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RESUMO: A mastite subclinica € um dos principais problemas que afetam a pecuaria leiteira,
tendo em vista os graves prejuizos acarretados pela diminuicdo da producgéo e/ou pela perda dos tetos
afetados e aumento da contagem de células somaticas (CCS). Objetivou-se com este estudo identificar
as principais bacterias causadoras de mastite subclinica bovina e relacionar os patdgenos identificados
com a variagdo da contagem de células somaticas (CCS). Foram analisadas 5.758 amostras de leite de
vacas individuais de 7 propriedades localizadas no Estado de Goiéas, durante o periodo de junho de 2010
a junho de 2014, para verificacdo da CCS e destas 332 amostras foram submetidas a técnica de PCR em
tempo real. Concluiu-se que, nas amostras analisadas, houve maior ocorréncia de Streptococcus
agalactiae, Streptococcus uberis e Staphylococcus sp e que determinaram maiores valores médios de
CCS. A CCS média dos rebanhos com mastite subclinica foi de aproximadamente 743 x 103cel/mL.

Palavras-Chave: bactérias, leite, ccs

Subclinical mastitis in dairy cattle rural properties Goias

ABSTRACT: The subclinical mastitis is a major problem affecting the dairy industry, in view
of the severe impairments caused by reduced production and/or affected by the lossof roofs and
increased somatic cell count (CCS). The objective of this study to identify the main bacteria that cause
bovine subclinical mastitis pathogens identified and relate to the variation of somatic cell count (CCS).
We analyzed 5758 samples of milk from individual cows of seven properties located in the State of
Goiés, during the period June 2010 to June 2014, for verification of CCS and of these 332 samples were
subjected to PRC in real time. It was concluded that in the analyzed samples, a higher occurrence
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis and Staphylococcus sp were the agents most frequently
identified and determined higher mean values of CCS. The average CCS of cows with subclinical
mastitis was approximately 743 x 10° cel/mL
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INTRODUCAO

A mastite bovina é um processo
inflamatério da glandula mamaria decorrente
da interacdo entre animal, agente microbiano e
meio ambiente e, basicamente, pode ser
classificada em dois tipos: clinica e subclinica.
A mastite subclinica caracteriza-se pela
diminuicdo da producdo leiteira, sem que,
contudo, se observem sinais de processo
inflamatério ou fibrosamento (BRADLEY,
2002; RADOSTITS et al., 2007; SANTOS &
FONSECA, 2007; TOZZETTI et al., 2008).

Esta forma de manifestacdo da mastite é
a responsavel pelos maiores prejuizos na
producdo leiteira; estima-se que, para cada vaca
com mastite clinica, existam em média sete, ou
mais, com mastite subclinica (SANTOS &
FONSECA, 2007).

O leite apresenta algumas células
epiteliais (muito poucas) e algumas células de
defesa (macrofagos, linfocitos e neutrofilos),
indicadas pela Contagem de Células Somaticas
(CCS). A CCS é um fenémeno dinamico,
estando sujeito a variac@es significativas.

O estagio de lactacdo, a idade da vaca, a
estacdo do ano, o tamanho do rebanho, o nivel
de producdo de leite e a presenca de outras
doencas sdo fatores que podem afetar a
concentracdo de células somaticas no leite.

Porém, o fator que exerce maior
influéncia sobre o nivel de CCS do leite é a
(PHILPOT &

infeccdo intramamaria

NICKERSON, 2002).

A realizagdo periddica de exames
laboratoriais do leite pode fornecer dados
valiosos sobre a frequéncia e a prevaléncia dos
agentes etioldgicos envolvidos nos casos de
mastite subclinica. ~ Para o diagndstico é
necessario a utilizagao de exames
complementares baseados no conteldo celular
do leite tais como CCS, CMT e perfil
microbiolégico (RADOSTITIS et al., 2007;
DIAS, 2007; ROSA et al., 2009).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos
reportaram o uso da amplificacdo in vitro do
DNA pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR; polymerase chain reaction), para a
deteccdo de patogenos em alimentos (KNOW et
al., 2004; GANDRA, 2006). A técnica de PCR
em tempo real identifica microrganismos e
quantifica &cidos nucléicos. A reacdo €
automatizada, a qual pode ser visualizada em alta
resolucdo. Tem como vantagem a quantificacao
dos produtos amplificados que podem ser feitas
de forma automatica analisando a curva de
amplificacdo do fragmento (GILLESPIE &
OLIVER, 2005; LUND-OLESEN et al., 2008).

Objetivou-se com o presente trabalho
avaliar a prevaléncia das principais bactérias
causadoras da mastite bovina subclinica em 10%
das vacas, de cada propriedade, através da
analise de PCR em tempo real.

MATERIAL E METODOS

No periodo de junho de 2010 a junho de

2014 foram analisadas 5.758 amostras de leite

de vacas individuais de 7 propriedades, para

207



Martins et al., / Revista Brasileira de Higiene e Sanidade Animal (v.9, n.2) 206-214, abr - jun (2015)

verificagdo da CCS e destas 332 amostras
foram submetidas a técnica de PCR em tempo
real.

Imediatamente antes da ordenha, ap06s
0s animais serem submetidos ao teste da caneca
telada, os tetos foram higienizados com a
solucdo de pré-dipping usada na propriedade.
Apbs a secagem de cada quarto com papel-
toalha, procedeu-se a desinfec¢do do orificio do
teto com algodao embebido em alcool 70°GL, a
sequir foi realizada a colheita asséptica da
amostra de leite, 40 mL de leite de todos os
tetos de cada vaca, em frascos contendo o
conservante Bronopol®. Esse conservante é
estavel em meio acido e possui largo espectro
bactericida sendo efetivo contra bastonetes
Gram-positivos, Gram-negativos e fungos
(CHEMICAL, 2011).

ApoOs as colheitas, os frascos foram
tampados, identificados e acondicionados em
caixas isotérmicas contendo bolsas de gelo
reciclavel.

No Laboratério de Qualidade do Leite -
LQL as amostras para CCS foram analisadas no
equipamento Fossomatic 500 Basic (Foss
Electric A/S. Hillerod, Denmark) que
quantifica a contagem de células somaéticas
(CCS), com capacidade de analise de 300
amostras/hora e cujo principio analitico baseia-
se na citometria de fluxo e 10% das amostras
de leite de vacas individuais, que apresentaram
contagem celular somatica acima de 200.000
CS/mL foram submetidas a técnica de PCR em

tempo real utilizando o kit Pathoproof ™

Mastitis PCR Assay
DIAGNOSTICS®).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 5.758 amostras de

(FINNZYMES

leite de vacas individuais de 7 propriedades
(Abadia de Goias (A), Anapolis (B), Bela Vista
(C), Goiania (D), Hidrolandia (E), Silvania (F)
e Turvania (G)), para verificagdo da CCS. Das
amostras de leite de vacas individuais que
apresentaram CCS acima de 200 x 10° cs/mL,
10% destas foram submetidas a técnica de PCR
em tempo real, representando um total de 332
amostras. Os resultados de CCS (pool das
amostras de leite dos animais avaliados)
observou-se que a fazenda E (70,9%)
apresentou a maior frequéncia de animais com
CCS acima de 200.000 cs/mL. J& a fazenda F
(49,4%) foi a que teve menor frequéncia.

Considerando como ponto de corte de
CCS acima de 200 x 10° cs/mL para classificar
animais possivelmente infectados, obteve-se
2442/5758  (42,41%) de amostras que
apresentaram resultados inferiores e 3316/5758
(57,59%) superiores a esse valor. Esses
resultados estdo em conformidade com o0s
estudos realizado por COENTRAO et
al.(2008), que encontraram 52,0% de amostras
com CCS acima desse valor. Os resultados
deste trabalho demonstram alto percentual de
animais, com a enfermidade em sua forma
subclinica.

A contagem média de células somaticas
das 5.758 amostras de leite das propriedades foi

de aproximadamente 743 x 10° cs/mL, com o
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minimo registrado de 422 x 10% cs/mL em um
rebanho, e 0 maximo de 1.177 x 10% cs/mL em
outro. COENTRAO et al. (2008) obtiveram
valores da média da CCS individual por
rebanho de 608 x 10° cs/mL. No entanto,
estudos realizados por VIANNA et al. (2002),
encontraram valores das médias de CCS de 469
x10% cs/mL de leite de animais com mastite
subclinica e j4 MEDEIROS & SOUZA (2009)
identificaram a 1.631 x 10° cs/mL.

Conforme médias obtidas da CCS
individual por rebanho as fazendas que se
observaram maior média de CCS foram
fazendas E e A, com os valores 1.177 x 10°
cs/mL e 910 x 10% cs/mL respectivamente.
Segundo SANTOS & FONSECA (2007) a alta
prevaléncia de Streptococcus agalactiae em
rebanhos leiteiros pode ter impacto negativo
sobre a qualidade do leite, pois esse agente
provoca grande elevacdo da CCS (acima de
1.000.000 cs/mL).

As propriedades com médias inferiores
de CCS foram a fazenda D e F, com os valores
de 422 x 10° cs/mL e 508 x 10° cs/mL
respectivamente.

O microrganismo gram-positivo isolado
com maior frequéncia absoluta (33/143) foi
Streptococcus agalactiae na fazenda E e na
fazenda A (12/56).

Estes resultados encontram-se respaldos
nos dados apresentados por VIANNA et al.

(2002) observaram que o género Streptococcus

foi 0 agente capaz de elevar a CCS, com média
de 1.094 x 10° cs/mL. Porém, contagens
superiores foram descritas por ELIAS et al.
(2005), 1.800 x 10° cs/mL, e MEDEIROS &
SOUZA (2009) que observaram a CCS média
de amostras de leite oriundas de animais
infectados por Streptococcus spp. com 1.556 x
10° cs/mL. SOUZA et al. (2009) relataram 894
x 10% cs/mL em animais infectados por esse
patdgeno.

Enterobactérias representadas,
principalmente pelos coliformes, como a E. coli
e Klebsiella spp. compuseram o grupo das
Gram-negativas. Foi identificada a presenca de
E. coli com frequéncia de 57%(4/7) das
fazendas. Estas bactérias sdo apontadas como
importantes agentes das mastites ambientais
(PRESTES et al., 2002), e sdo constituintes da
microbiota intestinal tanto do homem como dos
animais.

Constatou-se a maior frequéncia desses
microrganismos na fazenda E em 63,41%
(26/41) (TABELA 1). Resultados semelhantes
foram identificados no estudo de COSTA et al.
(2006) sendo identificada em 75% (15/20). O
aumento da frequéncia de E. coli pode ser
atribuido ao manuseio direto dos animais, como
0 toque na cauda, contato com Ubere sujo e
fezes na sala de ordenha. O segundo
microrganismo mais isolado foi a Klebsiella sp.
com uma frequéncia de 43% (3/7) das fazendas

estudadas.
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Tabela 1. Freqliéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos gram-negativos, frente ao
total de isolamentos obtidos a partir de amostras de leite de vacas em producgéo da fazenda E

localizada no municipio de Hidrolandia-GO. Goiania-GO, 2014.

Microrganismo Frequéncia Freqiéncia
absoluta relativa (%0)
Klebsiella oxytoca/ K. pneumoniae 8 19,51
Serratia marcescens 7 17,08
Escherichia coli 26 63,41
Total 41 100

Na Tabela 2 estdo expressos 0s
microrganismos isolados das amostras de
leite com CCS acima de 200 x 10° cs/mL
oriundas das 7 propriedades leiteiras
estudadas. Das 332 amostras de leite
obtidas, dentre as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus spp. e Streptococcus uberis
foram os microrganismos mais isolados
nas fazendas (15,2%), seguido por

Enterococcus sp. e  Streptococcus

agalactiae  (11,6%), Corynebacterium
bovis (7,3%), Streptococcus dysgalactiae
(6,8%), Staphylococcus aureus (4,8%) e
Arcanobacterium pyogenes (4,5%).

Para as bactérias Gram-negativas
Escherichia  coli  (9,5%) foi o
microrganismo mais isolado, seguido por
Klebsiella sp. (8%) e Serratia marcescens

(5,5%).
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Tabela 2. Frequéncia (absoluta e relativa) de patogenos isolados de 332 amostras de leite de

fémeas bovinas, em 7 propriedades leiteiras, durante os meses de junho de 2010 a junho de

2014.

Patdgenos isolados

Frequéncia absoluta

Frequéncia relativa(%o)

Staphylococcus aureus 51 4,8
Streptococcus agalactiae 123 11,6
Corynebacterium bovis 78 7,3
Enterococcus sp. 123 11,6
Arcanobacterium pyogenes/ 46 4,5
Peptococcus indolicus

Streptococcus uberis 161 15,2
Streptococcus dysgalactiae 72 6,8
Staphylococcus spp. 161 15,2
Klebsiella sp. 84 8,0
Serratia marcescens 57 55
Escherichia coli 100 9,5
Total 1.056 100,0

Observando-se na  Tabela 2, a
predominancia de Staphylococcus spp. e
Streptococcus  uberis  sobre 0s  demais
microrganismos, com 152% do total de

microrganismos isolados. Estes resultados estdo
inferiores aos relatados por Reis et al. (2003),
43,1%, Santos et al. (2006), 39,13% e Costa
(2010), 37,5% de Staphylococcus spp. Essas
diferencas nas frequéncias dos patdgenos isolados
podem ser atribuidas a fatores relacionados ao
manejo e ao sistema de criacdo. Segundo Bramley
& Dodd (1984); Harmon (1998); Wilson et al.
(1998); Fonseca & Santos (2000); Santos (2001)
esses relacionados entre o0s

agentes estdo

principais causadores de infeccBGes subclinicas,
ocasionando expressivos aumento na contagem de
células somaticas, 0 que representa grave
comprometimento da producdo e da qualidade do
leite, gerando sérios prejuizos ao sistema de
producdo. O conhecimento da etiologia ¢€
importante para a escolha do medicamento a ser
utilizado no tratamento dos futuros casos de
mastite bovina e a técnica de PCR em tempo real
permitiu a deteccdo dos principais
microrganismos causadores de mastite subclinica
proporcionando maior agilidade na tomada de
decisdo quanto ao tratamento e controle da

doenca.
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CONCLSAO

A mastite subclinica é predominante nas
propriedades e tanto os agentes contagiosos como
ambientais estdo contribuindo para este tipo de
infeccao. @) Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis e Staphylococcus sp foram
0s agentes mais frequentemente isolados e que
determinaram maiores valores médios de CCS.
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