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RESUMO

SOUTO, L. I. M. Associagao entre o indice de mastite em rebanhos bovinos
leiteiros e a qualidade microbiologica do leite cru no Estado de Sao Paulo,
Brasil. [Association between mastitis rate in bovine dairy herd and the raw milk
microbiological quality in S&do Paulo State, Brazil]. 2006. 84 f. Tese (Doutorado em
Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2006.

O objetivo deste trabalho foi verificar as possiveis correlagdes entre os indices de
mastite e a qualidade microbiologica do leite cru, em 36 propriedades com atividade
exploratoria leiteira, no Estado de S&o Paulo, Brasil. Examinou-se 4662 quartos
mamarios de 1180 animais em lactagdo para se verificar a presenca de mastite
pelos Testes de Caneca de Fundo Escuro e CMT, e coletou-se uma amostra de
cada quarto mamario positivo em pelo menos um dos testes para exame
microbiolégico. Para se avaliar a qualidade microbioldgica do leite cru, coletou-se
uma amostra de cada propriedade e fez-se a Contagem de microrganismos
mesofilos aerdbios facultativos viaveis, Contagem de microrganismos psicrotréficos
aerobios facultativos viaveis, Contagem de microrganismos termofilos aerébios
facultativos viaveis, Contagem de Enterococcus spp., Contagem de Stapylococcus
spp., Contagem de Streptococcus spp., Contagem de Corynebacterium spp.,
Contagem de bolores e leveduras, Numero Mais Provavel de coliformes totais e
Numero Mais Provavel de coliformes fecais. Aplicou-se teste de Correlacdo de
Pearson e Regressdo Linear. Para comparagao entre os indices de mastite, a
melhor correlagao foi entre o indice de resultados positivos ao teste CMT e os casos
de mastite por causa infecciosa (r = 0,920 e R? = 84,7%). Comparando-se o indice
de mastite e a qualidade microbiolégica do leite cru, o melhor resultado que
apresentou correlagcédo significativa foi entre o indice de casos de mastite por
Staphylococcus spp. e a Contagem de microrganismos termofilos aerdbios
facultativos viaveis (r = 0,522 e R? = 27,3%). Pelo baixo nimero de analises que
apresentaram resultado de Correlagao significativa, notou-se que o indice mastite
em rebanhos bovinos leiteiros n&o interfere na qualidade microbiolégica do leite cru,

nas condi¢des estudadas neste experimento.

Palavras-chave: Mastite animal. Leite cru. Leite (qualidade). Microbiologia. Bovinos
leiteiros.



ABSTRACT

SOUTO, L. I. M. Association between mastitis rate in bovine dairy herd and the
raw milk microbiological quality in Sdo Paulo State, Brazil. [Associacao entre o
indice de mastite em rebanhos bovinos leiteiros e a qualidade microbioldgica do leite
cru no Estado de Sdo Paulo, Brasil]. 2006. 84 f. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sdo Paulo, 2006.

The purpose of this research was to investigate the possible correlations between
the mastitis rate and raw milk microbiology quality, from 36 dairy farms, in Sdo Paulo
State, Brazil. It was investigated 4662 mammary quarters of 1180 lactant animals to
examine mastitis cases using Tamis test and CMT. It was collected one sample of
each positive mammary quarter in one test at least to microbiological analysis. To
estimate the raw milk microbiological quality, it was colected one sample from each
farm and realized one aerobic plate count of microorganisms mesophilic, aerobic
plate count of microorganisms psychrotrophic, aerobic plate count of microorganisms
termophilic, Enterococcus spp. plate count, Stahylococcus spp. plate count,
Streptococcus spp. plate count, Corynebacterium spp. plate count, Yeast and Molds
plate count, Most Probable Number of coliforms, Most Probable Number of fecal
coliforms. It was used Pearson Correlation test and Linear Regression. In order to
compare mastitis rates, the best correlation was between positives CMT test rate and
the cases of mastitis caused by infections disease (r = 0,920 and R? = 84,7%).
Analysing the mastitis rate and the raw milk microbiological quality, the best result of
correlation was between Staphylococcus mastitis rate and the aerobic plate count of
microorganisms termophilic (r = 0,522 e R? = 27,3%). Because of the low number of
significant correlation, it was observed that the mastitis heard in dairy bovines herds

do not interfere in raw milk microbiological quality, in the condition of this experiment.

Key-words: Animals mastitis. Raw milk. Milk (quality). Microbiology. Dairy herds.
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1 INTRODUGAO

O leite € um alimento de alto valor nutritivo, servindo como unica fonte de nutrientes
dos mamiferos na fase inicial de suas vidas. A disponibilidade de tantos nutrientes

propicia o desenvolvimento de microrganismos e prejuizo a qualidade do produto.

Mastite € o processo inflamatério da glandula mamaria. A inflamagdo do tecido
glandular leva a alteragdo da composicdo do leite devido a alteracdo da
permeabilidade celular. Diversas razdées podem levar ao aparecimento da mastite,
sendo a mais comum, a infeccdo do ubere por microrganismos. Estes agentes séo
capazes de colonizar o tecido mamario e utilizar o leite como fonte de nutrientes
para seu desenvolvimento, causando prejuizos a composi¢do quimica deste

alimento.

Com o desenvolvimento tecnologico, a busca por melhoria de qualidade de produtos
e processos se tornam fundamentais para o desenvolvimento de um setor
econdmico e por sua competitividade no mercado globalizado. Em 2002, a Instrugéo
Normativa N° 51, aprovou regulamentos técnicos de producdo, identidade e

qualidade do leite no Brasil.

A presenga de microrganismos na glandula mamaria sugere uma maior carga
microbiana no leite e consequente perda de qualidade. A relagédo entre o indice de
mastite em rebanhos leiteiros e a qualidade microbiolégica do leite cru & feita de
maneira indireta por meio de contagem de células somaticas e quantificacdo de

nutrientes ou pela contagem total de microrganismos presentes neste alimento.

Foi proposto, usando-se metodologias simples e usuais avaliar a relagdo entre o
indice de mastite em rebanhos leiteiros bovinos e a qualidade microbioldgica do leite
cru de maneira ainda nao realizada. Esta pesquisa analisou se as metodologias
oficiais de avaliacdo da quantidade de microrganismos no leite cru sdo capazes de
refletir o indice de mastite do rebanho. Os dados obtidos sdo de grande importancia
cientifica por apresentar estudos de relagbes ainda ndo empregados no modelo

proposto, o que pode servir de padrao para futuros trabalhos cientificos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

O leite € um alimento de alto valor nutritivo, contendo gorduras, proteinas,
carboidratos, minerais, vitaminas e oligoelementos. Um litro de leite por dia supre a
necessidade protéica de criangas com até seis anos de idade, mais de 60% da
necessidade protéica dos adolescentes e 50% da dos adultos. A Organizagao
Mundial de Saude (OMS) recomenda o consumo de pelo menos 500 mL de leite por
dia (COSTA, 1999a).

2.1 MASTITE

Mastite € a nomenclatura usada para designar o processo inflamatorio da gléandula
mamaria. Inflamagdo € um termo utilizado ha mais de 2.000 anos e é assim
mencionado, pelo calor da area inflamada ser comparado com a combustado dos
corpos. Pode ser definida como a resposta do organismo a alguma lesao do tecido
ou célula, desencadeando reagdes celulares, humorais e vasculares. Rubor, tumor,
calor e dor s&o os 4 sinais fundamentais da inflamacéo descritos por Celsus, no
primeiro século antes de Cristo. O disturbio da funcio foi o outro sinal acrescentado
por Galeno, 130 anos depois de Cristo (FARIA, 1971; ROBBINS, 1974; THOMSON,
1983).

De acordo com Faria (1974, p. 69),
[...] no processo inflamatério ocorrem em seqléncia
cronoldgica alteragbes ou lesbes celulares e teciduais,
disturbios circulatérios e fenébmenos proliferativos reparadores.
Para Marchand e Lubarsch, é todo este conjunto de alteragdes
que caracteriza a inflamacdo. Este € o conceito também
adotado por nés. Se cada fenbmeno aparecer isoladamente,
por ex., sO as alteragbes celulares, ou s6 o disturbio

circulatorio hiperémico, ndo se pode falar de inflamacao.
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Pode-se classificar os processos inflamatorios infecciosos em doencas clinicas e
subclinicas. As primeiras sao aquelas que apresentam alteragdes fisioldgicas e
morfolégicas anormais, causando dor, desconforto ou estresse, demonstrando
evidentemente sinais clinicos. O termo subclinico aplica-se a mastite e algumas
outras doencgas infecciosas, e o hospedeiro pode disseminar o microrganismo
envolvido, ndo apresentando evidéncias clinicas, podendo a presenca do agente

agressor ser detectado apenas por testes complementares (THOMSON, 1983).

O processo inflamatério da glandula mamaria pode ser originado por alguma falha
de gerenciamento, incluindo nutricdo, higiene, genética e condi¢gdes ambientais.
Pode-se classifica-lo de acordo com a severidade em casos clinicos e subclinicos.
Mastite clinica é aquela em que ja se evidenciam os quatro sinais de inflamagéo e o
leite apresenta-se de maneira grosseiramente alterado, com formagéo de coagulos e
presenca de fibrina na secrecao, podendo ser detectado pelo teste da caneca de
fundo escuro. Mastite subclinica é verificada por testes que identificam presencga de
leucocitos no leite, direta ou indiretamente. Nas duas situagcdes observa-se
diminuicdo de producdo de leite, mas na primeira circunstancia a perda é muito
superior (CULLOR; TYLER,1996; PARKER, 1981; QUINN, 1980; REBHUN, 2000).

Della Libera (1998) verificou que amostras de leite de glandulas mamarias com
Contagem de Células Somaticas (CCS) acima de 500.000 cél./mL apresentam maior
positividade ao teste CMT, pH mais alcalino e teores de cloretos mais elevados do

que amostras com CCS abaixo de 500.000 cél./mL.

A etiologia da mastite infecciosa pode se apresentar bastante variada.
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. sao 0s principais
microrganismos envolvidos no processo inflamatério da glandula mamaria. Outros
agentes, como Enterobacteriaceae, fungos filamentosos e leveduras também sé&o
encontrados (COSTA et al., 1986).

Os agentes infecciosos causadores de processos infecciosos da glandula mamaria
podem ser dividido em duas categorias: contagiosos e ambientais. Os
microrganismos contagiosos sao aqueles que estdo bem adaptados ao tecido

mamario e se alastram por de procedimentos de ordenha que possibilitem o contato
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do material infectado com o animal sadio, sao exemplos deste grupo
Staphylococccus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e
Mycoplasma spp. Os ambientais sdo aqueles que estdo presentes no ambiente ao
qual o animal tem acesso e infectam a glandula mamaria pelo contado do orificio do
teto com o agente infectante, sdo exemplos deste grupo Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Serratia spp., Proteus ssp., Pseudomonas
spp., Stahyphylococcus coagulase-negativos, Streptococcus ambientais, leveduras
ou fungos, Actinomyces pyogenes e Corynbebacterium bovis (REBHUN, 2000).
Cullor e Tyler (1996) destacam que infec¢gdes intramamarias causadas por
organismos considerados comensais colonizando a glandula mamaria, podem
proporcionar protegdo do tecido contra os considerados patdogenos maiores.
Corynebacterium bovis e Staphylococcus coagulase negativa podem deter a entrada

de Staphylococcus aureus.

Um importante fator que influi no indice de mastites provocadas por microrganismos
ambientais é a sazonalidade. Durante os meses de maior precipitacdo pluviométrica
e mais quentes, ocorrem mais casos de mastites ambientais. Outros fatores
relacionados ao ambiente como falta de higiene podem interferir no indice deste tipo

de infeccdo da glandula mamaria (RIBEIRO et al., 2001).

A distancia da base do teto ao solo € um importante fator de risco para mastite,
sendo que quanto mais préximos a superficie do terreno, maior o fator
predisponente a infecgdo (BOLGOV, 1997).

Costa et al. (2001) estudaram a relagao entre os casos de mastite clinica e sub-
clinica em 237 rebanhos. Em rebanhos em que o principal agente etioldgico é
Corynebacterium bovis nota-se maior ocorréncia de mastite subclinica e menor de
mastite clinica, j4& em rebanhos onde o agente etiolégico predominante é
Staphylococcus coagulase positivo observa-se maior ocorréncia de mastite clinica e

menor de subclinica.
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2.1.1 Contagem de Células Somaticas (CCS)

Um método utilizado para se controlar a qualidade microbiologica do leite € por meio
da contagem de células somaticas. Este método pode ser afetado por varios fatores,
entre eles, a idade do animal, raga, numero de ordenhas diarias e periodo da
lactacdo. A presenca de infeccdo na glandula mamaria € o que mais influencia o
aumento do numero de células somaticas, podendo-se utilizar este pardmetro como
indicador indireto da presencga da infeccdo. No entanto, € importante lembrar que
esta metodologia podera estar indicando um processo inflamatério de causa néo
infecciosa. (HILLERTON, 1999; SMITH; HOGAN, 1999).

O California Mastitis Test (CMT) é um exame indireto muito utilizado para
diagndstico de mastite a campo. Este teste apresenta correlagéo (r = 0,9638) com a
contagem de células somaticas, demonstrando sua alta eficiéncia (THIERS et al.,
1999). Jorge et al. (2005) comparam o teste CMT e a contagem de células
somaticas de leite de bufalas e observaram correlacéo positiva e significativa (r =
0,53). Porém, quando comparou-se o teste de CMT e contagem de células
somaticas com a composicdo e producao de leite de bufalas ndo se observou

correlagao.

Zafalon et al. (1999) descreveram que infecgbes causadoras de mastite subclinica,
ocasionadas por Staphylococcus coagulase positivos, Staphylococcus coagulase
negativos e Corynebacterium sp, tiveram aumento significativo da contagem de

células somaticas e diminuigao na producgao de leite.

Apesar de apresentar baixo custo e ser de facil execugao, ha uma discussao quanto
a padronizagao da contagem de células somaticas no leite. Existe uma relagéo entre
a contagem de células somaticas no tanque de expansdo e a porcentagem de
quartos mamarios infeccionados, onde rebanhos com indices de mastite de 6,2%,
12,8%, 24,3% e 32,6% apresentam contagem de células somaticas de 200.000,
400.000, 750.000 e 1.000.000 de ceélulas/mL, respectivamente. A Unido Européia
aceita até 400.000 células/mL no tanque de expansdo, ou seja, um indice
aproximado de 12-13% de quartos mamarios infectados. J4 os Estados Unidos

aceitam até 750.000 células/mL, ou seja, aproximadamente 25% de quartos
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mamarios infectados (uma média de um quarto mamario com mastite para cada
animal em producao). Varios pesquisadores afirmam que quartos mamarios que
secretam leite com menos de 200.000 células/mL raramente estarao infectados por
algum tipo de microrganismo. O aumento da contagem de células somaticas no
tanque de expansdo aumenta o risco de residuo de antibiético no leite. O Codex
Alimentarius Comission nao prevé nenhum limite para a contagem de células
somaticas, portanto € necessario que se facam estudos para estabelecer limites
aceitaveis, a fim de se obter um melhor parametro para monitoramento da qualidade
do leite cru (HILLERTON, 1999; SMITH; HOGAN, 1999).

Schukken et al. (1989) observaram que a estimativa anual de mastite clinica em
rebanhos com contagem de células somaticas menor que 150.000 cel./mL chega a
17,9 casos por 100 animais. O microrganismo mais freqientemente isolado foi
Escherichia coli (16,2 %), seguido de estafilococos coagulase negativa (13,0 %). A
variagao da ocorréncia da doenga mostra-se sazonal, ocorrendo também variagao
entre os grupos de microrganismos durante as diferentes estagdes do ano. Um alto
indice de mastite clinica pode ocorrer em rebanhos com baixa contagem de células
somaticas devido a ocorréncia de microrganismos pouco patogénicos, como

estafilococos coagulase negativa.

Noro et al. (2004) encontraram, na regiao Noroeste do Rio Grande do Sul, Escore de
Células Somaticas (ECS) médio da transformacgéo do logaritmo igual a 3,57 + 1,95,
inferiores aos observados em outras regides do Brasil. Mostram que o més do
controle leiteiro, estagio de lactagao, idade do parto e més do parto tém efeito

significativo sobre ECS.

2.1.2 Prejuizos que a mastite causa a qualidade do leite

Costa (1998a) relata que a mastite causa diminui¢do na producgao de leite e que o
prejuizo estimado pela mastite em propriedades brasileiras € de 332,00
dolares/vaca/ano, sendo superior ao observado em outros paises (nos EUA, por

exemplo, a média € de 200 ddlares/vaca/ano).
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O processo inflamatério da glandula mamaria provoca uma diminuigdo na produgao
de leite, que pode variar de 5,3% a 21,2%, conforme o grau de severidade da
doenga. Quartos mamarios afetados refletem uma menor porcentagem de solidos
totais, teor de gordura, solidos ndo gordurosos e lactose (ASHWORTH; FORSTER;
LUEDECKE,1967; DANIEL; BIGGS; BARNUM, 1966; NG-KWAI-HANG et al., 1983).
A maior atividade de lipases leva a diminuigdo dos valores de acidos graxos e menor
concentragédo de fosfolipideos. Leites provenientes de glandulas afetadas possuem
maior concentragdo de acidos graxos livres de cadeias curtas (4 a 12 carbonos) e
menor concentragdo de acidos graxos de cadeias longas (16 a 18 carbonos)
(RANDOLPH; ERWIN, 1974). A diminuicdo do teor de gordura e sodlidos nao
gordurosos apresenta relagdo com o grau de severidade da doenga, ou seja, quanto
mais grave a patologia, menor o teor de gordura e sdélidos ndao gordurosos
(PHILPORT, 1967).

O processo inflamatorio da glandula mamaria eleva consideravelmente a contagem
de células somaticas no leite cru, e isto aumenta significativamente a lipdlise e
protedlise, além de provocar aumento da chamada “lipélise espontanea” que ocorre
no leite cru armazenado em tanque de expansao. No periodo de pré-infeccéo a
contagem & menor que no periodo pos-infeccdo. O leite com maior numero de
células somaticas tem a vida de prateleira diminuida e os padrdes de qualidade
alterados. Mesmo apds a pasteurizagao, a qualidade do leite com alta contagem de
células somaticas é afetada durante o periodo de estocagem (MA et al., 2000;
MURPHY et al., 1989).

Ruegg e Tabone (2000) observaram que em rebanhos com alta contagem de células
somaticas, o risco de residuo de antibiético no leite € aumentado. Os autores
alertam para a importéncia de um programa de controle de mastite para que este
risco seja diminuido, ja que este é um Ponto Critico de Controle no programa de

Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

Weaver e Kroger (1977) observaram que o teor de proteina total e proteina ndo
caseinica (proteina do soro de leite) no leite considerado normal para a contagem de
células somaticas (até 1.000.000) € menor do que naquele considerado anormal (>

1.000.000). A alta contagem de células somaticas provoca um aumento de 6 a 20%
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no teor de proteina em relagdo ao leite considerado normal. Os autores nao
encontraram diferenca significativa entre os teores de caseina, apesar da literatura
mostrar que com o aumento da contagem de células somaticas ocorre diminuigdo da

concentracido de caseina.

Rogers e Mitchell (1994) demonstraram que a alta carga microbiana no leite influi na
elaboracdo de produtos lacteos. Eles compararam leite com contagem de células
somaticas <250.000 cel./mL, de 250.000 a 499.999 cel./mL e >500.000 cel./mL para
elaboracdo de queijo Cheddar e iogurte desnatado. Notaram que para o iogurte
desnatado, a grande alteracdo que ocorreu foi organoléptica, para produtos
elaborados com matéria-prima com contagem > 250.000 cel./mL. Ja quando usado
leite com contagem > 500.000 cel./mL para a elaboracédo de queijo Cheddar, além
de se ter um decréscimo no rendimento da produgdo, observa-se um maior

conteudo de umidade e grau de protedlise, e diminuigao do sabor e grau de textura.

E comum observar a presenca de Staphylococcus aureus em alimentos crus,
especialmente em produtos de origem animal. Leite cru e produtos lacteos néao
pasteurizados podem conter um grande numero de estafilococos, freqiientemente
resultado de mastite estafilococica. A enterotoxina produzida n&o é inativada com a
destruicdo da célula microbiana (LANCETTE; BENNETT, 2001). Staphylococcus
aureus isolados de infecgdes intramamarias de rebanhos leiteiros podem apresentar
caracteristicas bioquimicas atipicas, ou seja, nem sempre apresentarao
comportamento bioquimico classico, como por exemplo, reagdo de coagulase
positiva. Staphylococcus aureus esta amplamente distribuido em rebanhos leiteiros
e provavelmente causando alta contaminacgéo do leite cru. Sugere-se que o limite de
Staphylococcus aureus em leite cru para a producdo de queijo seja de 1.000
UFC/mL (ZECCONI; HAHN, 1999). As enterotoxinas produzidas por bactérias do
género Staphylococcus ndo sédo destruidas nem mesmo a fervura por 15 minutos.
Em estudo realizado com 127 cepas de Staphylococcus spp, verificou-se que além
de Staphylococcus aureus, Staphylococcus sciuri € Staphylococcus chromogenes
produziram enterotoxina, mostrando assim, que outras espécies do género
Staphylococcus, além do Staphylococcus aureus podem representar potencial risco
a saude do consumidor (BRABES et al.,, 1999). Uma pesquisa feita no estado de

Minas Gerais com 127 cepas de Staphylococcus aureus isoladas de casos de
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mastite identificou 60 (47,2%) cepas produtoras de toxina 1 da sindrome do choque
toxico (TSST-1). Os autores ressaltam a importancia desta toxina em saude publica
pela sua alta capacidade de resistir ao processo térmico de pasteurizagéo (SILVA et
al., 1999).

Em estudo feito para verificar se estirpes de Escherichia coli isoladas de mastite
bovina diferiam de linhagens isoladas de fezes de fémeas bovinas, verificou-se que
nao havia diferenga significativa para producéo de colicina, colicina 5, verotoxina e
crescimento em soro de leite normal. Apesar de haver diferenga significativa entre a
habilidade de fermentar adonitol, para a producdo de aerobactina e para o
crescimento em soro de leite mastitico, essas propriedades parecem nao ser
marcadores de viruléncia nem fatores de viruléncia potencial. As Escherichia coli
isoladas de mastite bovina ndo sao um grupo que possui atributos especiais de
viruléncia (NEMETH; MUCKLE; GYLES,1994). Escherichai coli consideradas
enteropatogénicas para gastroenterite infantil foram encontradas em frequéncia de
24,20%, isoladas de amostras de leite provenientes de animais comprovadamente
com mastite (BOTTINO; HIPOLITO, 1973).

Listeria monocytogenes e Campylobacter sp sao géneros de microrganismos
capazes de causar maleficios a saude humana. Podem ser causadores de mastite,
representando o consumo de leite cru, um perigo ao consumidor (LANGONI, 1997a;
LANGONI et al., 1997b).

Costa et al. (1999b) testaram 16 amostras de Nocardia sp a pasteurizagdo lenta e
rapida, isoladas de casos de mastite bovina de propriedades leiteiras do Estado de
Sao Paulo e Minas Gerais. Observaram que 14 cepas foram resistentes a
pasteurizacdo rapida (75°C/ 20 segundos) e 13 cepas foram resistentes a
pasteurizacdo lenta (65°C/ 30 minutos). Este agente causa uma leséo
granulomatosa que pode levar a perda da glandula mamaria, representando além do
risco a saude dos consumidores do leite contaminado, um prejuizo econémico pela
perda do quarto mamario. Melville et al. (2002) descreveram mudangas na estrutura
da parede celular de Prototheca zopfii quando expostas a sulfato de cobre e nitrato
de prata, e alteracbes citoplasmaticas quando submetidas a exposicdo pelo

clorexidine. Souto et al. (2004) relataram um surto de mastite em uma propriedade
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no Estado de Sao Paulo por Nocardia spp., afetando 6,60% dos quartos mamarios
em produgao, apresentando risco a saude do consumidor e prejuizo econémico para

a atividade de producéo leiteira.

Costa et al. (1998b) descreveram um relato de caso de toxinfecgdo alimentar em
uma propriedade com indice de mastite por Prototheca sp de 37,56%. O proprietario
havia consumido massa de queijo feita com o leite infectado e amostras de fezes
foram coletadas antes e apds o consumo. Prototheca sp foi isolada apenas nas
amostras fecais coletadas apds a ingestdo de queijo. A pessoa relatou disturbio
gastrointestinal com aumento de frequéncia de defecagdes e fezes apresentando
alteragbes em suas caracteristicas (volume e consisténcia) apds o consumir o

produto.

Benites, Costa e Melville (2002) verificam o numero de unidades formadoras de
colonias por mililitro (UFC/mL) de leite provenientes de glandulas mamarias
apresentando mastite subclinica infectadas naturalmente. Concluem que a
contagem de Streptococcus sp (144.500 UFC/mL) é estatisticamente superior a de
Staphylococcus sp (47.500 UFC/mL) e Corynebacterium sp (6.350 UFC/mL).
Mostram ainda que o numero de unidades formadoras de col6nias por mililitro de
Staphylococcus sp € significativamente superior ao de Corynebacterium sp. Isto
indica que bactérias causadoras de mastite do género Streptococcus representam
maior numero na contagem total de microrganismos no tanque de expansao que
aquelas dos géneros Staphylococcus e Corynebacterium, e que bactérias do género
Staphylococcus representam maior quantidade no leite cru do rebanho que as do

género Corynebacterium.

Bueno et al. (2005) analisaram a CCS e teores de gordura, proteina, lactose e
sélidos totais de leite cru armazenado em tanques de refrigeragcdo por expanséao
direta de uso individual no Estado de Goias. Verificaram que a CCS apresenta
correlagdo inversa com a concentragdo de proteina, lactose e soélidos totais.
Observaram também que o aumento da temperatura ambiente apresenta correlagéo
positiva com o Escore de Células Somaticas, sendo que a média de CCS é maior no

periodo das secas.
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Gebler, Puchajda e Czaplicka (1997) relataram que o aumento da CCS esta
relacionado a diminuicdo do teor de lactose e aumento do pH no leite. Mostraram

ainda que a CCS esta diretamente correlacionada ao resultado do teste CMT.

Santos, Ma e Barbano (2003a) verificaram que o aumento da CCS e da temperatura
de estocagem de leite fluido, causam aumento da protedlise e lipdlise, levando a

diminui¢ao do tempo de vida de prateleira do produto.

Santos et al. (2003b) demonstraram que a atividade de enzimas lipoliticas e
proteoliticas nativas de leite desnatado (2% de gordura) submetido a pasteurizagao

pode produzir lipdlise e protedlise identificadas por meio de analise sensorial.

2.1.3 Tratamento com antibiotico

Cruz et al. (2004) descreveram uma blitz terapia parcial em dois rebanhos no Estado
de Minas Gerais, mostrando que o tratamento foi eficaz contra Streptococcus
agalactiae (100% dos casos) e pouco eficaz para Staphylococcus aureus (39,10%
dos casos). Atribuem a provavel causa de baixa eficacia do tratamento a
caracteristicas de viruléncia, capacidade de colonizagdo e destruicdo de camadas
mais profundas da glandula mamaria e formagdo de microabcessos e tecido fibroso,
como fatores que dificultam o acesso de antibiéticos e das células de defesa ao sitio

da infecg¢ao, conforme descrito por Fonseca e Santos (2000).

Hanway, et al. (2005) observaram que leite com presenga de penicilina G, quando
tratado com peroxido de hidrogénio e tratamento térmico (54°C por 3 horas) e/ou
pasteurizagao, apresenta redugao significativa nos niveis deste antibiético, podendo
chegar proximo ou abaixo da concentragdo minima preconizada pelo U.S. FDA (5
ppb) dependendo da combinagdo de concentragdo de peroxido e tratamentos

térmicos.
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Sérieys et al. (2005) estudaram tratamento sistémico e intramamario de mastite
clinica, causada por bactérias em vacas leiteiras. Observaram que nao havia
diferenga significativa entre os dois grupos tratados. Mostram que os dois
tratamentos causam reducdo da CCS para um limiar abaixo de 250.000 cél./mL.
Destacam que uma vantagem do tratamento sistémico é o efeito do antibidtico em

infeccdes subclinicas presentes em outros quartos mamarios.

Vasil e Venglowsky (1997) mostraram que métodos preventivos e o uso de
antibidticos para tratamento de animais reduziu o indice de mastite causado por

bactérias de 47,3 para 1,9% em um periodo de 19 meses.

Raia et al. (1999) testaram penicilina G procaina e cefacetril para o tratamento de
mastite e verificaram que havia residuo dos dois medicamentos no leite dos animais
apos periodo de descarte indicado pelo fabricante, o que representa risco a saude

do consumidor.

Langoni et al. (1999) testaram associagao entre ampicilina e cloxacilina em casos de
mastite clinica e subclinica causadas por Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.
e observaram uma cura microbiolégica de 82,93% e 80,70% para casos de
infeccbes subclinicas e clinicas, respectivamente. Os autores recomendam a
utilizacdo deste medicamento para o tratamento das mastites, por atuarem sobre os

principais agentes desta afeccao.

Langoni, Mendonga e Develley (2000a) sugeriram que tratamento para mastite
subclinica de gentamicina associado a bomexina tem agao favoravel em relagao a

procedimentos terapéuticos que utilizam apenas gentamicina.

Langoni et al. (2000b) avaliaram a eficacia da cefapirina benzatina para o tratamento
de casos de mastite subclinica, na interrupcdo da lactacdo, que apresentaram
resultados de CMT positivos com reagado (+++), com isolamento de bactérias do
género Staphylococcus sp, Streptococcus sp, e Corynebacterium sp. Consideraram
que a cefapirina benzatina demonstrou excelente acdo, quando avaliada a taxa de

cura e recomendam o tratamento para casos de mastite subclinica na secagem.
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Langoni et al. (2001) estudaram a eficacia da enrofloxacina no tratamento
intramamario e sistémico de mastite bovina de origem ambiental durante um surto
ocorrido em propriedade leiteira, e concluiram que o medicamento foi eficiente nas

duas formas testadas (intramamario e sistémico).

2.2 RELACAO ENTRE MASTITE E LEITE DO TANQUE DE RESFRIAMENTO

Hayes et al. (2001) fizeram a contagem total, identificagdo e caracterizagdo de
microrganismos em tanques de resfrigeracdo. A contagem padréao em placa variou
de 14.000 a 600.000 UFC/mL, sendo que em 15 das 20 amostras coletadas nao
ultrapassaram 100.000 UFC/mL. Das 20 contagens, 12 estavam associadas a
Streptococcus, 4 com microrganismos Gram negativos, 2 com Streptococcus e
microrganismos Gram negativos, e 2 néao identificados. Eles destacam ainda que
nao se observa correlacdo entre a contagem padrdo em placas e a contagem de

células somaticas.

Phuektes et al. (2003) encontraram relagédo entre a Contagem Total de Bactérias e a
presenca de Streptococcus agalactiae em rebanhos com contagem acima de 50.000
UFC/mL (p=0,045) quando comparados a rebanhos com Contagem acima de 50.000
UFC/mL. Esta relacdo porém, ndo era observada quando se comparava os dois
grupos de Contagens com Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae e
Streptococcus uberis. Quando comparadas as quatro espécies de bactérias do
estudo com a Contagem de Bactérias Termoduricas nos tanques, ndo observaram
diferenga significativa, dividindo-se as Contagens em dois grupos, um acima de
1.000 UFC/mL e o outro abaixo de 1.000 UFC/mL.

2.3 QUALIDADE DO LEITE

Senyk et al. (1988) analisaram sete métodos de plaqueamento, a saber: contagem
padrdo em placas, contagem de bactérias psicrotroficas, contagem rapida de
mirorganismos psicrotréficos, contagem preliminarmente incubada, contagem de

microrganismo mesofilos em placa, contagem laboratorial de leite pasteurizado, e
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contagem de coliformes por agar bile violeta vermelho, para o monitoramento de
leite cru em quatro diferentes temperaturas (1,7; 4,4; 7,2 e 10,0°C), apos dois
periodos de estocagem (24 e 48 horas). Observaram que para contagem laboratorial
de leite pasteurizado ndo havia aumento significativo da contagem de bactérias nas
quatro temperaturas estudadas para os dois periodos; 0 mesmo ocorria para a
contagem de microrganismos mesofilos no periodo de 24 horas. Os métodos de
plagueamento apresentaram correlagdo entre os periodos e temperaturas

estudados.

Brito et al. (2004) descreveram sobre a estruturagdo de um programa de treinamento
para produgdo de leite seguro. Demonstraram a importéncia de treinamento e
utilizacdo de metodologias como BPA e APPCC para a melhoria da qualidade do
leite no Brasil. Discutiram a importancia de cuidados a serem tomados no manejo
das bezerras na fase de recria, cuidado no armazenamento dos alimentos para
evitar contaminagdo com fungos produtores de micotoxinas, realizacdo de testes
para o controle da tuberculose, monitoracdo e controle de mastite com énfase na
antissepsia de tetos e o tratamento da vaca seca, uso prudente de antibidticos, anti-
helminticos e carrapaticidas em vacas em lactagdo, higienizagdo adequada dos
equipamentos de ordenha e de estocagem do leite, assim como o dimensionamento

adequado desses ultimos.

Broutin (2004) mostrou a eficiéncia de um método de contagem de bactérias feito
pelo método BactoCount IB, por meio de uma técnica de citometria de fluxo rapida e
sensivel, desenvolvida para detectar bactérias individuais no leite cru, apos a
remocao de componentes capazes de causar interferéncia, rompendo a estrutura
bacteriana e corando o DNA/RNA das bactérias por sonda fluorescente. Conclui que
este método apresenta concordancia com o método Oficial Petrifiilm AOAC 986.33.
Destacou a importadncia do uso deste método em relacdo ao Oficial, pelo baixo

tempo para se ter resultado da analise e a alta capacidade de uso em larga escala.

Em 2002 foi aprovada a Instrugdo Normativa n® 51 (BRASIL, 2002) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. A IN n°® 51 entrou em vigor em julho de 2005

e contém varios Regulamentos Técnicos. O Anexo IV (Regulamento Técnico de
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Identidade e Qualidade de Leite cru refrigerado) estabelece que o leite cru podera

ter uma Contagem Padrao em Placas (CPP) maxima de 10° UFC/mL.

Nero et al. (2004) mostraram que 48,57% de amostras de leite cru coletadas nos
Estados de Minas Gerais (Vigosa), Rio Grande do Sul (Pelotas), Parana (Londrina) e
Sao Paulo (Botucatu) estdo em desacordo com a Instrugdo Normativa n° 51.
Relataram que amostras sem refrigeracdo sé foram encontradas na regido de
Londrina, sendo que das amostras que foram armazenadas sob refrigeragao,
88,24% apresentavam contagem de meséfilos aerdbios abaixo de 10° UFC/mL,
enquanto 56,52% das que nao eram refrigeradas apresentavam contagens acima de
10® UFC/mL, estando em desacordo com a IN n° 51, e demonstrando assim, a
importancia da refrigeragao para a manutengéo da qualidade do leite cru. Mostraram
ainda, que no Estado de Sao Paulo, as amostras eram armazenadas em
refrigeragdo, mas transportadas de maneira ndo granelizada (permanecendo a
temperatura ambiente durante o transporte), o que propiciou alta frequéncia
(68,00%) de amostras com contagens acima de 10° UFC/mL de meséfilos aerdbios.
Nos Estados do Rio Grande do Sul e Minas Gerais o armazenamento era feito sob
condicao de refrigeragao e o transporte a granel, sendo que 58,00% e 19,15% das
amostras estavam fora do padrao estabelecido para a IN n® 51. A baixa frequéncia
de amostras fora do padrdo da IN n° 51 em Vicosa - MG pode ser atribuida,
provavelmente, a um programa de assisténcia técnica bem sucedido realizado com
os produtores que tinham suas amostras analisadas. Descreveram que a adogao de
refrigeragdo e transporte granelizado do leite cru podem contribuir para garantir a
qualidade microbiolégica do produto, porém, outras medidas com o desenvolvimento
de programas regionais de assisténcia aos produtores leiteiros devem ser adotadas
para que se consiga atender a bons padrdes de qualidade microbiologica do leite

Cru.

Silva (2001) analisou 30 amostras de leite cru e em 3 casos (10%) atendiam a
padroes para a classificacdo de tipo B e todas as outras 27 amostras (90%)
atendiam os critérios para classificagdo como tipo C. Na época, a legislagdo em
vigor ndo estabelecia parametro minimo para a contagem de microrganismo
aerodbios estritos e facultativos viaveis mesofilos para o leite tipo C. A IN N°51/2002

(BRASIL, 2002), estabelece limite maximo para a CPP de mesodfilos para o leite cru
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em 10° UFC/mL, e analisando-se os dados da pesquisa, verifica-se que 20 amostras

(66,66%) seriam desclassificadas.

Spexoto, Oliveira e Olival (2005) mostraram que através da implantagao do sistema
APPCC foi possivel diminuir a severidade dos casos de mastite em um rebanho de
vacas leiteiras (leite tipo A), porém nao se observou efeito sobre a porcentagem de
animais afetados pelo processo inflamatorio da glandula mamaria. Este sistema de
controle do processo produtivo € capaz de diminuir a quantidade de coliformes totais
e fecais em leite cru armazenado no tanque de refrigeragdo, mas isto ndo ocorre

com as contagens de microrganismos mesofilos e psicrotroficos.

Souto et al. (2005a) analisaram o leite cru de 19 propriedades de leite do Estado de
Sao Paulo e verificaram que 5 amostras apresentavam Contagem Padrao em Placas
de microrganismos mesofilos acima de 10° UFC/mL, estando em desacordo com a
IN N° 51 (BRASIL, 2002). Destas cinco amostras, quatro eram de propriedades
declaradas como produtoras de leite tipo B, com contagem maxima aceitavel de 5 x
10° UFC/mL.

Souto et al. (2005b) descreveram que a tecnologia utilizada na ordenha ndo garante
a boa qualidade microbioldgica do leite cru, e que o monitoramento do procedimento
de higienizagdo é fundamental para se garantir um leite com baixo numero de

microrganismos.

Souto et al. (2005¢) analisaram amostras de leite cru e encontraram Contagem de
Bolores e Leveduras com mediana de 1,5 x 10° UFC/mL e média aritmética de 1,9 x
10* UFC/mL. Alertam que a presenca de Bolores e Leveduras no leite cru pode
proporcionar a permanéncia destes microrganismos em leite ou derivados lacteos
apo6s a pasteurizagédo, prejudicando a qualidade do produto final e podendo

comprometer a saude do consumidor.

Souto et al. (2005d) realizaram Contagem de Enterococcus spp. em amostras de
leite cru de propriedades rurais no Estado de Sao Paulo. As contagens variaram de
9,9 x 10" a 1,3 x 10° UFC/mL, com mediana de 1,8 x 10* UFC/mL e média aritmética

de 1,9 x 10° UFC/mL. Mostraram que a Contagem de Enterococcus spp. em 2
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propriedades de leite B das 10 estudadas e 1 de leite C das 9 estudadas,
apresentaram contagem de Enterococcus spp. suficiente para desclassificar o
produtos na plataforma de recebimento de leite, se se considerasse a Contagem
Padrédo em Placas estabelecida para a Instrucdo Normativa N° 51 (BRASIL, 2002),
destacando a importancia do estudo da fonte de contaminagédo deste microrganismo

na producao leiteira.

Panetta (1977) pesquisou amostras de leite pasteurizado tipo B e C, comercializados
no verao de 1977 no municipio de Sao Paulo e verificou que houve uma grande
variagdo da qualidade microbiolégica, independente da marca pesquisada, fato
considerado pelo pesquisador inadmissivel para produtos controlados sob a mesma
égide de um mesmo padrao e concorrentes, no mercado. Chamou a atengao ainda
ao fato de amostras de leite tipo B apresentarem discordancia com o padrao

microbiolégico regulamentar da época (BRASIL, 1952).

Barros (2004) analisou 65 amostras de leite UHT (Ultra High Tempertature) de
industrias processadoras do Estado de S&o Paulo, sob jurisdicdo do Servigo de
Inspecao Federal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e verificou
que 7 amostras (10,76%) apresentaram contagem de microrganismos aerobios
mesofilos acima dos padrdes para producgao de leite UHT no Brasil (BRASIL, 1997).
Descreveu ainda a importancia do género Bacillus sp como contaminante de leite
UHT.

Meireles (2000) alertou para o problema da venda de leite clandestino no Brasil,
descrevendo o potencial risco do produto sem tratamento térmico a saude do
consumidor. Mostrou que em pesquisa feita no més de fevereiro do ano de 2000
pela Rio-Estudos & Projetos, 73% das pessoas que compravam leite clandestino
tinham baixa escolaridade, sendo que 94% pertenciam a classes de baixa renda
familiar (C, D e E). Constatou ainda que apenas 5% dos entrevistados conseguiram

associar a ingestao de leite cru a ocorréncia de algum problema de saude.
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2.4 UTILIZACAO DE PCR PARA A DETECGAO DE MICRORGANISMOS

Phuektes et al. (2003) destacaram a técnica de PCR como um método rapido para
deteccdo de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae e Streptococcus uberis em leite de tanques de refrigeracdo de

propriedades leiteiras.

Salasia et al. (2004) estudaram caracteristicas fenotipicas e genotipicas de
Staphylococcus aureus isoladas de casos de mastite bovina na Indonésia e
Alemanha pela técnica de PCR. Observaram que Staphylococcus aureus isolados
nos dois paises apresentaram pequenas diferengcas em sua constituicdo genotipica,
indicando que as caracteristicas de viruléncia parecem ser tao importantes para os

casos de mastite bovina na Indonésia, quanto na Alemanha.
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3 OBJETIVOS

e Pesquisar os indices de mastite e os agentes infecciosos envolvidos no
processo inflamatoério da glandula mamaria em rebanhos bovinos leiteiros no

Estado de Sao Paulo.

¢ Analisar a qualidade do leite cru de propriedades leiteiras do Estado de Sao

Paulo.

e Averiguar as correlagbes existentes entre os indicadores dos indices de

mastite em rebanhos leiteiros bovinos.

o Verificar se existe correlacdo entre o indice de mastite em rebanhos leiteiros

bovinos e a qualidade microbiolégica do leite cru.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os materiais e as metodologias utilizadas para a

realizacao deste experimento.

4.1 ESCOLHA DAS PROPRIEDADES

Trinta e seis propriedades rurais, com atividade exploratéria leiteira de bovinos, do
Estado de Sao Paulo, Brasil, foram selecionadas por conveniéncia por técnicos
autdbnomo, de empresa ou cooperativa atuante no setor, situadas nas regides onde
se coletou as amostras. O periodo de coleta foi de abril de 2004 a setembro de
2005. O numero e a localizacao das propriedades onde se obteve as amostras estao

no quadro 1.

Cidade Numero de amostras
Analandia
Araras
Cacapava
Casa Branca
Descalvado
Holambra
Jacarei
Jambeiro
Leme
Piracicaba
Pirassununga
Santa Cruz da Conceigao
Sao José dos Campos
Séao Pedro
TOTAL 36
Quadro 1 - Cidades que fizeram parte do Experimento e numero de propriedades

—
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-
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visitadas
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4.2 MASTITE

Para a investigacédo do indice de mastite foram desprezados os 2 primeiros jatos de
leite, feito teste de Tamis (caneca de fundo escuro), conforme Blood e Radostits
(1991) e CMT (Califérnia Mastitis Test), conforme Schalm e Noorlander (1957) de
todos os quartos mamarios em producdo. Para os quartos que apresentaram
resultado positivo para teste de Tamis e/ou CMT foi coletada uma amostra de leite
(aproximadamente 5,0 mL) em tubo estéril (100 x 13 mm) tampado com rolha de
silicone e encaminhado sob condigdes de refrigeracéo (aproximadamente 7° + 1°C)
em caixa isotérmica com gelo bioldgico, para o Laboratério de Doencgas Infecciosas
(Bactérias e Fundos) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude
Animal, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, da Universidade de S&o

Paulo, para isolamento microbioldgico.

No laboratério as amostras foram congeladas em Aparelho Congelador (Cénsul,
Cod. CRC24D)" (-12° + 1°C) até o momento do exame, sendo respeitado um periodo
maximo de trinta dias. As amostras foram entdo, descongeladas em temperatura
ambiente, homogeneizadas em Aparelho Agitador Vortex para Tubos (Quimis, Cod.
Q, 220A)? e semeadas com alga de platina (0,01 mL) em Agar Sangue - Blood Agar
Base (Oxoid, Cod. CM 0055)° com adicdo de sangue de carneiro 5%, previamente
incubados por um periodo 18 horas (over night) para se verificar condigbes de
esterilidade do meio de cultura. As placas foram incubadas em Estufa Bacteriolégica
(Quimis, Céd. Q-316M5) a 37 + 1°C. Foram feitas leituras em 24, 48 e 72 horas para
se verificar a presengca de microrganismos (Figura 1). As amostras que né&o
apresentavam crescimento (negativas) de pelo menos um microrganismo, eram re-

analisadas.

Os microrganismos isolados (bactérias e fungos) foram identificados de acordo com
Kreeger-van-Rij (1984), Lennete et al. (1985) e Lodder (1970) e classificados
segundo Krieg e Holt (1994) e Murray et al. (1999).

Consul, Multibras S. A. Eletrodomésticos, Sdo Paulo, SP, Brasil.
Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, Diadema, SP, Brasil.
Oxoid Ltd., Bsingstone, Hants., England.
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Figura 1 — Representagdo esquematica da metodologia utilizada para o
isolamento de microrganismos dos casos de mastite
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4 3 LEITE CRU

Para a analise da qualidade do leite cru, a metodologia utilizada esta descrita

abaixo.

4.3.1 Coleta e armazenamento do leite cru

A amostras de leite cru foram coletadas de tanques de refrigeracdo ou de latdes
para armazenamento (uma aliquota de cada latdo da ordenha examinada para
mastite, compunha uma amostra), de acordo com o sistema produtivo de cada
propriedade. Com uma caneca estéril, homogeneizava-se o leite dos latdes ou no
caso dos tanques de refrigeragcdo a homogeneizacdo era feita pelo préprio
equipamento. Com a caneca estéril, uma amostra de aproximadamente 200 mL foi
coletada e transferida para uma garrafa de vidro estéril utilizando-se um funil,
também esterilizado. A amostra de leite cru foi entdo, encaminhada sob condicbes
de refrigeragéo (7° + 1°C) em caixa isotérmica com gelo biolégico, para o Laboratério
de Doencas Infecciosas (Bactérias e Fundos) do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Saude Animal, da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, da Universidade de S&o Paulo.

No Laboratério as amostras foram armazenadas sob refrigeragdo (7° + 1°C) por um

periodo maximo de 18 horas, sendo entédo, submetidas a analise microbioldgica para

se verificar a quantidade de microrganismos no leite cru.

4.3.2 Analise microbiol6gica do leite cru

O texto a seguir refere-se a técnica utilizada para a quantificagdo de microrganismos

no leite cru.
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4.3.2.1 Diluicdo das amostras

Apdés a homogeneizagdo da amostra, foram realizadas as diluicbes decimais
seriadas, até 10° (sexta poténcia), em agua peptonada 0,1% - Peptona
Bacteriolégica 0,1% (Difco, Céd. 0118-17)*, e utilizada para a semeadura nos meios
especificos (APHA, 2001; U.S. FDA, 2001).

4.3.2.2 Técnicas de contagem e estimativa de microrganismos no leite cru

Abaixo estdo descritas as técnicas utilizadas para se obter o numero ou estimativa
de Unidades Formadoras de Colbnias por mililitro (UFC/mL) ou Numero Mais

Provavel de microrganismos por mililitro (NMP/mL) no leite cru.

4.3.2.2.1 Contagem de microrganismos mesofilos aerobios estritos e facultativos

viaveis (Contagem Padrdo em Placas — CPP)

As suspensdes diluidas até 10°, foram semeadas em profundidade, em duplicata,
em Agar para Contagem Padrdo em Placas - Plate Count Agar Standard Methods
Agar (Difco, Co6d. 0479-17), acrescido de TTC a 1% (Cloreto de 2,3,5
Trifeniltetrazolio) (Vetec, Céd. 875)°, na proporgdo de 1 mL/ 100 mL de meio de
cultura. As placas foram incubadas invertidas em Estufa Bacteriolégica (Quimis,
Cdéd. Q-316M5) a 37 + 1°C por 42-48 horas (APHA, 2001; U.S. FDA, 2001). Todas
as colbnias observadas foram consideradas para a contagem, independente de sua
coloracdo, forma e tamanho. Para contagem selecionou-se as placas que tinham

entre 25 e 250 colbnias (Figura 2).

Difco, Becton Dickinson, Sparks, USA.
Vetec Quimica Fina Ltda., Taboao da Serra, SP, Brasil.
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4.3.2.2.2 Contagem de microrganismos psicrotroficos aerobios estritos e facultativos

viaveis

As amostras diluidas até 10'5, foram semeadas em superficie, em duplicata, em Agar
para Contagem Padrdo em Placas - Plate Count Agar Standard Methods Agar
(Difco, Cod. 0479-17), acrescido de TTC a 1% (Cloreto de 2,3,5 Trifeniltetrazolio)
(Vetec, Cod. 875), na propor¢cao de 1 mL/ 100 mL de meio de cultura. As placas
foram incubadas invertidas em Estufa Bacterioldgica (Quimis, Céd. Q-316M5) a 12 +
2°C por 7 dias (APHA, 2001; U.S. FDA, 2001). Todas as col6nias observadas foram
consideradas para a contagem, independente de sua coloragdo, forma e tamanho.
Para contagem selecionou-se as placas que tinham entre 25 e 250 colénias (Figura
3).

4.3.2.2.3 Contagem de microrganismos termofilos aerobios estritos e facultativos

viaveis

O leite diluido até 107, foi semeado em profundidade, em duplicata, em Agar para
Contagem Padrdo em Placas - Plate Count Agar Standard Methods Agar (Difco,
Cdd. 0479-17), acrescido de TTC a 1% (Cloreto de 2,3,5 Trifeniltetrazolio) (Vetec,
Cdod. 875), na proporgdo de 1 mL/ 100 mL de meio de cultura. As placas foram
incubadas invertidas em Estufa Bacteriologica (Quimis, Céd. Q-316M5) a 52 + 2°C
por 42-48 horas (APHA, 2001; U.S. FDA, 2001). Todas as colbnias observadas
foram consideradas para a contagem, independente de sua coloracdo, forma e
tamanho. Para contagem selecionou-se as placas que tinham entre 25 e 250

colénias (Figura 2).
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4.3.2.2.4 Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais

A técnica utilizada para se determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes
totais foi feita de acordo com APHA (2001), conforme indicado na figura 4. Apos
homogeneizagdo e diluicdo da amostra até 10°, repassava-se 1 mL de cada
diluicdo, em triplicata, para tubos com um tubo de Durhan invertido cada, contendo
Caldo Bile Verde Brilhante - Brila Broth (Merck, Céd. 1.05454.0500)°. Os tubos foram
incubados em Banho-Maria com agitagao (Quimis, Cod. Q-215-1) a 36 + 1°C por 42-
48 horas. Apos este periodo, uma algada de cada tubo positivo (turvagao do meio e
producdo de gas em tubo de Duhran invertido) foi semeada em uma placa de Agar
MacConckey - MacConckey Agar (Difco, Cbéd. 0075-17) para confirmagdo de
crescimento de microrganismo. As placas foram incubadas invertidas a 37 + 1°C por
18-24 horas. Os tubos que apresentavam turvagdo do meio, produgdo de gas em
tubo de Durhan invertido e crescimento de colbnia apds repique em Agar

MacConckey foram considerados positivos.

4.3.2.2.5 Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes fecais

A técnica utilizada para se determinar o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes
fecais foi feita de acordo com APHA (2001), conforme indicado na figura 5. Cada
tubo positivo na técnica de NMP de coliformes totais (turvagdo do meio e produgéo
de gas em tubo de Durhan invertido), foi semeado em um tubo com Caldo EC - EC
Broth (Difco, C6d. 0314-17) e um com Caldo Triptona - Bacto Tryptone (Difco, Cod.
0123-01). Os tubos com Caldo EC continham um tudo de Duhran invertido cada e
foram incubados a 44,5 + 1°C por 42-48 horas. Os tubos que apresentavam no
Caldo EC turvagéao do meio e produgéo de gas em tubo de Durhan invertido, e prova

do Indol positiva no tubo com Caldo Triptona, foram considerados positivos.

Merck KgaA, Darmstadt, Germany.
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Figura 4 — Representacédo esquematica da técnica de Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais
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4.3.2.2.6 Contagem de Stapylococcus spp.

As suspensdes diluidas até 107°, foram semeadas em superficie, em duplicata, em
Agar Baird-Parker - Baird-Parker Agar (Merck, Céd. 1.05406.0500), acrescido de 50
mL de uma solucdo de Egg Yolk com Telurito de Potassio (Laborclin, Céd. 520089)"
para cada 1000 mL do meio de cultura. As placas foram incubadas em Estufa
Bacteriologica (Quimis, Cod. Q-316M5) a 37 + 1°C por 42-48 horas (APHA, 2001;
U.S. FDA, 2001). Foram consideradas, para contagem todas as col6nias de
coloracdo negra ou cinza, independente da forma e tamanho. Para contagem
selecionou-se as placas que tinham entre 10 e 150 col6nias (Figura 3).Todas as

colonias contadas foram consideradas representativas do género Staphylococcus

Spp.

4.3.2.2.7 Contagem de Enterococcus spp.

As amostras dilulidas até 10, foram semeadas em profundidade, em duplicata, em
KF Streptococcus Agar (Difco, Cod. 0496-17), acrescido de TTC a 1% (Cloreto de
2,3,5 Trifeniltetrazolio) (Vetec, Céd. 875), na proporgéo de 1 mL/ 100 mL de meio de
cultura. As placas foram incubadas em Estufa Bacteriologica (Quimis, Céd. Q-
316M5) a 37 + 1°C por 42-48 horas (APHA, 2001; U.S. FDA, 2001). Foram
consideradas, para contagem todas as coldénias de coloragcdo avermelhada,
independente da forma ou tamanho. Para contagem selecionou-se as placas que
tinham entre 25 e 250 colénias (Figura M2). Todas as colbnias contadas foram

consideradas representativas do género Enterococcus spp.

Laborclin Produtos para Laboratério Ltda., Pinhais, PR, Brasil.
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4.3.2.2.8 Contagem de Streptococcus spp.

O leite diluido até 10°, foi semeado em superficie, em duplicata, em Edwards
Medium (Modified) (Oxoid, Céd. CM0027), acrescido de 5% de sangue de carneiro
defibrinado, descrito por EDWARDS (1933) e McKENZIE (1941). As placas foram
incubadas em Estufa Bacteriologica (Quimis, Cod. Q-316M5) a 37 + 1°C por 42-48
horas (APHA, 2001; U.S. FDA, 2001). Foram consideradas, para contagem todas as
colénias independente da coloragao, forma, tamanho ou presenga de hemolise. Para
contagem selecionou-se as placas que tinham entre 10 e 50 colénias (Figura 3).
Todas as colbénias contadas foram consideradas representativas do género

Streptococcus spp.

4.3.2.2.9 Contagem de Corynebacterium spp.

As suspensées diluidas até 10°, foram semeadas em superficie, em duplicata, em
Blood Agar Base (Oxoid, Cod. CM 0055), acrescido de 5% de sangue de carneiro
defibrinado e solugdo de Telurito de Potassio a 3,5% (Inlab, Cod. 7260)° na
propor¢do de 1mL para cada 100 mL de meio de cultura, segundo (HARRIGAN,
1998; STOKES; RIDGWAY; WREN, 1993). As placas foram incubadas em Estufa
Bacteriolégica (Quimis, Céd. Q-316M5) a 37 + 1°C por 42-48 horas (APHA, 2001;
U.S. FDA, 2001). Foram consideradas, para contagem todas as colbnias de
coloracédo negra ou cinza, independente da forma e tamanho. Para contagem
selecionou-se as placas que tinham entre 10 e 150 colénias (Figura 3). Todas as

colonias contadas foram consideradas representativas do género Corynebacterium

spp.

Inlab, Alamar Tecno Cientifica Ltda., Diadema, SP, Brasil.
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4.3.2.2.10 Contagem de bolores e leveduras

Ap6s a homogeneizacdo e diluicdo até 10°, as amostras foram semeadas em
profundidade, em duplicata, em Agar Dextrose Batata - Potato Dextrose Agar
(Merck, Céd. 1.10130.500), acrescido de uma solugdo de Acido L(+) Tartarico a 10%
(Synth, Cod. A1063.01.AF) numa proporgéao de 14 mL para cada 1000 mL de meio,
e adicionado uma solugdo de TTC a 1% (Cloreto de 2,3,5 Trifeniltetrazolio) (Vetec,
Cdd. 875), na proporgédo de 1 mL/ 100 mL de meio de cultura. As placas foram
incubadas invertidas em temperatura ambiente por 5 dias (APHA, 2001; U.S. FDA,
2001). Todas as colbnias observadas eram consideradas para a contagem,
independente de sua coloragao, forma e tamanho. Para contagem selecionou-se as
placas que tinham entre 25 e 250 coldnias (Figura 2). Todas as colbnias contadas

foram consideradas representativas para bolores e leveduras.

4.3.2.3 Sensibilidade dos testes de quantificagdo de microrganismos no leite cru

A técnica de plaqueamento em profundidade (Figura 2), detectada a partir de uma
colonia por mililitro. Para os resultados negativos (sem crescimento de nenhuma
colénia na menor diluicao testada), ou seja, menor que uma colénia por mililitro,
adotou-se o critério de se atribuir o valor zero para realizar as analises estatisticas.

A técnica de plaqueamento em superficie (Figura 3), detectada a partir de dez
colonias por mililitro. Para os resultados negativos (sem crescimento de nenhuma
colénia na menor diluigdo testada), ou seja, menor que dez colbnias por mililitro,
adotou-se o critério de se atribuir o valor zero para se realizar as analises
estatisticas.

Na técnica de Numero Mais Provavel (NMP) (Figuras 4 e 5), sdo determinados os
NMP/mL entre 0,3 e 110000, nas condi¢cdes de teste realizados. Para aqueles
resultados sem algum resultado positivo, ou seja, valor menor que 0,3 e para
aqueles com valor maior que 110000, foram atribuidos os valores de zero e 110000,

respectivamente para a realizagcao das analises estatisticas.
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4.4 METODOLOGIA DE ANALISE ESTATISTICA

Os célculos das medianas, Teste de Correlagdo de Pearson e Regressao Linear
foram feitos de acordo com Gomes, (1978); Spinelli e Souza (1990); Sounis (1975).
Fez-se também o calculo da transformacdo do logaritmo das contagens de

microrganismos no leite cru.

Para o calculo da transformacao do logaritmo das contagens de microrganismos no

leite cru e medianas utilizou-se o software OpenOffice 2.0 Calc (2005).

Para estudar a Correlagdo e Regressao Linear dos indices de mastite entre si, e a
transformacao do logaritmo das contagens de microrganismos no leite cru com os

indices de mastite, usou-se o software Minitab Realise14.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos na pesquisa estdo descritos abaixo.

5.1 MASTITE

Foram coletadas amostras de 1180 (100%) dos animas em lactagdo de 36
propriedades produtoras de leite participantes do estudo. Analisou-se 4662 (98,77%)
quartos mamarios, sendo que 58 (1,24%) estavam perdidos. Cento e vinte e cinco
(2,68%) quartos mamarios apresentaram resultado positivo ao teste da caneca de
fundo escuro, indicativo de mastite clinica. Um mil oitocentos e vinte e quatro
(39,12%) quartos mamarios foram positivos ao teste CMT, indicando o numero total
de casos de mastite. Considerando-se a diferenca obtida entre os resultados
positivos ao teste de CMT (1824) e teste da caneca de fundo escuro (125), temos o
valor de um mil seiscentos e noventa e nove (36,44%) de glandulas mamarias com

processo inflamatdrio subclinico (Tabela 1).

Dos 1824 casos de mastite detectados no teste CMT, 379 (8,13%) néo
apresentaram crescimento de microrganismo, indicando o numero de casos de
mastite ndo infecciosa, e 1445 (31,00%) apresentaram crescimento de pelo menos
um género de microrganismo, indicando o numero de casos de mastite

infecciosa(Tabela 1).

Dos 1445 casos de mastite infecciosa, em 429 (9,20%) isolou-se Staphylococcus
spp.; 249 (5,34%) Streptococcus spp.; 524 (11,24%) Corynebacterium spp.; 58
(1,24%) Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.; 94 (2,02%) Streptococcus spp. e
Corynebacterium spp.; 7 (0,15%) Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. e
Corynebacterium spp.; 2 (0,04%) Staphylococcus spp. e alguma outra espécie de
microrganismo que nao Streptococcus spp. e Corynebacterium spp.; 4 (0,09%)
Streptococcus spp. € alguma outra espécie de microrganismo que nao

Staphylococcus spp. e Corynebacterium spp.; 1 (0,02%) Corynebacterium spp. e
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alguma outra espécie de microrganismo que nao Staphylococcus spp. €

Streptococcus spp.; e 14 (0,30%) alguma outra espécie de microrganismo que nao

Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ou Corynebacterium spp. (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados dos totais de analises dos exames de mastite e suas

porcentagens medias, no periodo de agosto de 2003 a setembro de

2005, no Estado de Sao Paulo

Item analisado Total Porcentagem Média
Animais em ordenha 1180 100,00
Quartos mamarios perdidos 58 1,23
Quartos mamarios analisados 4662 98,77
Teste Positivo para Caneca de fundo escuro 125 2,68
Teste CMT positivo 1824 39,12
Mastite ndo infecciosa 379 8,13
Mastite infecciosa 1445 31,00
Staphylococcus sp. 429 9,20
Strepotococcus sp. 249 5,34
Corynebacterium sp. 524 11,24
Staphylococcus sp. + Streptotococcus sp. 58 1,24
Staphylococcus sp. + Corynebacterium sp. 94 2,02
Streptococcus sp. + Corynebacterium sp. 63 1,35
Staphylophylococcus sp. + Streptococcus sp. + Corynebacterium sp. 7 0,15
Outros microrganismos isolados + Staphylococcus sp. 2 0,04
Outros microrganismos isolados + Streptococcus sp. 4 0,09
Outros microrganismos isolados + Corynebacterium sp. 1 0,02
Outros microrganismos isolados 14 0,30

Os dados com numero de caso(s) minimo e maximo encontrado(s) em pelo menos
uma das propriedades estudadas, a média aritmética e mediana de todas as
propriedades estudadas podem ser observados na tabela 2, salientando-se que a
mediana do numero de animais em ordenha por propriedade foi 27 (9-92), numero
de quartos mamarios em producgao por propriedade analisada foi 107,5 (36-364),
resultado positivo para o teste da caneca de fundo escuro por propriedade foi 1 (O-
19), resultado positivo para o teste CMT por propriedade foi 46 (7-148), numero de
quartos mamarios com mastite ndo infecciosa por propriedade foi 6 (0-42), niumero
de quartos mamarios com mastite infecciosa por propriedade foi 34,5 (6-126),
numero de quartos mamarios com mastite por Staphylococcus spp. por propriedade
foi 9 (1-37), numero de quartos mamarios com mastite por Streptococcus spp. por
propriedade foi 5 (0-34), numero de quartos mamarios com mastite por

Corynebacterium spp. por propriedade 9 (0-64), numero de quartos mamarios com
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mastite por Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. por propriedade foi 1 (0-12),
namero de quartos mamarios com mastite por Staphylococcus spp. e
Corynebacterium spp. por propriedade foi 2 (0-12), numero de quartos mamarios
com mastite por Streptococcus spp. € Corynebacterium spp. por propriedade foi 1
(0-8), numero de quartos mamarios com mastite por Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. e Corynebacterium spp. por propriedade foi 0 (0-2), numero de
quartos mamarios com mastite por Staphylococcus spp. e numero de quartos
mamarios com mastite por Staphylococcus spp. e alguma outra espécie de
microrganismo que nao Streptococcus spp. e Corynebacterium spp. por propriedade
foi 0 (0-2), numero de quartos mamarios com mastite por Streptococcus spp. €
alguma outra espécie de microrganismo que nao Staphylococcus spp. e
Corynebacterium spp. por propriedade foi 0 (0-1), numero de quartos mamarios com
mastite por Corynebacterium spp. e alguma outra espécie de microrganismo que
nao Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. por propriedade foi 0 (0-1), € nUmero
de quartos mamarios com mastite por alguma outra espécie de microrganismo que
nao Staphylococcus spp., Streptococcus spp. ou Corynebacterium spp. por

propriedade foi 0 (0-5).

5.2 LEITE CRU

Das amostra de leite cru coletadas de cada propriedade visitada, foram realizadas
as analises quantitativas descritas no item 4.3.2, em Materiais e Métodos, em todas

as amostras de leite cru.

O menor e maior valor da(s) Contagem(ns) encontrado(s) em pelo menos uma das
amostras, a média aritmética e mediana das Contagens das amostras de leite cru
estdo apresentadas na tabela 3, salientando-se que a mediana da Contagem de
microrganismos mesdfilos aerdbios facultativos viaveis foi 2,19 x 10° UFC/mL (1,54 x
10% — 1,41 x 10®), Contagem de microrganismos psicrotréficos aerébios facultativos
viadveis foi 4,05 x 10° UFC/mL (2,20 x 10> — 1,38 x 10%), Contagem de
microrganismos terméfilos aerébios facultativos viaveis foi 2,52 x 10° UFC/mL (<
1,00 x 10° — 9,50 x 10"), Contagem de Enterococcus spp. foi 4,05 x 10* UFC/mL
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2,60 x 10" — 2,32 x 107), Contagem de Staphylococcus spp. foi 2,83 x 10* UFC/mL
1,36 x 10%® — 2,00 x 107), Contagem de Streptococcus spp. foi 4,20 x 10* UFC/mL

1,35 x 10? — 1,73 x 107), Contagem de Bolores e Leveduras foi 2,69 x 10° UFC/mL

(
(
(2,50 x 10" — 2,85 x 107), Contagem de Corynebacterium spp. foi 1,44 x 10* UFC/mL
(
(

3,00 x 10° = 1,59 x 10°), Nimero Mais Provavel de coliformes totais foi 2,25 x 10°

NMP/mL (9,30 x 10° — 1,10 x 105), Numero Mais Provavel de coliformes fecais foi

1,50 x 10° NMP/mL (< 3,00 x 10™ — 1,50 x 10°).

Tabela 2 — NUmero minimo, maximo e mediana dos resultados das analises de

mastite, no periodo de agosto de 2003 a setembro de 2005, no Estado

de S3o Paulo

Item analisado Minimo' | Maximo? | Mediana®

Animais em ordenha 9 92 27
Quartos mamarios analisados 36 364 107,5
Teste Positivo para Caneca de fundo escuro 0 19 1
Teste CMT positivo 7 148 46
Mastite ndo infecciosa 0 42 6
Mastite infecciosa 6 126 34,5
Staphylococcus sp. 1 37 9
Strepotococcus sp. 0 34 5
Corynebacterium sp. 0 64 9
Staphylococcus sp. + Streptotococcus sp. 0 12 1
Staphylococcus sp. + Corynebacterium sp. 0 12 2
Streptococcus sp. + Corynebacterium sp. 0 8 1
Staphylophylococcus sp. + Streptococcus sp. + Corynebacterium sp. 0 2 0
Outros microrganismos isolados + Staphylococcus sp. 0 2 0
Qutros microrganismos isolados + Streptococcus sp. 0 1 0
Qutros microrganismos isolados + Corynebacterium sp. 0 1 0
Qutros microrganismos isolados 0 5 0

" Indica nimero de caso(s) minimo encontrado(s) em pelo menos uma das propriedades
“ Indica niimero de caso(s) maximo encontrado(s) em pelo menos uma das propriedades
“ Indica a Mediana de todas as propriedades estudadas
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Tabela 3 — Numero minimo, maximo e mediana dos resultados das analises de leite

cru, no periodo de agosto de 2004 a setembro de 2005, no Estado de

S&o Paulo

Técnica de Contagem Minimo' Maximo? Mediana®
CPP Mesdfilos 1,54E+03 1,41E+08 2,19E+05
CPP Psicrotroéficos 2,20E+02 1,38E+08 4,05E+05
CPP Termofilos 0,00E+00 9,50E+01 5,25E+00
Enterococcus spp. 2,60E+01 2,32E+07 4,05E+04
Staphylococcus spp. 1,36E+03 2,00E+07 2,83E+04
Streptococcus spp. 2,50E+01 2,85E+07 4,20E+04
Micrococcus spp. 1,35E+02 1,73E+07 1,44E+04
Bolores e Leveduras 3,00E+00 1,59E+05 2,69E+03
NMP coliformes totais 9,30E+00 1,10E+05 2,25E+03
NMP coliformes fecais 0,00E+00 9,30E+03 1,50E+00

,1 Indica menor valor da Contagem(ns) encontrado(s) em pelo menos uma das amostras de leite cru (em UFC/mL)
f Indica maior valor da Contagem(ns) encontrado(s) em pelo menos uma das amostras de leite cru (em UFC/mL)
% Indica o valor da Mediana de todas as as Contagens das amostras de leite cru (em UFC/mL)

5.3 ANALISE DE CORRELACOES ENTRE OS iINDICES DE MASTITE

A tabela 4 mostra o resultado da analise de correlagao entre os indices de mastite
dos rebanhos leiteiros estudados, ressaltando-se que se verificou correlagado entre
os indices de resultados positivos ao teste da caneca de fundo escuro e CMT
(Figura 6), resultados positivos ao teste da caneca de fundo escuro e casos de
mastite infecciosa (Figura 7), resultados positivos ao teste da caneca de fundo
escuro e casos de mastite com isolamento de Corynebacterium spp. (Figura 8),
resultados positivos ao teste CMT e casos de mastite de causa nao infecciosa
(Figura 9), resultados positivos ao teste CMT e de mastite infecciosa (Figura 10),
resultados positivos ao teste CMT e casos de mastite com isolamento de
Staphylococcus spp. (Figura 11), resultados positivos ao teste CMT e casos de
mastite com isolamento de Streptococcus spp. (Figura 12), resultados positivos ao
teste CMT e casos de mastite com isolamento de Corynebacterium spp. (Figura 13),
casos de mastite infecciosa e casos de mastite com isolamento de Staphylococcus

spp. (Figura 14), casos de mastite infecciosa e casos de mastite com isolamento de
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Streptococcus spp. (Figura 15), casos de mastite infecciosa e casos de mastite com

isolamento de Corynebacterium spp. (Figura 16).

A melhor correlagéo foi entre o indice de resultados positivos ao teste CMT e os

casos de mastite de causa infecciosa (r = 0,920 e R? = 84,7%) (Tabela 4 e Figura

10).

Tabela 4 — Resultado das analises de Correlagcdo de Pearson e Coeficiente de

Determinacido da Reta dos casos de mastite estudados, no periodo de

agosto de 2004 a setembro de 2005, no Estado de Sao Paulo

Andlises re** R? (Yo)****
Teste da Caneca de Fundo Escuro X CMT 0,473** 19,1
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Mastite ndo Infecciosa 0,272 7,4
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Mastite Infecciosa 0,358* 12,8
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Mastite por Staphylococcus spp. -0,055 0,3
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Mastite por Streptococcus spp. 0,145 2,1
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Mastite por Corynebacterium spp. 0,519** 27,0
CMT X Mastite ndo Infecciosa 0,383* 14,6
CMT X Mastite Infecciosa 0,920** 84,7
CMT X Mastite por Staphylococcus spp. 0,551** 30,4
CMT X Mastite por Streptococcus spp. 0,420* 17,6
CMT X Mastite por Corynebacterium spp. 0,562** 31,6
Mastite ndo Infecciosa X Mastite Infecciosa -0,009 0,0
Mastite n&o Infecciosa X Mastite por Staphylococcus spp. -0,205 4,2
Mastite nao Infecciosa X Mastite por Streptococcus spp. 0,127 1,6
Mastite n&o Infecciosa X Mastite por Corynebacterium spp. 0,074 0,5
Mastite Infecciosa X Mastite por Staphylococcus spp. 0,684* 46,7
Mastite Infecciosa X Mastite por Streptococcus spp. 0,401* 16,1
Mastite Infecciosa X Mastite por Corynebacterium spp. 0,577* 33,3
Mastite por Staphylococcus spp. X Mastite por Streptococcus spp. -0,059 0,3
Mastite por Staphylococcus spp. X Mastite por Corynebacterium spp. -0,058 0,3
Mastite por Streptococcus spp. X Mastite por Corynebacterium spp. 0,007 0,0

* indica significancia estatistica (p<0,05)

** indica alta significancia estatistica (p<0,01)
*** Coeficiente de Correlagdo de Pearson
**** Coeficiente de Determinagéo da Reta
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Figura 6 — Analise de Regressao Linear entre os resultados positivos ao teste da

caneca de fundo escuro e CMT
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Figura 7 — Analise de Regressao Linear entre os resultados positivos ao teste da

caneca de fundo escuro e indice de mastite infecciosa
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Figura 8 — Analise de Regressao Linear entre os resultados positivos ao teste da

caneca de fundo escuro e indice de mastite por Corynebacterium spp.
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Figura 9 — Analise de Regressao Linear entre os resultados positivos ao teste da

caneca de fundo escuro e indice de mastite por causa nao infecciosa
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Figura 10 — Analise de Regressao Linear entre os resultados positivos ao teste CMT

e indice de mastite infecciosa
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Figura 11 — Analise de Regressao Linear entre os resultados positivos ao teste CMT

e indice de mastite por Staphylococcus spp.
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Mastite por Streptococcus spp. = - 1,474 + 0,2462 CMT
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Figura 12 — Analise de Regressao Linear entre os resultados positivos ao teste CMT

e indice de mastite por Streptococcus spp.
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Figura 13 — Analise de Regressao Linear entre os resultados positivos ao teste CMT

e indice de mastite por Corynebacterium spp.
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Mastite por Staphylococcus spp. = - 3,087 + 0,5564 Mastite Infecciosa
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Figura 14 — Analise de Regressao Linear entre os indices de mastite infecciosa e

mastite por Staphylococcus spp.

W astite por Streptococcus spp. = - 0,017 + 0,2543 Mastite Infecciosa
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Figura 15 — Analise de Regressao Linear entre os indices de mastite infecciosa e

mastite por Streptococcus spp.
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Mastite par Corynebacterium spp. = 2,598 + 0,3643 M astite Infecciosa
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Figura 16 — Analise de Regressao Linear entre os indices de mastite infecciosa e

mastite por Corynebacterium spp.

5.4 ANALISE DE CORRELAGCOES ENTRE OS INDICES DE MASTITE E AS
DIFERENTES TECNICAS QUANTITATIVAS DO LEITE CRU

A tabela 5 mostra o resultado da analise de correlagdo entre os indices de mastite
dos rebanhos leiteiros estudados e as diferentes técnicas quantitativas do leite cru,
pelos resultados obtidos verifica-se que ha correlagao entre os indices de casos de
mastite por Staphylococcus spp. e Contagem de microrganismos termdfilos aerdbios
facultativos viaveis (Figura 17), Contagem de Corynebacterim ssp. (Figura 18) e

Contagem de Bolores e Leveduras (Figura 19).

O melhor resultado que apresentou correlagéo significativa foi entre o indice de
casos de mastite por Staphylococcus spp. € Contagem de microrganismos termofilos
aerdbios facultativos viaveis (r = 0,522 e R? = 27,3%) (Tabela 5, Figura 19).
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Tabela 5 — Resultado das analises de Correlagdo de Pearson e Coeficiente de
Determinacdo da Reta entre os indices de mastite e as contagens de
microrganismos no leite cru, no periodo de agosto de 2004 a setembro
de 2005, no Estado de Sao Paulo

Analises r**  |R? (%)****
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Contagem de Mesofilos -0,076 0,6
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Contagem de Psicrotroficos -0,037 0,1
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Contagem de Termdfilos -0,030 0,1
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Contagem de Enterococcus spp. -0,055 0,3
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Contagem de Staphylococcus spp. | -0,068 0,5
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Contagem de Streptococcus spp. 0,041 0,2
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Contagem de Corynebacterium spp.| -0,001 0,0
Teste da Caneca de Fundo Escuro X Contagem de Bolores e Leveduras 0,090 0,8
Teste da Caneca de Fundo Escuro X NMP Coliformes Totais 0,080 0,6
Teste da Caneca de Fundo Escuro X NMP Coliformes Fecais 0,025 0,1
CMT X Contagem de Mesofilos -0,084 0,7
CMT X Contagem de Psicrotroéficos -0,082 0,7
CMT X Contagem de Termofilos 0,192 3,7
CMT X Contagem de Enterococcus spp. -0,079 0,6
CMT X Contagem de Staphylococcus spp. 0,036 0,1
CMT X Contagem de Streptococcus spp. 0,100 1,0
CMT X Contagem de Corynebacterium spp. 0,077 0,6
CMT X Contagem de Bolores e Leveduras 0,235 55
CMT X NMP Coliformes Totais 0,066 0,4
CMT X NMP Coliformes Fecais -0,070 0,5
Mastite Infecciosa X Contagem de Mesdfilos 0,113 1,3
Mastite Infecciosa X Contagem de Psicrotroficos 0,104 1,1
Mastite Infecciosa X Contagem de Termofilos 0,329 10,8
Mastite Infecciosa X Contagem de Enterococcus spp. 0,110 1,2
Mastite Infecciosa X Contagem de Staphylococcus spp. 0,213 4,5
Mastite Infecciosa X Contagem de Streptococcus spp. 0,217 4,7
Mastite Infecciosa X Contagem de Corynebacterium spp. 0,252 6,3
Mastite Infecciosa X Contagem de Bolores e Leveduras 0,340* 11,5
Mastite Infecciosa X NMP Coliformes Totais 0,220 4,9
Mastite Infecciosa X NMP Coliformes Fecais 0,054 0,3
Mastite por Staphylococcus spp. X Contagem de Mesdfilos 0,289 8,4
Mastite por Staphylococcus spp. X Contagem de Psicrotréficos 0,276 7,6
Mastite por Staphylococcus spp. X Contagem de Termdfilos 0,522** 27,3
Mastite por Staphylococcus spp. X Contagem de Enterococcus spp. 0,178 3,2
Mastite por Staphylococcus spp. X Contagem de Staphylococcus spp. 0,322 10,4
Mastite por Staphylococcus spp. X Contagem de Streptococcus spp. 0,279 7,8
Mastite por Staphylococcus spp. X Contagem de Corynebacterium spp. 0,391* 15,3
Mastite por Staphylococcus spp. X Contagem de Bolores e Leveduras 0,369* 13,6
Mastite por Staphylococcus spp. X NMP Coliformes Totais 0,283 8,0
Mastite por Staphylococcus spp. X NMP Coliformes Fecais 0,064 0,4
Mastite por Streptococcus spp. X Contagem de Mesofilos -0,133 1,8
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Continuagéo tabela 5

Mastite por Strepfococcus spp. X Contagem de Psicrotréficos -0,049 0,2
Mastite por Streptococcus spp. X Contagem de Terméfilos -0,249 6,2
Mastite por Streptococcus spp. X Contagem de Enterococcus spp. 0,089 0,8
Mastite por Streptococcus spp. X Contagem de Staphylococcus spp. 0,016 0,0
Mastite por Streptococcus spp. X Contagem de Streptococcus spp. 0,069 0,5
Mastite por Streptococcus spp. X Contagem de Corynebactenum spp. 0,018 0,0
Mastite por Streptococcus spp. X Contagem de Bolores e Leveduras 0,232 54
Mastite por Streptococcus spp. X NMP Coliformes Totais -0,005 0,0
Mastite por Streptococcus spp. X NMP Coliformes Fecais 0,162 2,6
Mastite por Corynebacterium spp. X Contagem de Mesdfilos 0,125 48
Mastite por Corynebacterium spp. X Contagem de Psicrotréficos 0,219 1.5
Mastite por Corynebacternium spp. X Contagem de Termdéfilos 0,122 1,4
Mastite por Corynebacterium spp. X Contagem de Enterococcus spp. -0,120 0.6
Mastite por Corynebacterium spp. X Contagem de Staphylococcus spp. -0,075 0,6
Mastite por Corynebacterium spp. X Contagem de Streptococcus spp. -0,080 0,5
Mastite por Corynebacterium spp. X Contagem de Corynebacterium spp. | -0,073 0,5
Mastite por Corynebacterium spp. X Contagem de Bolores e Leveduras -0,109 1,2
Mastite por Corynebacterium spp. X NMP Coliformes Totais -0,056 03
Mastite por Corynebacterium spp. X NMP Coliformes Fecais 0,075 0,6
* indica significancia estatistica (p<0,05)

** indica alta significancia estatistica (p<0,01)
*** Coeficiente de Correlagio de Pearson
**** Coeficiente de Determinagdo da Reta

Contagem de Termdfios = 00,1623 + 0,03895 Mastite por Staphylococcus spp.
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Figura 17 - Andlise de Regressdo Linear entre o indice de mastite por
Staphylococcus spp. e a Contagem de microrganismos termofilos
aerobios facultativos viaveis
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Corntagem de Coryrebacterium spp. = 3,283 + 0,05142 Mastite por Stahyiococaus spp.
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Figura 18 - Analise de Regressao Linear entre indice de mastite por Staphylococcus
spp. e a Contagem de Corynebacterium spp.

Contagem de Bolores e Leveduras = 2,562 + 0,04490 Mastite por Staphwlococcus spp.
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Figura 19 - Andlise de Regressao Linear entre indice de mastite por Staphylococcus
spp. e a Contagem de bolores e leveduras




68

6 DISCUSSAO

Costa et al. (1986) em estudo realizado no Estado de S&do Paulo, Brasil, analisaram
2533 amostras de leite procedentes de 32 propriedades leiteiras e isolaram 24
diferentes géneros de bactérias causando mastite nestes rebanhos bovinos.
Staphylococcus spp (49,23%), Corynebacterium spp (30,67%) e Streptococcus spp
(27,08%) foram os microrganismos de maior ocorréncia associados ao processo
inflamatério da glandula mamaria. O percentual de bactérias da familia
Enterobacteriaceae (4,26%) associado aos casos de mastite foi baixo, porém este
grupo de microrganismos esta bastante associado a contaminagao do produto final,
indicando falhas nas fases pds-ordenha da producéo, industrializacéo e distribuicao.
Os autores destacam ainda, a presengca de fungos filamentosos e leveduras

(11,68%) nos casos de mastite.

Nader Filho, Shocken-lturrino e Rossi Junior (1983) examinaram 468 vacas, de 6
propriedades rurais produtoras de leite tipo B, localizadas no municipio de Barretos-
SP. Identificaram 11,97% das fémeas lactantes positivas ao teste CMT e isolaram
pelo menos um tipo de microrganismo de 10,26% das vacas. Staphylococcus aureus
(52,08%), Staphylococcus epidermis (6,25%), Streptococcus spp. (58,00%) e

Escherichia coli (2,08%) foram os agentes encontrados.

Nader Filho, Shocken-lturrino e Rossi Junior (1984) analisaram 192 vacas em
lactacdo, de 9 propriedades leiteiras no municipio de Jaboticabal-SP e verifcaram
que 20,83% das fémeas em lactagao foram reagentes a prova do CMT e em 16,67%
confirmou-se o envolvimento de algum agente etiolégico. Staphylococcus aureus
(38,00%), Staphylococcus epidermidis (18%), Streptococcus spp. (34,00%),
Escherichia coli  (12,00%) e Corynebacterium pyogenes (6,00%) foram os

microrganismos envolvidos.

No presente estudo, verificou-se que os principais grupos envolvidos com mastite
infecciosa sdo Corynebacterium spp., Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.
Nader Filho, Shocken-lturrino e Rossi Junior (1983); Nader Filho, Shocken-lturrino e

Rossi Junior (1984) observaram frequéncia bem mais baixa de Corynebacterium



69

spp. Costa et al. (1986) verificaram frequéncia semelhante a observada neste
experimento em relagao aos trés principais grupos de microrganismos causadores

de mastite.

Tabbaa e Schenkel (1997) estudaram na Siria, trés grandes rebanhos de bovinos
leiteiros, testando 3.696 quartos mamarios e encontraram indice de mastite
subclinica, determinado pelo teste CMT de 34,2%, 43,8% e 46,1%. Os autores
comentam que a maior parte da producéo leiteira do pais € realizada por 10 grandes

fazendas.

Neste estudo, verifica-se que o indice de mastite subclinica, detectado pelo CMT na
Siria, € semelhante (média aritmética de 39,12%) ao encontrado nas condigdes
deste experimento. Nader Filho, Shocken-lturrino e Rossi Junior (1983); Nader Filho,
Shocken-lturrino e Rossi Junior (1984) descreveram indices menores de mastite nos

municipios de Barretos-SP e Jaboticabal-SP.

Benites (1996) mostrou que ha correlagdo entre o resultado de isolamento
microbiolégico de casos de mastite e a resposta inflamatéria no tecido mamario
(exame histopatologico) nas diferentes por¢cées pesquisadas (parénquima, cisterna
do teto e da glandula). Destaca a importadncia do exame microbiolégico como

ferramenta para o diagndstico da mastite e levantamento epidemioldgico da doencga.

Della Libera (1998) descreveu que grupos de amostras de leite individuais de
quartos mamarios bovinos com CCS maiores de 500.000 cél./mL apresentam maior
freqUéncia de isolamento bacteriano, principalmente associados a Staphylococcus
spp. e Streptococcus ssp., quando comparadas com CCS abaixo de 500.000

cél./mL.

Neste experimento, a auséncia de correlacdo entre o teste CMT e o indice de
mastite ndo infecciosa, e a alta correlagdo entre o teste CMT e o resultado dos
isolamentos microbioldgicos (Tabela 4) demonstram que a inflamag&o da glandula
mamaria é fortemente influenciada pela invasao e colonizagdo de microrganismos. A
observacao de correlagao entre os casos de mastite infecciosa e casos de mastite

por Staphylococcus spp., Streptococcus spp. € Corynebacterium spp. (Tabela 4),
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deve-se ao fato destes trés grupos de microrganismos serem o0s principais

causadores da doenca (Tabela 1).

Phuektes et al. (2003) observaram analisando leite de tanques de 42 rebanhos
divididos em trés grupos, conforme a CCS, que Streptococcus dysgalactiae é
encontrado com mais freqiéncia em rebanhos com altas contagens (> 400.000
cél./mL) do que em rebanhos com médias (200.000 a 400.000 cél./mL) e baixas (<
200.000 cél./mL). Notaram que as médias geométricas de Contagem Total de
Bactérias do grupo com altas CCS eram significativamente superiores em relagao
aos grupos com médias e baixas CCS (p<0,01). Perceberam também, que as
médias geométricas das Contagens de Bactérias Termoduricas do grupo com maior
CCS eram significativamente superiores as dos grupos com médias e baixas CCS
(p<0,05).

Jayarao e Wolfgang (2003) descreveram contagem padrdo em placas, contagem de
coliformes, contagem de Staphylococcus aureus, contagem de Streptococcus
agalactiae, presenca de Streptococcus spp. e de Staphylococcus coagulase
negativa como importantes testes feitos nos tanques de resfriamento para
monitoramento de mastite em rebanhos leiteiros. Chamam a ateng¢ao para o fato de
que se fazer analise do tanque de resfriamento para diagndstico e monitoramento
definitivo da saude do rebanho, € mais econbmico e rapido que testar amostras
individuais ou de grupos de animais. Alertam que para a determinacado do status
sanitario de um rebanho a partir do tanque de resfriamento, € necessario que se
faca a coleta e andlise de varias amostras (pelo menos 4 amostras durante 4

meses), num periodo inferior a 36 horas apds o término da ordenha.

Veiga (2001) descreveu: “E indispensavel que o leite seja produzido por vacas
sadias, que ndo estejam eliminando através do leite microrganismos prejudiciais a
saude humana, com residuos de antibiéticos ou outras drogas”. Alertou para os
cuidados com a higiene do processo de obtengédo, armazenamento e transporte do

leite cru.

Silva, Portugal e Castro (1999) disseram que a mastite pode prejudicar a qualidade

do leite, provocando alteragdes em sua composi¢do. Chamaram a atencéo para que
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a falta de controle da doenga pode causar danos a saude do consumidor, devido a
presenca de bactérias patogénicas e/ou produtoras de toxinas, e por ingestdo de
residuos de antibidticos e/ou quimioterapicos no leite, provenientes de tratamentos

dos animais doentes.

Fonseca, Santos e Pereira (2001) descreveram a qualidade microbiolégica do leite
como indicativo da saude da glandula mamaria do rebanho e das condi¢cbes gerais
de manejo e higiene na propriedade leiteira. Destacaram que o termo qualidade
microbiolégica pode ser enfocado sob dois aspectos: qualidade industrial e risco a
saude publica. Indicaram quatro fatores determinantes que influenciam a carga
microbiana inicial do leite armazenado no tanque resfriador: carga micobiana dentro
do proprio ubere (saude da glandula mamaria), higiene de ordenha (limpeza e
desinfeccdo da superficie dos tetos), condi¢des de higienizagdo dos utensilios e
equipamentos de ordenha, e a qualidade da agua utilizada em todo o processo de

ordenha.

Brito e Brito (2001) relataram a necessidade de se aumentar a vida de prateleira dos
produtos lacteos para atingir a expectativa de qualidade do consumidor. Para isso,
indicam a necessidade da redugéo da carga microbiana do leite produzido no Brasil,
e os cuidados com a higiene, armazenamento e transporte em toda a cadeia de
producdo, industrializacdo e comercializacdo. Descreveram que a contaminagao do
leite na ordem de 100 a 1.000 UFC/mL é praticamente inevitavel, por esses
microrganismos estarem presentes no interior do ubere ou na cisterna do teto. Sob
condigbes adequadas de ordenha, encontra-se contagem de aproximadamente
10.000 UFC/mL pela presenca de bactérias na superficie da teta e nos
equipamentos usados na ordenha. Mostraram que sob condigbes adequadas de
estocagem (temperatura de 4°C), a carga microbiana pode ser mantida entre 10.000
e 100.000 UFC/mL.

Neste estudo, observou correlagdo entre o indice de mastite por Staphylococcus
spp. com Contagem de microrganismos termofilos viaveis facultativos, Contagem de
Corynebacterium spp. e Contagem de bolores e leveduras (Tabela 5). Apenas essas
trés contagens séo influenciadas pelo indice de mastite e ainda assim o grupo de

microrganismo isolado dos casos de infeccdo da glandula mamaria parece ter
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relacdo apenas com um dos meios seletivos utilizados para a quantificacdo de
microrganismos no leite cru (Contagem de Corynebacterium spp.). Phuektes et al.
(2003) utilizaram metodologia em que estabelecem relagdo entre os casos de
mastite e a presenga de microrganismos no leite cru pelo isolamento de espécies
que infectam a glandula mamaria no produto final. O fato de se isolar um agente
causador da mastite no leite cru, ndo pode ser fato indicativo de influéncia na
contagem, por este grupo de microrganismos no produto final. Jayarao e Wolfgang
(2003) descreveram associagao entre o status sanitario do rebanho e a quantidade
de grupos de microrganismos causadores de mastite no leite cru, quando analisadas
varias amostras por um periodo espacado de tempo. Fonseca, Santos e Pereira
(2001), Veiga (2001) destacam a importancia do controle da mastite para a garantia

da melhor qualidade do leite.

Souto et al. (2005b) compararam dois sistemas de ordenha mecanica: circuito
fechado e balde ao pé. Foi feita a comparagéo entre as Contagens médias de
Unidades Formadoras de Colbénias por mililitro de leite e demonstraram que nao
houve diferenga significativa (valor de p = 0,1877) entre os dois métodos de ordenha
estudados. Concluem que o Sistema de Ordenha Mecéanico empregado em
rebanhos leiteiros no Estado de Sao Paulo, ndo garante a obtengdo de um leite com

boa qualidade microbioldgica.

Brandao (2000) alertou para a necessidade da implantagao de sistemas de gestao
de garantia da qualidade para a seguranga alimentar e melhor controle da

ocorréncia de doengas de origem alimentar.

Este trabalho mostra que os indices de mastite dos quartos mamarios em produg¢ao
ndo influenciam significativamente a quantidade de microrganismos no leite in
natura. Fatores ligados a higiene de ordenha e manejo de rebanho devem influenciar
muito mais a qualidade microbiolégica do leite cru que os casos de processos
inflamatoérios da glandula mamaria presentes no rebanho leiteiro bovino, nas
condicbes estudadas. Para se produzir uma matéria-prima de melhor qualidade,
deve-se direcionar o foco de agdo para a melhoria das condi¢gdes higiénico-
sanitarias leite cru, para cuidados com higiene de ordenha, condigdes de

armazenamento e transporte do produto.
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Apesar de, nas condigdes do experimento, a mastite nao ter importante influéncia na
contaminagao do leite, ndo significa que nao tenha importancia. Em situagées em
que nao se tenha uma variagdo tdo grande no numero de microrganismos no leite
cru e se tenham baixas contagens como critérios de classificagdo, pode ser que o
indice de mastite do rebanho influencie a qualidade microbiolégica do leite cru. E
importante lembrar ainda, que o alto indice de mastite, provoca perda de qualidade
dos nutrientes do leite, pela alteragcado da permeabilidade do tecido mamario, e que a
presenca da doenca em rebanhos leiteiros bovinos desencadeia sérios prejuizos

econdmicos, podendo inviabilizar a atividade exploratoria leiteira.

O monitoramento do status de saude da glandula mamaria, analisando-se amostras
de leite do tanque de refrigeracdo em propriedades leiteiras no Estado de Sé&o
Paulo, ndo é eficiente nas condigdes estabelecidas nesta pesquisa, fazendo-se
necessario, a analise individual de cada quarto mamario para o efetivo controle da

mastite em rebanhos leiteiros bovinos.
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7 CONCLUSOES

e Os indices de mastite encontrados neste trabalho sdo semelhantes aos

verificados em outros estudos, no Estado de Sao Paulo.

¢ As diferentes técnicas quantitativas de analise do leite cru apresentam grande

variagao entre as propriedades.

e Os casos de mastite sao fortemente influenciados pela acdo de agentes

infecciosos.

¢ O indice de mastite em rebanhos leiteiros bovinos nao influencia a qualidade
microbiologica do leite cru, nas condi¢des estudadas.
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