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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a ocorréncia e etiologia de mastites
clinica e subclinica e qualidade bacteriologica dos tanques de armazenamento de
leite em seis propriedades leiteiras do municipio de Dom Pedrito — RS, entre os
meses de abril a julho de 2014. Em geral as propriedades eram caracterizadas por
criacao semi-extensiva, rebanhos de no maximo 100 animais, com producdes diarias
variando entre 6 litros a 18 litros vaca/dia. Durante as visitas foram acompanhadas
as linhas de ordenha e realizados os testes de caneco telado e o CMT- California
Mastitis Test, observado o manejo higiénico sanitario do processo e realizado um
qguestionario com o0s produtores sobre o manejo. As amostras de animais com
alteracdes no leite detectaveis aos testes foram coletas em tubos estéreis, bem
como as amostras dos tanques de imersdo, acondicionados em caixas isotérmicas e
encaminhadas ao laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Pampa —
UNIPAMPA. As amostras foram submetidas a testes microbioldégicos para a
contagem de mesofilos aerébios através da contagem padrdo em placa (CPP),
determinacdo de coliformes totais (CT) e termotolerantes (CTT) pela técnica de
tubos multiplos (NMP) e posterior identificacdo bacteriana. A ocorréncia de mastite
subclinica diagnosticada pelo teste CMT nas propriedades estudadas variou entre 0
a 55%, enquanto a mastite clinica foi (0 a 8,3%), sendo as bactérias isoladas
Staphylococcus spp, Enterobacteriaceae, Streptococcus spp, Moraxella sp,
Pseudomona ssp, Flavobacterium sp. Todas as propriedades apresentavam
deficiéncia nas instalacbes e/ou no manejo realizado como: auséncia de sala de
espera para os animais, fornecimento de racdo durante a ordenha, utilizacdo do
mesmo pano para higienizacdo no pré dipping, assim como, a falta de um local limpo
e seco que possibilitasse arracoamento pés ordenha. Para a qualidade do leite
armazenado no tanque apenas uma propriedade estaria fora das conformidades
preconizadas pela IN 62 apresentando CPP acima de 2x10’. Em relagéo ao NMP,
estes variaram para CT de ausente a 1,1x10* enquanto para CTT de ausente a
9,3x10° em duas propriedades. Os resultados obtidos no presente trabalho
demonstram que as falhas de processos de higiene antes, durante e pds ordenha
podem estar associados com a ocorréncia de mastite nos rebanhos analisados e
com a qualidade do leite obtido.

Palavras chaves: Mastite. Higiene na ordenha. Qualidade do leite



ABSTRACT

The present estudy aimed to assess the milking systems, the occurrence,
etiology of clinical and subclinical mastitis, and the bacteriological quality of the milk
storage tanks in six farms from the city of Dom Pedrito - RS, in the period from April
to July 2014.Generally, the farms are known for its semi-extensive breeding, cattle
herds of 100 animals at max, with daily production ranging from 6 to 18 litters of milk
per cow. Also, all the farms are part of a milk gathering system of a regional
cooperative. During the visits, the milking lines were examined and the "screened
cup” test and CMT - California Mastitis Test - were made. It was also observed the
hygienic handling of the facilities and through the milking process. After that, it was
performed a survey with the workers about the whole process.The samples taken
from the animals that presented modifications discovered in the "screened mug" test
and that had a positive result in the CMT were collected aseptically in sterilized
tubes, as well as the samples from the immersion tanks that were stored in isotherm
refrigerated containers to be transported and sent to the Microbiology Laboratory of
the Unipampa - Universidade Federal do Pampa, to be analyzed. The samples were
subjected to microbiological tests for aerobic mesophilic count by standard plate
count (CPP), determination of total coliforms (TC) and thermophilic (CTT) by the
multiple tube technique (MPN) and subsequent bacterial identification. The
occurrence of subclinical mastitis diagnosed by CMT in studied herds ranged
between 0-55%, while clinical mastitis was (0 to 8.3%), while isolated Staphylococcus
spp, Enterobacteriaceae, Streptococcus spp,, Moraxella sp, Pseudomonas spp,
Flavobacterium sp. All properties were defective premises and or management held
as: no waiting room for animals, providing feed during milking, use the same cloth for
cleaning the pre dipping, as well as the lack of a clean place and dry which enabled
feeding after milking. For the quality of milk stored in the tank only one property
would be out of conformance advocated by presenting 62 IN CPP above 2x107. For
PWN, these ranged from absent to CT for 1,1x104enquanto to CTT missing the
9,3x102 two properties. The results obtained in this study demonstrate that the
failures of processes of care before, during and after milking may be associated with
the occurrence of mastitis in herds analyzed and the quality of milk obtained.

Key words: Mastitis. Milking hygiene. Milk Quality
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1 INTRODUCAO

Dentro do setor agropecuario do estado do Rio Grande do Sul, pode-se citar
a producéo leiteira como uma das atividades mais importantes, sendo desenvolvida
em 80% dos municipios gauchos (MARTINS et al.,, 2007). A agricultura familiar é
responsavel por 85% da producao total de leite, sendo mais de 134 mil produtores
de leite no Estado, que possuem um rebanho acima de 1,5 milhées de vacas, com
producao diaria de 10,6 milhdes de litros de leite (FIORI, 2013).

De acordo com os dados do IBGE (2014), entre os meses de janeiro e
marco de 2014, o Rio Grande do Sul produziu 849.841 litros de leite. No 1° trimestre
brasileiro foram produzidos 6.186 bilhées de litros de leite, indicando uma queda de
5,5% em relagéo ao 4° trimestre de 2013. Na mesma prévia do IBGE, regionalmente
verificou-se que o Sudeste foi responsavel por 41,4%, seguido pela regido Sul com
33,8%, Centro-oeste por 14,7% e regides Norte e Nordeste participaram
respectivamente com 5% cada uma.

Segundo o veterindrio da Secretaria Municipal da Agricultura e Meio
Ambiente do municipio de Dom Pedrito - RS, existem 33 produtores de leite, que
produzem 4.000I de leite por dia, as quais sdo entregues a cooperativa regional, ha
ainda outros produtores que tem sua producao entregue diretamente ao consumidor
(comunicacédo pessoal Médico Veterinario Leonir.

Com a grande demanda por leite e produtos lacteos pelo mercado, observa-
se uma preocupacdo comum: a qualidade, que é um importante elemento para a
tomada de decisdo dos consumidores. Se, por um lado, este fator é responsavel
pela busca do aperfeicoamento continuo, por outro, assegura a sobrevivéncia na
competitividade entre mercados (TRONCO, 1997; PINHEIRO et al. 2011)

A atividade leiteira possui papel relevante na economia brasileira, no entanto
percebe-se que a qualidade do leite no pais deixa a desejar, devido a inUmeros
fatores, entre eles, a falta ou desconhecimento da importancia da higiene da
ordenha, equipamentos e ordenhadores, além da aquisicdo de animais saudaveis,
diagnéstico e controle da mastite (SOUZA et al.; 2014; SILVA, 2007).

Langoni et al. (2011) relatam que entre as doengas que acometem O0S
rebanhos leiteiros, a mastite € a mais relevante e que constitui um fator limitante em
muitas propriedades, devido a queda de producdo e as perdas econdmicas

provocadas pela doenca.
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O termo mastite designa os fendmenos inflamatorios, geralmente de
natureza infecciosa, que acometem a glandula maméaria (BRADLEY, 2002). Segundo
LeBlanc et al. (2006), trata-se de uma doenca de cunho multifatorial que tem nas
inter-relacdes entre o hospedeiro, 0 ambiente e os agentes infecciosos, os fatores
determinantes para sua ocorréncia. De acordo com Ferreira (2008) a enfermidade
acarreta prejuizos significativos ao produtor.

Em vacas infectadas com mastite subclinica estima-se que a producédo de
leite seja reduzida em até 15%, enquanto um Unico quarto mamario infectado podera
ter a producéo reduzida em até 45% - 50% (BRADLEY, 2002; BRITO et al., 2000).

No Brasil foi estimado que, em funcdo da alta prevaléncia de mastite nos
rebanhos em torno de 20 a 38%, possa ocorrer perda de producéo entre 12 e 15%,
0 que significa um total de 2,8 bilhGes de litros/ano em relacdo a producao anual de
21 bilhdes de litros Fonseca e Santos, 2000. Smith e Hogan (2001, apud Silva,
2007) em estudo realizado nos Estados Unidos relatam que a enfermidade reduz a
producdo e a qualidade do leite com imensas perdas econémicas, estimadas em U$
200,00 por vaca/ano. Bar et al. (2008) calculou custos de U$ 179,00 em geral para
mastites, independente da etiologia. Esses autores consideraram parametros como
custos do tratamento, diagndstico, diminuicdo na producao, descarte do leite, perda
no valor do leite, fase da lactacdo e producao individual, entre outras, no entanto
esses valores podem aumentar consideravelmente se forem incluidos riscos de
recidivas em outras lactacdes, descarte precoce, diminuicdo na producdo das
proximas lactacdes entre outros.

Entre os fatores de risco para a mastite pode-se definir como caracteristicas
gue aumentam a probabilidade de sua ocorréncia, a biosseguridade, o0s
procedimentos de ordenha, o sistema de ordenha, os tratamentos intramamarios, a
higiene do animal e das instalacdes. Outro importante fator de risco esta relacionado
a alta producéo de leite, pois animais que tem alta producdo sao mais susceptiveis a
apresentar episodios de mastite, o que demonstra que ignorar a producédo de leite
como um fator de risco pode subestimar as perdas de producédo (OLIVEIRA et al.,
2012; COETRAO et al., 2008; YAMAMURA et al., 2008).

A inexisténcia de treinamento dos ordenhadores e a nao utilizacdo de
servicos laboratoriais para identificacdo dos patdogenos também séo relatadas como

fatores predisponentes a ocorréncia de mastite (COENTRAO et al., 2008).
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A mastite em geral é classificada de acordo com os sinais clinicos em clinica
e subclinica. A mastite clinica apresenta alteracbes no leite, presenca de edema, e
sinais de inflamacdo no Ubere, sendo sua identificacdo na maioria das vezes
realizada através dos sinais clinicos evidentes e pelo teste do caneco telado ou de
fundo preto, onde se percebe a formagédo de grumos e outras alteragdes (PILON
2010). A forma clinica da doenca € a que mais preocupa 0s produtores, ja que esta
demonstra sinais clinicos visiveis, porém a que mais acarreta prejuizos e mais
encontrada € a forma subclinica (BARBALHO e MOTA, 2001; SANTOS e
FONSECA, 2000).

A mastite subclinica, ndo apresenta alteragfes assinalaveis no Ubere e, na
maioria dos casos, hem no leite, sendo dificil seu diagnostico. Além da reducao na
producdo a mastite provoca, entre outras, alteracbes nos trés principais
componentes do leite: proteina, gordura e lactose. (AIRES, 2010; SANTOS e
FONSECA, 2007; COSTA et al., 1998).

Sua ocorréncia afeta a qualidade do produto final e esta diretamente
relacionada a carga microbiologica do leite ao chegar a industria beneficiadora,
ocorrendo alteracdes nos constituintes do leite pela acdo proteolitica e lipolitica com
prejuizos ao tempo de vida-de-prateleira e a qualidade do leite (SANTOS et al.,
2003; MA et al., 2000). As alteracdes fisioldégicas na glandula mamaria infectada e os
patdgenos, presentes nos casos de mastite subclinica também sdo responsaveis
pelas alteragcbes causadas ao leite como aumento da contagem de células
somaticas, aumento das proteinas do soro, aumento de sodio, cloro, lactato,
diminuicdo de célcio, fésforo, caseina, lactose entre outras (SATU, 2003; KITCHEN,
1981).

Véarios métodos tém sido recomendados para diagnosticar a ocorréncia de
mastite subclinica nos rebanhos leiteiros, entre eles, pode-se citar o California
Mastitis Test (CMT), Wisconsin Mastitis Test (WMT) e a Contagem de Células
Somadticas (CCS) (CARDOZO, 1996).

Alguns dos principais patdgenos causadores de mastite sdo o0s
Staphylococcus aureus, S. agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus
uberis e Escherichia coli, seguido de Corynebacterium bovis e enterobactérias, entre
outros que no pais sdo causadoras de aproximadamente 5% dos casos de mastite
(BRITO et al., 2002; COSTA, 1998). Estes patogenos podem ser divididos em dois
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grupos, baseados na sua origem: patdgenos contagiosos e patdogenos ambientais
(PEELER et al., 2000).

As infec¢des causadas pelos agentes contagiosos tendem a se apresentar na
forma subclinica e a se tornarem cronicas, podem ser consideradas as mais
importante por ndo serem auto-limitantes e apresentarem baixa porcentagem de
cura espontanea. S&o microorganismos adaptados para sobreviverem no Ubere.
Eles sdo disseminados principalmente pelas maos dos ordenhadores e
equipamentos de ordenha, geralmente contaminados a partir do leite de animais
infectados. Os rebanhos com mastite contagiosa em geral apresentam altas
contagens de células somaticas (CCS). Um dos métodos utilizados para reduzir sua
disseminacédo € a desinfeccdo de tetas apds a ordenha. O tratamento da vaca ao
final da lactacdo, com antibiéticos adequados para o periodo seco, elimina a maioria
desses patogenos (BRITO et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2010; BENEDETTE et al.,
2008)

A mastite ambiental tem como principal fonte dos microrganismos o
ambiente. Podendo ser encontrados em todos os rebanhos e podem ser
recuperados da agua, fezes, materiais usados como cama, pele dos animais entre
outras fontes. As infeccbes tendem a se apresentar na forma clinica aguda e
algumas vezes, na forma hiperaguda, em que se observa febre, perda de apetite,
desidratacédo e, ocasionalmente, morte do animal. (BRITO et al., 2002; COSTA,
1998).

Segundo Bradley e Green (2000) enterobactérias, causadoras de mastite
ambientais sdo freqientemente encontradas durante o periodo seco, pois tém
habilidade em se manterem quiescentes na glandula mamaria até o parto,
subsequentemente, causando mastite clinica durante a fase inicial da lactacéo,
enquanto na lactacdo e no processo de ordenha em si ha maior susceptibilidade de
difusdo de mastite contagiosa

Santos et al. (2010) salienta que alguns patégenos que ocasionam a mastite
sdo de facil controle, com adocdo de boas praticas de higiene e de manejo do
rebanho durante a ordenha. Para melhorar a qualidade do leite e garantir um
alimento seguro e de alto valor nutricional, é fundamental o controle da mastite nos
rebanhos. Muitos esfor¢cos tém sido empregados para o seu controle (LANGONI et
al., 2011).
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O presente trabalho teve por objetivo avaliar os sistemas de ordenhas
realizadas nas propriedades, a ocorréncia e etiologia de mastites clinicas e
subclinicas e qualidade bacteriologica do leite armazenado nos tanques de
refrigeracdo por expansdo em seis propriedades leiterias do municio de Dom Pedrito

— RS entre os meses de abril a julho de 2014
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Propriedades

Foram visitadas 6 propriedades produtoras de leite, localizadas no municipio
de Dom Pedrito — RS, entre os meses de abril a julho de 2014. Em geral as
propriedades eram caracterizadas por criacdo semi-extensiva, rebanhos de no
maximo 100 animais, com produc¢des diarias variando entre 6 litros a 18 litros vaca
dia e todas as propriedades pertenciam ao sistema de coleta de leite para uma
cooperativa regional.

Durante as visitas foram acompanhadas as linhas de ordenha e realizados os
testes de caneco telado e CMT- California Mastitis Test (SCHALM e NOORLANDER
1957 apud BOZO et al.,, 2013), e observado o manejo higiénico sanitario das
instalacdes e da ordenha.

Os produtores responderam a um questionario sobre manejo higiénico
sanitario de acordo com a metodologia de SOUZA et al. (2005) e BOZO et al. (2013)
(APENDICE 1)

2.2 Amostras

As amostras de animais com alteracfes no leite detectaveis ao teste do
caneco telado e/ou positivos ao CMT foram coletas assepticamente em tubos
estéreis, bem como as amostras dos tanques de imersdo e acondicionadas em
caixas isotérmicas refrigeradas para transporte ao Laboratdrio de Microbiologia da

Universidade Federal do Pampa — Unipampa, para realizacdo das andlises

2.3 Analise das amostras

As amostras positivas aos testes de triagem foram submetidas a testes
bacteriologicos para a contagem de mesofilos aerébios através da contagem padrao
em placa, determinacdo de coliformes totais e fecais pela técnica de tubos multiplos

e posterior identificacdo bacteriana.
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2.3.1 Contagem de Microrganismos Mesofilos Aerdbios (CPP)

Nas amostras de leite foram realizadas diluicbes seriadas até 10 em tubos
contendo solucdo salina peptonada 0,1%, posteriormente uma aliquota de 1ml de
cada diluicdo foi semeada para a contagem padrdo em placa em placa de Petri
contendo meio agar padrao para contagem (PCA) e colocadas para incubacao a 37
°C por 48 horas. O célculo da CPP foi realizado com auxilio de contador de colénias
digital nas placas que continham mais de 25 colonias, sendo posteriormente
realizadas as médias aritméticas das colbnias e multiplicado pelo inverso da dilui¢éo,
resultando no numero de unidades formadoras de colénia (UFC) por mL de leite.

2.3.2 Determinacdao de coliformes totais e termotolerantes (NMP)

Para determinacdo dos coliformes totais e termotolerantes nas positivas de
leite foi utilizada a Técnica de Fermentacdo em Tubos Mdltiplos, que determina o
Numero Mais Provavel (NMP), empregando-se séries de trés tubos por diluicéo.
Aliquotas de 1mL das amostras nas diluicdes de 10, 1072, 10 foram transferidas
para tubos contendo 10 mL de caldo Lauril Sulfato de Sodio (CLS) e Caldo
Lactosado Verde Brilhante (CLVB), enquanto para determinacdo de coliformes
termotolerante a 45°C foi utilizado o Caldo Escherichia coli (EC). As aliquotas de
cada diluicdo foram transferidas para séries de trés tubos contendo CLS com tubos
de Durham invertidos no seu interior, posteriormente foram incubados a 36°C
durante 24 e 48h. Dos tubos que apresentaram turbidez e formacdo de gés foram
retiradas uma alcada da solucédo a qual foi semeada em tubos contendo 10 mL de
CLVB e EC, da mesma forma contendo tubos de Durham invertidos.

Os tubos contendo caldo verde brilhante foram incubados a 36°C por 24/48 h,
enquanto os de E. C. por 24 e 48h a 45°C em banho maria. A formagéo de gas nos
tubos de CLVB foi considerado indicativo da presenca de coliformes totais, sendo o
resultado expresso em NMP por ml de leite. Para contagem de E. coli, os tubos de
E. C. com presencga gas no seu interior foram observados sob luz ultravioleta em
uma cabine escura, considerando-se positivos para E.coli os que apresentassem
fluorescéncia. Esses foram repicados em placas de Petri contendo Agar Eosina Azul

de Metileno (BEM) as quais foram incubadas a 36°C por 24h/48h. As coldnias
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crescidas apresentando coloracédo enegrecida com ou sem brilho metalico, suspeitas
de E. coli, foram identificadas por provas bioquimicas.

Os resultados de NMP para coliformes totais e termotolerantes foram
calculados pela tabela de Hoskins (1934) e expressos em NMP/ml (SILVA, 2010).

2.3.3. Identificagcao bacteriana

As colbnias crescidas nas placas contendo o meio de cultura para contagem
padrdo foram submetidas a caracterizacdo morfolégica. Colénias individuais foram
entdo repicadas em meios especificos, como: Agar sangue desfibrinado de ovino
5%, MacConkey, Brain Heart Infusion (BHI), Miiller Hinton, a 36°C por 24/48h, sendo
entdo observadas as caracteristicas como forma da colbnia, pigmentacdo e
presenca de hemdlise, enquanto para as provas morfolégicas e tintoriais foi utilizado
a coloracdo de Gram para caracterizacdo das bactérias foram divididas em grupos
de cocos e bacilos gram positivas e gram negativas.

Posteriormente conforme as particularidades dos grupos identificados, as
bactérias isoladas foram submetidas a provas bioquimicas como fermentagcdo de
carboidratos, reducdo de nitrato, utilizacdo do citrato, fermentacdo do manitol,
presenca de motilidade, resisténcia a novobiocina, oxidase, catalase e coagulase

(QUINN et al., 2005).
Figura 1 - Crescimento bacteriano, teste de oxidase e coagulase
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3 Resultados e Discussofes

Das seis propriedades rurais visitadas todas possuiam mao de obra familiar
com excecao da propriedade 1, onde havia além do proprietario dois funcionarios
contratados, as ordenhas eram mecanica com tarro ao pé e o leite era armazenado
em tanque de refrigeracdo por imersdo. Todas realizavam duas ordenhas diarias,
com intervalo de aproximadamente 12h. Os rebanhos eram compostos por animais
das racas Holandesa, Jersey e suas cruzas, 0s animais eram mantidos em sistema

semi-extensivo.

Figura 2 - Ordenhador, sistema de ordenha e instalagdes

Fonte: a autora.

As instalacbes eram compostas por galpdo aberto com piso de alvenaria,
onde apenas uma propriedade apresentava galpdo de ordenha com paredes
azulejadas e semi fechadas. Em todas as propriedades o tanque de refrigeracédo de
leite era mantido em sala especifica e nenhuma das propriedades apresentava
pediluvio, sala de recepc¢éao e galpdo ou sala de alimentacao.
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A agua utilizada como fonte de bebida para os animais em todas as
propriedades provinha de agude. Para a limpeza dos equipamentos e da sala de
ordenha era utilizada agua encanada e/ou proveniente de poco artesiano. Na
propriedade 6 era utilizada para limpeza dos equipamentos agua de acude clorada.
A qualidade da &gua utilizada no manejo, ndo foi analisada em todas as
propriedades pelo presente estudo, somente em uma das propriedades foi coletada
(P6), e nesta foi identificada a bactéria Escherichia coli.

De acordo com Guerra et al. (2011) a agua nao deve ter qualidade e
quantidade requerida negligenciadas, pois é uma peca chave para 0 sucesso e
rentabilidade na atividade leiteira. O autor ainda cita que a qualidade da agua pode
aumentar o nivel de contaminacfes por patégenos no rebanho e comprometer a
vida util dos equipamentos.

Para verificar a ocorréncia de mastite nos rebanhos estudados, foi testado um
total de 89 animais em lactacédo, totalizando 355 quartos mamarios, onde 83% (5/6)
das propriedades possuiam animais positivos ao teste de CMT e 33% (2/6) positivos
ao teste de caneco telado.

Em se tratando do teste do CMT, foi verificado que em 83% (5/6) das
propriedades visitadas, o teste era realizado com intervalo de 30 dias pelo técnico
responsavel enviado pela cooperativa. No entanto quanto ao teste do caneco telado
foi observado que em apenas 17% (1/6) das propriedades o mesmo era realizado a
cada 15 dias, porém, nesta mesma propriedade nao realizava-se o teste de CMT.

Verificou-se que a ocorréncia de mastite subclinica diagnosticada pelo teste
CMT foi de 34% (31/89) enquanto que a clinica em 2,47% (2/89) dos animais. No
entanto quando considerada a ocorréncia nas propriedades essa frequéncia variou
entre 0 a 55% para a subclinica e de 0 a 8,3% para a clinica (Tabela 1).

Miller e Nesi (2012), em um experimento realizado no municipio de Ipuagu—
SC obtiveram resultados semelhantes com altas taxa de mastite subclinica
(89,95%). Ainda no mesmo trabalho, estes autores correlacionaram uma possivel
queda na producdo de leite devido aos casos de mastite, porém, a queda na

producado néo foi analisada no presente estudo.
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Tabela 1 - NUmero de animais em lactacdo, média de producao diaria de leite,
animais positivos ao CMT e ao caneco telado e ocorréncia de casos de mastite
subclinica de acordo com cada propriedade analisada.

N° de animais

N° de Media de o Ocorréncia de mastite
. o ~ positivos
Propriedades animais em producéo
ordenha diaria CMT* C.T* Subclinical Clinica?
1 21 200 9 0 42% 0%
2 5 60 0 0 0 0%
3 12 107 3 1 25% 8,3%
4 22 300 6 1 27% 4.5%
5 9 100 5 0 55% 0%
6 20 375 8 0 40% 0%
Total 89 31 2 34,83% 2,24%

Fonte: a autora

*C.T = caneco telado

* California Mastitis Test

'diagnosticada pelo teste do CMT

2 diagnosticadas pelo teste do caneco telado

Segundo Muller (2002) a forma subclinica da mastite € responsavel por
aproximadamente 70% das perdas, podendo reduzir a secrecao de leite em até 45%
nos quartos mamarios afetados e elevar os niveis de contagem de CCS (Células
Somaticas). Fonseca e Santos (2000) estimam que para cada caso clinico da
enfermidade ocorram 35 casos de subclinica.

Dentro de um rebanho leiteiro o recomendado € que a prevaléncia de mastite
subclinica ndo ultrapasse 15% e da clinica 1% do rebanho lactante (FONSECA E
SANTOS, 2000). No presente estudo dependendo da propriedade a frequéncia
encontrada foi superior ao recomendado tanto para a subclinica quanto para clinica
55% e 8,3% respectivamente. Esses resultados acima do preconizado sao
semelhantes ao encontrados por outros autores que variaram entre 39,57% e 65%
de mastite subclinica (LANGONI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2010; MARTINS et
al., 2010; BUENO et al., 2002).

Em estudos na Republica do Uruguai no ano de 2002 realizado por
Gianneechinie e colaboradores (2003), foram verificado resultados semelhantes,
determinando a prevaléncia de mastite subclinica em 54% dos animais testados nos
rebanhos avaliados, enquanto que no presente trabalho foram observados 34%
considerando todas as propriedades. Em contrapartida Oliveira et al. (2011) em

avaliacdo da bacia leiteira de Rondon do Par4, onde foram testados 237 animais,
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15,6% apresentaram mastite subclinica, resultados estes que estariam dentro do
preconizado por Fonseca e Santos (2000).

Em relacdo ao acometimento dos quartos mamarios nos animais estudados
foi observado que houve variacdo entres as propriedades, no entanto verificou-se

gque em maior frequéncia ocorria a infeccdo em dois quartos simultaneamente
(Tabela 2).

Tabela 2 - Porcentagem de quartos mamarios diagnosticados com mastite subclinica
positivos ao CMT

CMT positivo

Propriedade 1 quarto 2 quartos 3 quartos 4 quartos
mamario mamarios mamarios mamarios

1 44% 33% 22% 0%

3 0% 66% 0% 33%

4 50% 33% 16% 0%

5 0% 40% 20% 40%

6 37% 37% 25% 0%

Fonte: a autora

Na grande maioria das mastites subclinicas os animais podem ser fonte de
infeccbes para outros animais na medida em que contaminam teteiras,
ordenhadeiras e as méos dos ordenhadores que disseminam 0S microrganismos
para outros animais e entre os proprios animais contaminando quartos mamarios
(LANGONI, 2013)

De acordo com a literatura, as propriedades leiteiras teriam suas producdes
reduzidas decorrente da ocorréncia de mastite e conforme o maior o nimero de
quartos afetados (MULLER, 2002).

Segundo Langoni (2013) deve-se considerar a mastite como uma doenca
multifatorial e os elementos da triade epidemioldgica: agente — hospedeiro — meio
ambiente estdo interligados de forma clara e direta, e cada um deles apresentam
caracteristicas proprias e variadas. A principal maneira de prevenir a disseminacao
da mastite é a identificagdo, separacdo e o tratamento dos animais doentes
(MULLER, 2002)

Os sistemas de higiene pré e pos ordenha foram avaliados durante as visitas
nas propriedades onde foi verificado falhas nesses requisitos. Em 100% (6/6) das

propriedades foram verificadas deficiéncia nas instalagbes como: auséncia de sala
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de espera e pds ordenha para 0os animais ou piquete de arragoamento limpo e sem
presenca de lama e detritos (SOUZA et al., 2005).

O fornecimento de alimento ocorria durante a ordenha e os animais eram
soltos em piquetes com grande acumulo de barro e matéria organica, da mesma
forma néo era evitado que os animais se deitassem logo serem ordenhados, sendo
esse manejo uma porta de entrada para infec¢cdes por patégenos causadores de
mastite, pois o esfincter dos tetos permanece aberto por no minimo uma hora

possibilitando a entrada de microrganismos (BRITO et al., 2009).

Tabela 3 - Sistemas de higiene pré e pés ordenha e alimentacdo dos animais
durante a ordenha

Desprezo Uso de
dos trés 1° Lavagem dipping
jatos dostetos Pré Pos

Secagem dos tetos Alimentacao
durante a
ordenha

Propriedades Pano Papel

comum descartavel

OO, WNE
Z2Z2zZ2Z22Z2Z
nznuunuumz
SOmWZ22zZ20m
nuununzumz
Z2Z2Z2Z20W0m
nununzzzz
nuuuunnmunom

Fonte: a autora
*N = nado utilizavam/faziam
*S = utilizavam/faziam

Schereiner e Ruegg (2003) avaliando escores de limpeza de tetos e pernas
de vacas produtoras de leite em Wisconsin (EUA), obtiveram resultados
significativos entre a prevaléncia de patégenos contagiosos e ambientais, onde o
escore de higiene dos tetos, a prevaléncia de infeccdes intramamarias causada por
patégenos contagiosos foi de 2,8, 4,7, 5,1 e 7,4% de acordo com a classificacao dos
escores para limpeza de tetos 1 (limpo) 2 (intermediario), 3 (pouco sujo) e 4 (sujo), e
para patdogenos ambientais a correlagdo foi de 9,7, 9,6, 12,1 e 13,8% para 0s
escores de limpeza dos tetos 1, 2, 3 e 4 respectivamente. Ainda para 0s mesmos
autores a prevaléncia de isolamentos de patdgenos contagiosos e ambientais
causadores de mastite foram significativamente associados com a limpeza dos tetos
e pernas.

Estudos como o de Souza et al. (2005) demonstraram haver relacdo entre o

fornecimento de alimento durante a ordenha e o aumento da contagem de células
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somaticas em rebanhos leiteiros da Zona da Mata de Minas Gerais, bem como o uso
de pré e pds dipping contribuindo para baixas contagem de células somaticas.

Das propriedades analisadas, trés apresentaram maior ocorréncia de mastite,
sendo elas a propriedade 1, 5 e 6 com 42%, 55% e 40% respectivamente. Entre elas
a propriedade 1, além dos problemas de manejo jé citados anteriormente comum a
todas as propriedades, realizava como manejo de rotina o pré dipping utilizando uma
mistura de alcool e detergente formulada pelo proprietario, secagem dos tetos com
pano o qual era utilizado por todos os animais, nao realizava o pos dipping, permitia
a presenca de animais domésticos como galinhas, gatos e cachorros no galpéo de
ordenha, e utilizava a area em volta do galpao com presenca de lama para descanso
dos animais apo6s a ordenha.

Da mesma forma na propriedade 5 se observou deficiéncias de manejo com
predominio de animais velhos, grande area de terra e lama ao redor do galpao, onde
0S animais permaneciam antes e apds a ordenha, assim como Uberes e pernas com
elevada sujidade. No entanto, o proprietario utilizava pré e pos dipping, a secagem
dos tetos com papel toalha descartavel, mas que devido as condicbes das
instalacdes e manejo dos animais nao foi provavelmente o suficiente para prevencgao
da enfermidade.

Na propriedade 6 a principal falha percebida durante a visita além da ja
citadas, foi a utilizacdo de agua de acude para a higiene dos animais e lavagem dos
equipamentos. Posteriormente foi isolado Escherichia coli na agua utilizada pelo
produtor.

Segundo Oliveira et al., (2012) os principais fatores de risco associados a
mastite foram relacionados ao manejo higiénico-sanitario como sistema de criacao
semi-intensivo, alimentacdo dos animais durante a ordenha rodizio de
antimicrobianos favorecendo o aparecimento de resisténcia a terapia, além do uso
inadequado da terapia da vaca seca, 0 que favorece a persisténcia dos agentes no
periodo seco ocasionando casos de mastites subsequentes.

Oliveira et al., (2012) demonstrou que a lavagem dos tetos antes da ordenha
foi apontada como um fator de protecdo a mastite. Praticas como a lavagem das
maos dos ordenhadores com agua e sabao e o descarte dos trés primeiros jatos em
uma “caneca telada” ou de “fundo preto”, com o objetivo de diagnosticar a mastite

clinica, sdo medidas importantes para o controle desta enfermidade assim como a
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utilizacdo de servicos laboratoriais para a identificacdo dos patdogenos (FONSECA &
SANTOS, 2000; COENTRAO et al., 2008).

Bozo et al. (2013) e Guerreiro et al. (2005) em trabalhos realizados com 5
propriedades nos estados do Parana e Catanduva SP, obtiveram resultados que se
assemelham com o presente estudo, onde todas as propriedades apresentavam
problemas quanto as boas praticas de ordenha.

Quanto a qualidade do leite, em 2002 a Instrucdo Normativa 51 (IN 51) entrou
em vigor para normatizar e garantir ao consumidor um produto com melhor
qualidade, definindo os itens de composicdo como gordura, acidez, densidade
relativa, indice crioscépico, sélidos ndo-gordurosos, proteina total, estabilidade em
alizarol, contagem padrdo em placas (UFC/ mL) e contagem de células somaticas
(CS/mL) (BRASIL 2002).

No entanto, com intuito de aprimorar o leite produzido no Brasil em 2011,
entrou em vigor a IN 62, na qual extinguindo a classe de leite tipo C, além de
diminuir os valores para a Contagem padrdo em placa e contagem de células
somaticas para as regides Sul e Centro Oeste. Em julho de 2011, onde o CPP
maximo era de 7,5 x 10° (UFC/ mL) e para CCS (CS/ mL) max. de 7,5 x 10°
enquanto que em 2014 as maximas passaram a ser respectivamente 3 x 10°(UFC/
mL) e 5 x 10°CCS (CS/ mL), as regides Norte e Nordeste tem um ano a mais para as
novas adequac¢des (BRASIL, 2011).

As contagens de bactérias mesdfilas aerdbicas do leite proveniente dos
tanques de expansdo presentes nas propriedades analisadas variaram de 3x10° a
2x10°’UFC/ml. Com esses resultados foi possivel verificar que em uma das
propriedades 17% (1/6) foi encontrado valores acima do exigido pela IN 62,
demonstrando a necessidade de revisdo das praticas de manejo utilizadas nesta
propriedade, antes, durante e pds a ordenha, assim como do manejo utilizado para a
limpeza do tanque (abela 4).

Arcuri et al., (2006) obteve medias de contagem padréo de <1,0 x 10°> UFC/ ml
em 20 dos 39 rebanhos estudos e <7,5 x 10 "UFC/ ml, onde todas as propriedades
atenderam as exigéncias do IN 51. Martins e colaboradores (2008) Em avaliacdo de
30 tanques de refrigeracdo, sendo 9 tanques comunitarios, acharam resultados
contrarios ao presente estudo, sendo que 30% dos tanques ndo atenderam as

especificacdes da IN 51.
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O resfriamento do leite nas propriedades tem como principal beneficio a
melhoria da qualidade, pela reducdo da deterioracao por bactérias mesdfilas (Miguel
et al., 2007).

Quanto a presenca de coliformes totais, nas amostras coletadas dos tanques
de refrigeracdo, foi possivel verificar a semelhanca em 83,33% (5/6) das
propriedades com valores superiores a 1.1 X10* NMP/ml, somente a propriedade
2ndo apresentou crescimento para coliformes totais (<3.0), nesta mesma
propriedade nao foi verificado positividades aos testes de triagem de mastite nos
animais em lactacéo (Tabela 4).

Segundo Silva e colaboradores (2010a), a contaminacao do leite por bactérias
do grupo coliformes € uma indicacdo de auséncia de higiene e sanitizacdo da sala
de ordenha, dos ordenhadores e dos animais, confirmando a necessidade de
modificar e reeducar os procedimentos utilizados nas propriedades leiteiras.

Contagens elevadas de coliformes em propriedades de Umuarama-PR,
também foram verificadas, onde foi constatando a falta de higiene nas préticas de
ordenha (SILVA et al., 2010 b).Segundo alguns autores contagens acima de
1x10°NMP/mL de microrganismos do grupo coliforme sdo indicativos de falta de
higiene durante as ordenhas, sendo estes agentes indicadores de contaminacgao
ambiental, com isso é necessario implementar praticas corretas durante todo o
processo de obtencao do leite (SILVA et al., 2010b; CITADIN et al., 2009; MURFHY
1997 apud ACURI et al., 2006).

Uma vez que coliformes totais sdo indicativos de contamina¢do do ambiente,
a presenca dos coliformes termotolerantes no leite especialmente a Escherichia coli
indica contaminacdes de origem fecal (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Nos resultados obtidos para coliformes termotolerantes a partir de amostras
dos tanques de refrigeracéo, foi verificada a presenca destes em 33,3% (2/6) das
propriedades, com isso evidenciando a falta ou deficiéncia no manejo higiénico
sanitario nestes estabelecimentos.

Os resultados variaram entre auséncia (<3) e 9,3x10> NMP/ml, conforme pode
ser verificado na tabela 4. As propriedades que apresentaram valores aumentados
no NMP de coliformes termotolerantes (4 e 6), ndo coincidiram com a propriedade
(1) que estava fora dos padrBes microbiolégicos exigidos pela IN62 quanto a
contagem padrdo em placa. Evidenciando que sao métodos de controle higiénico—

sanitario que auxiliam, porém ndo sao interdependentes. Devido a proibicdo de
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comercializacdo de leite ndo pasteurizado, ndo existem parametros microbiol6gicos
normatizados para leite refrigerado cru quanto a quantidade de coliformes totais e
termotolerantes na legislacéo vigente (Brasil, 2002; Brasil, 2011).

Semelhante ao presente estudo, Citadin et al. (2007), ao analisar coliformes
termotolerantes no oeste do Paran4, obtiveram resultados entre 1,6 x 10* a 1,1 x 10*
NMP/mL. Da mesma forma Moraes et al., (2005), evidenciaram a presenca de
coliformes termotolerantes em 38% (8/21) propriedades do Estado do Rio Grande do
Sul, ficando evidenciado a deficiéncia de higiene.

A partir do isolamento e testes bioquimicos do crescimento de coliformes
termotolerantes foi possivel identificar a E. coli como patdgeno envolvido. A
identificagdo de E. coli como contaminante no tanque de refrigeragéo de leite foi em
33% (2/6) das propriedades.

Na propriedade 6 foi identificado em um dos animais com mastite subclinica o
isolamento de E. coli, da mesma maneira foi identificado esse agente no tanque de
refrigeracdo e na agua utilizada para limpeza dos animais. No entanto, na
propriedade 4 onde houve crescimento do microrganismo somente no tanque de
refrigeracdo, ndo foi evidenciado nas amostras provenientes dos animais com
mastite, este resultado pode ter sido influenciado pela qualidade da agua utilizada
para a higiene do tanque, porém essa nao foi avaliada no presente estudo.

A Agua utilizada no processo de producdo do leite ainda é uma fator
desconhecido para os produtores, ja que estes ndo ddo a devida importancia a
qualidade negligenciando os problemas que podem ocasionar a todo o sistema de
producédo, desde a distribuicdo de patdégenos entre 0s animais como a contaminagao
do leite depois de obtido (GUERRA et al., 2011; ARAUJO et al., 2009).

Tabela 4 - Valores médios das contagens de aerdbios mesofilos, coliforme totais,
coliformes termotolerantes, de amostras de leite do tanque de refrigeracéo de cada
propriedade.

CPP CT CTT
Propriedade (UFC/ml) (NMP/ml) (NMP/ml)
1 2 x10’ > 1,1x10* <3.0
2 1,3x10° <3.0 <3.0

3 1,9x10° > 1,1x10* <3.0
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4 2x10° > 1,1x10* 9,3x10°
5 3x10° > 1,1x10* <3.0
6 4 x10° >1,1x10% 9,3x10°

< 3.0 = Ausente

CPP — Contagem padrao em placa de mesofilos aerdbios
CT - coliformes totais

CTT - coliformes termotolerantes

UFC — unidades formadoras de col6nia

NMP — niimero mais provavel

Um dos fatores motivadores para os produtores melhorarem suas condi¢des
de higiene e a implantacdo de um programa de controle da sanidade da glandula
mamaria é o impacto financeiro que este tipo de programa pode ocasionar na renda
do produtor (BOZO et al.,, 2013). Segundo Borne et al., (2014) avaliando o
programa de nacional de controle da mastite na Holanda a principal razdo de
preocupacdo e motivadora de mudangas no conhecimento e praticas adotadas por
criadores de bovinos de leite foi a custo gerado por casos de mastites clinicas.

Durante o periodo experimental foi realizado o diagndstico etiolégico dos
agentes associados as mastites clinicas e subclinicas, detectadas no teste de CMT e
caneco telado. Os principais agentes encontrados estao dispostos na Tabela 5.

Tabela 5- Frequéncia de patdgenos bacterianos identificados das amostras
provenientes dos animais com mastite de acordo com as propriedades avaliada.

Propriedades Patogenos Frequéncia %
Propriedade 1 Staphylococcus spp 6 42%
Enterobacteriaceae 3 21, 42%
Streptococcus spp 2 14%
Moraxella sp 1 7,14 %
Pseudomonas sp 1 7,14 %
Flavobactérium sp 1 7,14 %
Total 14 100%
Propriedade 2 0 0%
Propriedade 3 Staphylococcus spp 5 100%
Total 5 100%
Propriedade 4 Staphylococcus spp 3 60%
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Enterobacteriaceae 2 40%

Total 5 100%
Propriedade 5 Staphylococcus spp 6 75%
Enterobacteriaceae 2 25%

Total 8 100%
Propriedade 6 Staphylococcus spp 6 75%
Enterobacteriaceae 2 25%

Total 8 100%

Fonte: a autora

Nas propriedades avaliadas a ocorréncia de patdgenos considerados
contagiosos foi de 65% (26/40), patébgenos ambientais 27,5% (11/40) enquanto
observou-se 7,5% (3/40) de outras bactérias. As bactérias identificadas pertencentes
ao grupo das contagiosas foram S. aureus com 54 % (14/26), S. epidermidis 11%
(3/26), S. intermediu s15% (4/26), S. chromogenes 15% (4/26) e S. hyicus 4% (1/26),
ja as bactérias ambientais encontradas no presente estudos foram da familia
Enterobacteriaceae spp com 81% (9/11), Streptococcus uberis 9% (1/11) e
Streptococcus sp.9% (1/11). Enquanto as outras bactérias 7,5% identificadas foram
do género Moraxella sp 33% (1/3), Flavobacterium sp 33% (1/3) e Pseudomonas sp
33% (1/3).

Entre os patdgenos contagiosos o de maior frequéncia encontrado foi o
Staphylococcus coagulase positiva, sendo o0 mais isolado o S. aureus com 54%. No
Brasil estudos realizados indicam que S. aureus esta amplamente distribuido nos
rebanhos leiteiros nacionais, com frequéncias que variam de 32,9 a 70,9%,
resultados estes semelhantes ao encontrado no presente estudo (ZANETTE et
al.,2010; ANDRADE et al., 2000; MOREIRA et al., 1997; LARANJA & MACHADO,
1994)

Segundo Brito et al.,, (2009) e FERREIRA et. al. (2006), a mastite por
patdogenos contagiosos deve-se as condi¢cdes deficientes de higiene durante a
ordenha, incluindo o local, os equipamentos utilizados e os ordenhadores, que se
tornam veiculos para as bactérias, quando ndo ocorre a higienizacdo correta. Estes
fatores provavelmente contribuiram para os resultados obtidos no presente estudo,
uma vez que foi observada a alta ocorréncia destes microrganismos contagiosos e a

deficiéncia nas praticas de manejo nas propriedades avaliadas.
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Outros agentes séo frequentemente isolados nos casos de mastites como
leveduras e bactérias do género Corynebacterium sp., consideradas agentes
contagiosos (COSTA et al., 2008; LANGONI et al., 2011; LAFFRANCHI et al., 2001).
No entanto, ndo houve isolamento desses microrganismos nas amostras analisadas.

Foi observado nos animais analisados a ocorréncia de 27,5% de mastite
causada por agentes ambientais, destes, 81% foram referente a enterobactérias.
Segundo Prestes, et al. (2003) a familia Enterobacteriaceae deve ser considerada
como importantes agentes causadora da enfermidade, podendo inclusive ocasionar
mastite com maior gravidade.

Lagoni et al., 2011, obteve isolamentos de bactérias Gram negativas em 17%
de amostras de leite.

Em diferentes paises e regifes de tipos de sistemas criacdo de bovinos de
leite ha diferencas entre os agentes etiolégicos das mastites, de acordo com
caracteristicas climéticas e tipo de instalacdes que praticam o estudo conduzido por
Riekerinket et. al. (2008) sobre a etiologia de mastite clinica no Canada que
encontraram maior ocorréncia de Staphylococcus aureus, E. coli, Streptococcus
uberis, eSthaphylococcus coagulase-negativo, a distribuicdo destes, variou de
acordo com a regido do pais e com o tipo de instalagédo, em instalagdes do tipo “free
stall” foram encontradas maior proporcéo de Klebsiella spp. E E. coli em instalacdes
do tipo “tie-stall” S. aureus, Strep. uberis, e Staphylococcus coagulase negativa, e
outros Streptococcus spp.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A adequacao de 83,3% das propriedades dentro dos limites exigidos pelo
MAPA IN 51 e IN 62, quanto a CPP isolada do tanque de refrigeracdo, demonstrou
que o leite produzido nessas propriedades estava dentro dos limites de higiene
preconizados neste quesito. No entanto, foi possivel observar que quanto a
ocorréncia de mastite e niumero mais provavel de coliformes totais e fecais estdo
aquém do recomendado.

Verificou-se problema no sistema de manejo em todas as propriedades
avaliadas, sendo o mais comum deficiéncia de instalacdes e na higiene dos animais
antes, durante e poOs ordenha, que certamente colaboraram para os casos de
mastite clinica e subclinica nas propriedades.

Foi possivel verificar que a alta ocorréncia encontrada de microrganismos que
causam mastite contagiosa em especial Staphylococcus spp, corrobora para 0s
resultados de deficiéncia na higienizac&do durante os processos de obtencao do leite.

A implantacdo de sistemas de higiene mais eficientes e o maior controle dos
rebanhos analisados seria uma alternativa para a diminuicdo da ocorréncia de
mastite e possivel aumento de producdao leiteira, acarretando em melhores lucros.

Considerando o namero de propriedades avaliadas é necessario ainda, mais
estudos sobre a producéo leiteira no municipio de Dom Pedrito — RS para que se

tenha uma visédo real do sistema de producao realizado na regiao.
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APENDICE

FICHA DE AVALIACAO
PROPRIEDADE

Nome da propriedade:

Localidade:

Municipio:

Tipo de rebanho: leite () Corte () Numero total de animais:
N° de animais em ordenha: Raca:

Total de animais

Producéao diéaria:

Sistema de Criacdo: () Extensiva () Confinada () Semi extensiva
FARMACOS USADOS PARA:

Sistema de Secagem das

vacas:

Secagem das

vacas:

Tratamentos de

mastite:

Vacinacdes: () teste de tuberculina ( ) Brucelose () Reprodutivas
Vermifugagédo: () Semestral () Trimestral () Mensal

Sistema de ordenha: ( Jmanual ( )tarro ao pé ( )canalizado
SISTEMA DE HIGIENE DOS TETOS

() pré e pos dipping ( )pré dipping ( )péds dipping ( )nenhum ( )
outro

Tempo de contato com o teto: Concentragao do

produto:

Secagem dos tetos: () uso de pano ( ) papel toalha ( )nenhum ( ) outro

Limpeza das teteiras ( ) detergente alcalino ( ) detergente acido ( ) somente
agua quente () somente agua fria ( )

outros

Uso de caneca de fundo preto: () Sim () Néo

Frequéncia:
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Uso do teste do CMT: () Sim () Nao
Frequéncia:
SALA DE ORDENHA

Chéo: ( ) cimento ( ) chao batido ( ) emborrachado ( ) outros

Paredes: () cimento ( )azulejo ( ) outros

Animais na sala de ordenha: ( ) cachorro ( ) gato ( )galinhas ( )outros
Aberturas: Janelas com telas () sim ( ) ndo

Agua de bebida: ( ) acude ( ) agua de pogo ( ) agua encanada
Suplementacéo: ( ) feno ( )silagem ( ) racdo comercial
Suplementacéo no cocho () Sim () Nao

Pré ordenha ( ) P6s Ordenha ( )

Local da Suplementacéo pés ordenha




