSECA, 2019). Nas coletas realizadas, apenas 1 amostra foi positiva para S. aureus, mas a
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propriedade possuia um lote de 30 vacas positivas no teste Accumast para Sthaphylococcus
aureus, que ficavam em um grupo isolado das demais e nao foram coletadas. O fato de ter sido
realizado uma unica coleta de um pool de todos os tetos diminui a sensibilidade do teste para
53%, enquanto a realizagdo de 3 coletas seriadas de um Unico quarto mamario possui
sensibilidade de 95% (CONSTABLE et al., 2017; SANTOS; FONSECA, 2019). Em rebanhos
com altos valores de CCS, a prevaléncia da infec¢ao pode ser alta, como observado num estudo
que realizou a coleta de quartos mamarios que apresentavam aumento de CCS, das 194
amostras de leite coletadas 92 foram positivas para S. aureus (GUZMAN-RODRIGUES, 2020).

Os patogenos oportunistas sdo patdgenos com menor importancia no desenvolvimento
de mastite; porém causam aumento significativo dos valores de CCS, mas sem consequéncia
para a composicao e producdo de leite (SANTOS; FONSECA, 2019). Em propriedades que
controlaram os patdgenos mais importantes no desenvolvimento de mastite, essa categoria
tende a aumentar (CONSTABLE et al., 2019). A principal fonte destes patogenos ¢ a pele dos
tetos e, no caso de S. epidermis, a pele do ordenhador (VANDERHAEGHEN et al., 2015). No
presente estudo, os patéogenos mais frequentes foram S. chromogenes, S. warnei, S.
haemolyticus, parcialmente diferente do que o encontrado em outros estudos que sugerem S.
chromogenes, S. epidermidis, S. haemolyticus e S. simulans como os Staphylococcus coagulase
negativa de maior relevancia (VANDERHAEGHEN et al., 2015).

No presente estudo, foi observado valor de CCS superior nos animais acometidos por
mastite ambiental. O aumento da CCS ocorre devido a sinalizacdo dos mediadores
inflamatorios apds a exposi¢do ao patdgeno, causando um aumento de neutréfilos na corrente
sanguinea. Esta resposta ¢ maior em bactérias gram-negativas, devido ao complexo de
lipopolissacarideo presentes na parede celular (RIOLLET; RAINARD; POUTREL, 2000;
SANTOS; FONSECA, 2019). Como pode ser observado na resposta inflamatéria para
infeccdes de Escherichia coli, em que ocorre o recrutamento rapido e potente de neutrofilos,
diferente do que observado em infecgoes por S. aureus (RIOLETT; RAINARD;
POUTREL,2000).

Em relagdo aos ntimeros de lactagdes, observou-se um aumento de CCS da primeira
lactagdo para as demais. Como ja havia sido descrito em trabalhos anteriores, o aumento de
CCS ocorre devido a maior exposicdo a infeccdes destes animais conforme o aumento do
numero de lactagdes (CUNHA, 2008; CONSTABLE, 2017).

As amostras dos animais que estavam contaminadas ou ndo possuiam valores de CCS
foram excluidos do estudo estatistico. Nao foi possivel correlacionar os valores de CCS com os

dias em leite dos animais devido a auséncia dessa informagao.
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Conclusao

Os dados apresentados neste estudo apontam uma alta prevaléncia de infec¢des
ambientais em animais que ndo apresentavam sinais clinicos de mastite. A variabilidade de
agentes identificados relata a importdncia da realizacdo de cultivo bacterioldgico para a
utilizacdo correta e prudente de tratamentos com antimicrobianos. Também se observou o
aumento do valor CCS em infec¢des causadas por patogenos ambientais quando comparado ao
grupo controle, assim como foi observado o aumento de CCS relacionado ao aumento do

numero de lactagdes.
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