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O papel das infeccdes intramamarias na qualidade
do leite em Rondénia

Introducao

Dentro dos aspectos envolvendo a cadeia produtiva do leite, a qualidade é um
ponto de extrema importancia devido a fatores como, a garantia de alimento
seguro e com qualidade nutricional para o consumidor, aumento da vida de
prateleira e rendimento industrial de derivados lacteos.

Embora tenha sido observada expansao da pecudria leiteira nos Ultimos anos no
Brasil, este aumento nao correspondeu a melhoria da qualidade da matéria-prima,
de maneira que o leite produzido ainda apresenta problemas de qualidade, tanto
no aspecto de composicdo, quanto no aspecto higiénico-sanitério.

Normativas e a contagem de células somaticas

Em 2002, com o objetivo de padronizar o leite produzido no pais, o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) publicou a Instrucdo Normativa 51
(IN 51), que determina as normas de producao, identidade e qualidade do leite,
além de regulamentar a coleta de leite cru refrigerado na propriedade e seu
transporte a granel ao laticinio (BRASIL, 2002). Dentre os indicadores de
qualidade do leite estabelecidos pela IN 51, podemos citar a contagem de células
somaticas (CCS). A CCS é reconhecida como indicador de qualidade higiénico
sanitario do leite cru, sendo utilizada para avaliar a saide da glandula maméria.

De acordo com a IN 51, as amostras de leite cru de tanques de refrigeracao
devem ser encaminhadas mensalmente para andlise dos indicadores higiénico-
sanitarios em laboratério credenciado pertencente a Rede Brasileira de
Laboratérios de Qualidade do Leite (RBQL). A anélise destes resultados demonstra
que, o percentual de amostras de leite que atendem aos limites de CCS nao
sofreram alteracoes significativas desde o inicio da vigéncia da INb1 (BRASIL,
2011). Em 2007, cerca de 10% dos rebanhos avaliados pelos laboratérios da
RBQL nao atendiam ao limite estabelecido de 1.000.000 de cels/ml para a CCS.
Em 2009, um novo levantamento feito pela RBQL mostrou que, de
aproximadamente 1,7 milhdo de amostras, 21% nédo atendiam ao limite de
750.000 cels/ml para CCS.

Considerando a situacdo de ndo adequacdo aos parametros propostos pela IN 51,
foi instituida a Instrugdao Normativa n® 62 (IN 62) (BRASIL, 2011), que define
limites e prazos gradativos para os indicadores higiénico-sanitarios, e mais quatro
anos para o atendimento do menor limite estabelecido para o pais. Para as regioes
Norte e Nordeste o prazo para adequacdao ao limite de 400.000 células
somaticas/ml é 2017.

Células somaticas no leite e mastite

As células somaticas sao constituidas principalmente por leucécitos e tem por
objetivo a defesa do organismo. Na glandula mamaria sadia, os tipos celulares
predominantes sao os macrofagos (35%-79%), seguido dos linfocitos (16%-
28%), neutrdfilos (3%-26%) e células epiteliais (2%-15%) (PAAPE; TUCKER,
1966). A CCS na glandula mamaria sadia varia de 20.000 a 50.000 células/ml,
entretanto considera-se o valor limite de até 100.000 células/mL para auséncia de
infeccao intramamaria.
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A maioria dos leucécitos é atraida do sangue para a
glandula mamaria, em resposta a uma agressao
fisica, quimica ou infecciosa sofrida pela glandula.
As infeccdes intramamarias sdo consideradas o
principal fator de aumento de CCS, porém outros
fatores podem influenciar na variacdo deste
indicador, como a suscetibilidade do animal em
relacdo aos demais do rebanho, a ordem do parto,
periodo de lactacao (SCHUKKEN et al., 2003;
SOUZA et al., 2009) e estacao do ano (PAULA et
al., 2004). Avaliacdes realizadas por Dohoo e Leslie
(1991) demonstraram que o limite de 200.000
células/mL foi o mais indicado para estimar nova
infeccao intramamaria.

De acordo com o impacto na CCS e alteracbGes na
composicao do leite, os microrganismos envolvidos
na etiologia das infeccdes intramamarias podem ser
classificados em patégenos principais e secundarios.
Na primeira categoria estdo incluidos os agentes que
determinam maiores CCS, acarretando alteracodes
significativas na composicao do leite e,
consequentemente, grande impacto econdmico.
Neste grupo estdao os Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, coliformes, estreptococos,
enterococos, Pseudomonas sp., Actinomyces
pyogenes e Serratia sp. Sao considerados patdégenos
secundarios, os estafilococos coagulase negativos e
Corynebacterium  bovis 0s quais promovem
inflamacao moderada com CCS de no méaximo duas a
trés vezes superior a dos quartos sadios (HARMON,
1994; LAFFRANCHI et al., 2001).

Dentre os patdégenos principais envolvidos nas
infecgcOes da glandula mamaria, os mais prevalentes
e associados a altas contagens de CCS no leite de
tanque, sdo as espécies S. aureus e Str. agalactiae
(BRITO et al.,, 1999; KOSKINEN et al., 2008;
SOUZA et al., 2009). Estes patégenos tém como
reservatério principal o Ubere e quando identificados
em leite de tanques sdo altamente indicativos da
presenca de infeccdo intramamaria no rebanho
(BARTLETT; MILLER, 1993, GODKIN; LESLIE,
1993). Estudos epidemiolégicos realizados em
diferentes estados do Brasil evidenciam
predominadncia de agentes contagiosos como S.
aureus e Str. agalactiae, em amostras de leite
coletadas individualmente. Brito et al. (1999)
avaliaram 48 rebanhos leiteiros do estado de Minas
Gerais e demonstraram que em 98% dos rebanhos
estudados foi identificado o S. aureus e em 60%
houve isolamento de Str. agalactiae a partir de
amostras de leite provenientes de quartos mamarios
de vacas em lactacdao. Avaliacoes de agentes
contagiosos da mastite em amostras de leite total
de rebanhos obtidas na plataforma de recepcao da
industria evidenciaram que, dos 33 rebanhos
estudados, 26 (78,8%) apresentaram isolamento de
S. aureus e 27 (81,2%) apresentaram contagens
acima de 200.000 células/mL (BRITO et al., 1999).

Indicadores de sanidade da glandula
mamaria no estado de Ronddnia

A pecudria no Estado de Ronddénia constitui uma
atividade de grande importancia econémica e social,
sendo caracterizada pela producdo de base familiar
(DIAGNOSTICO..., 2002), o qual é responséavel por
73% da producéo total (IBGE, 2006). Deste grupo
se destacam os produtores tradicionais e
assentados da reforma agréria.

O estado é o décimo maior produtor de leite no
Brasil, respondendo por 46,2% da producdo da
regidao Norte e 2,6% da producado nacional (IBGE,
2012). Possui atualmente 72 estabelecimentos que
utilizam o leite como matéria prima, sendo que as
indUstrias de laticinios sob Inspecdo Federal
processam cerca 75% do leite produzido, com uma
captacao aproximada de 2.100.000 litros/dia (IBGE,
2013). As microrregioes de Ji-Parana e Porto Velho
representam as maiores producdoes do estado e
regiao Norte com 853.956 litros/dia e 280.284
litros/dia (IBGE, 2012).

No estado, os rebanhos sao caracterizados por
baixa produtividade e baixo nivel tecnolégico, com
producao média por rebanho de até 50 litros/dia. As
informacdes disponiveis sobre a qualidade do leite
em Rondbnia, obtidas em avaliacbes de 73
rebanhos da microrregido de Ji-Parand nos anos de
2008 e 2009, demonstraram que os valores médios
de CCS, atendem ao limite maximo de 400.000
células/ml estabelecido para CCS na IN 62.
Entretanto das 541 amostras avaliadas, 19,4%
apresentaram resultados de CCS acima do limite
estabelecido pela legislacao para 2017,
representando um desafio na sua reducao (BRITO et
al., 2010; CARVALHO et al., 2011).

Considerando a importancia das infeccées da
glandula mamaria na qualidade do leite produzido e
as escassas informacdes referentes aos agentes
etiolégicos da mastite prevalentes no Estado de
Rond6nia foi realizado um estudo preliminar em
rebanhos localizados na microrregiao de Porto Velho
a fim de avaliar o impacto dos patégenos da mastite
na CCS de rebanhos bovinos.

Metodologia

Animais

Foram avaliadas 38 vacas em lactacado provenientes
de cinco rebanhos leiteiros localizados no Municipio
de Porto Velho, os quais apresentavam diferentes
caracteristicas e niveis de adocdo de tecnologia
relacionados ao manejo de ordenha (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas relacionadas a populacdo dos rebanhos leiteiros avaliados e
adocao de tecnologias para o controle da mastite, Porto Velho, 2011.

Rebanhos avaliados

Rt
Variaveis A B C D E
Caracteristica da propriedade
N° animais 254 160 32 40 130
N° vacas em lactacao 8 28 15 2 15
Producéo de leite (litros) 80 140 80 6 150
Produtividade (litros/vaca) 10 5 5,3 3 10
Composicao racial’ GL ND GL ND GL
Tipo de ordenha? MN MN MEC MN MN
Presenca de bezerro na ordenha® S S S S N
Manejo de ordenha e controle de mastite
Pré dipping R NR R NR R
Teste da caneca R NR NR NR R
Uso do papel toalha R NR R NR R
CMT? NR NR R NR R
Pés dipping NR NR R NR R
Tratamento da vaca seca NR NR NR NR NR
Linha de ordenha NR NR NR NR NR

'GL - Girolando; ND - Nao definido; 2MN - Manual; MEC - Mecanica; 3California Mastitis Test;

“R - Realiza; NR- N3o realiza; °S — Sim; N-N3o.
Fonte: Dados da pesquisa.

Analise microbiolégica e celular do leite

As amostras de leite foram colhidas de animais com e
sem mastite. O diagnéstico da mastite clinica foi
realizado considerando as alteracbes macroscoépicas
do leite (presenca de pus, grumos e/ou estrias de
sangue) na prova da caneca telada de fundo escuro e
na presenca de sinais de inflamacdao na glandula
mamaria. A mastite subclinica foi diagnosticada
utilizando o California Mastitis Test (CMT) (SCHALM
et al. 1971).

Dos animais avaliados foi obtida amostra de leite para
isolamento microbiano, procedendo-se a limpeza dos
tetos por lavagem, secagem com papel toalha e
antissepsia com alcool 70°GL. Foram colhidos cerca
de 4 ml de leite em tubos de vidro, com tampa de
rosca estéreis, com o cuidado de retirar quantidade
igual de leite de cada quarto mamario. As amostras
foram encaminhadas em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclavel ao Laboratério de Sanidade Animal da
Embrapa Rondé6nia e conservadas a -20°C até o
processamento.

Semeou-se um volume de 10ul de cada amostra de
leite em placa de meio agar-sangue ovino a 5%. As
placas foram incubadas a 37 °C em aerofilia por até
120 horas, procedendo leituras as 24 e 48 horas
ap6s a incubacdo. As colbnias isoladas no meio
agar-sangue foram observadas quanto a morfologia,
tamanho, pigmentacdo, presenca de hemdlise. Os
microrganismos isolados foram observados ao
microscépio por meio de esfregacos corados pelo
método de Gram. A significancia do nimero de

colénias dos microrganismos isolados foi interpretada
segundo os critérios propostos pelo National Mastitis
Council (NMC) (1987). Bactérias do género
Streptococcus foram identificadas pela auséncia de
producdo de catalase e pelos testes de CAMP e
hidrélise da esculina. As bactérias do género
Staphylococcus foram classificadas em coagulase
negativos e positivos de acordo com a producao de
catalase e coagulacado do plasma de coelho. Amostras
consideradas contaminadas foram aquelas em que
houve crescimento de trés ou mais coldnias diferentes
no isolamento primario, sem o predominio de
nenhuma delas.

Para a determinacdo da contagem de células somaticas
foi procedida coleta de amostra representativa da
producao total de cada animal na primeira ordenha do
dia conforme metodologia proposta por Brito et al.
(2007). A determinacdo de CCS foi realizada por
citometria de fluxo no equipamento Somacount 500
(Bentley Instruments Incorporated®, Chaska, MN) no
Laboratério de Qualidade do Leite (LQL) de Juiz de
Fora, Embrapa Gado de Leite.

Para a anélise dos dados microbiolégicos e de CCS
foram utilizados os softwares Epilnfo 3.5.1 e Excel.

Resultados

Do total de 68 vacas em lactacdo existentes nos
rebanhos avaliados foram obtidas 38 amostras de
leite, sendo 21 (55,3%) positivas no exame
microbiolégico, 14 (36,8%) negativas e trés (7,9%)
classificadas como contaminantes, pois apresentaram
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crescimento de trés ou mais tipos de colbnias
bacterianas diferentes. Das vacas avaliadas, uma
apresentava no momento da coleta mastite clinica.

Foram isolados 27 microrganismos, sendo que dois
animais apresentaram associacdo Staphylococcus
Coagulase Positiva (SCP) e Staphylococcus
Coagulase Negativa (SCN). A vaca com mastite
clinica apresentou trés (75%) dos quartos mamarios

N° animais

12

10

6

N

o
s

positivos, sendo isolados SCP+ Streptococcus
agalactiae (STRAG), SCP e Streptococcus esculina

negativo (STEN). Do total de isolamentos, 16
(59,3%) foram SCP, sete (25,9%) SCN, dois
(7,4%) Bacilo Gram Positivo (BGP), um (3,7%)
STRAG e um (3,7%) STEN. Os cinco rebanhos
avaliados apresentaram isolamento de
microrganismo. Na Figura 1 estao descritos os

agentes etioldgicos isolados por rebanho avaliado.

Legenda

Negativos
2 SCP
: SCN
i SCP+SCN
m BGP
® STAG+STEN+SCP

Figura 1. Distribuicdo dos agentes etioldgicos isolados em rebanhos leiteiros de Porto Velho, 2011. SCP, Staphylococcus
Coagulase Positiva; SCN, Staphylococcus Coagulose Negativo; BGP, Bacilo Gram Positivo; STAG, Streptococcus

agalactiae; STEN, Streptococcus Esculina Negativo.
Fonte: Dados da pesquisa

Observa-se que nos rebanhos B e C foram isolados
microrganismos em 50% (3/6) das amostras, no D
100% (1/1) e na propriedade E 93,3% (14/15). O
rebanho E apresentou altas frequéncias de mastite
subclinica, sendo que 80% (12/15) dos animais em
lactacdo apresentaram isolamento de SCP,
demonstrando disseminacao do agente no rebanho.

As médias, desvio padrao e medianas da CCS de
acordo com 0s resultados dos exames
microbiolégicos estdao apresentados na tabela 2.

Vacas que nao apresentaram  crescimento
bacteriano obtiveram menor ndmero de células
somaticas do que as vacas com isolamento do
patégeno (P < 0,05), 161.300 e 777.900
células/ml respectivamente, apresentando diferenca
estatisticamente significativa. Entre os patdgenos

isolados, o SCP foi responséavel pela maior elevacao

de CCS, com média de 1.140.100 células/ml,
seguida pelos BGP com média de 580.000
células/ml e da associacago SCP + SCN com

379.000 células/ml. Patégenos menores como o
SCN demonstraram média de células/ml de
147.400. Brito et al. (1999) verificaram que dos 47
isolados de SCN, 20 apresentaram negativos ao
CMT e Souza et al. (2009) encontraram média
aritmética de 400.000 células/ml para o mesmo
patégeno.

O presente trabalho demonstrou variacao dos
valores de CCS de acordo com o patdégeno isolado
nos rebanhos avaliados. Resultados descritos por
Suriyasathaporn (2011), Souza et al. (2009), Brito
et al. (1999), demonstraram que houve efeito
especifico de patégenos na variacao de CCS.
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Tabela 2. Variacdo da contagem de células somaticas (x 1.000/mL) de acordo com a presenca de infecgao
intramamaria e o tipo de agente etiolégico em rebanhos leiteiros avaliados na microrregido de Porto Velho,

2011.
Fonte de variacao Categoria N MA1 DP2 Mediana (min. - max.)
Nao 14 161,3 218,1 20,5 (5 - 654)
Presencga de infeccéo®
Sim 21 777.9 851,5 437 (7 - 3217)
Scp? 12 11401 964,4 837 (101 - 3217)
SCN* 5 147.,4 126,8 128 (7 - 341)
Agente etiolégico
SCP + SCN 2 379.0 441,2 379 (67 - 691)
BGP® 2 580,0 230,56 580 (417 - 743)

" Média Aritmética; 2Desvio Padrdo; 3Staphylococcus Coagulase Positiva; “Staphylococcus Coagulase Negativa; °Bacilo Gram Positivo; © Teste de

Kruskal Wallis p < 0,05.
Fonte: Dados da pesquisa

As bactérias classificadas como SCP foram os
patégenos mais isolados neste estudo e com
maiores elevacoes de CCS. Este patdgeno
representa grande importancia epidemiolégica e
clinica nas mastites bovinas associadas a falhas de
manejo de ordenha, de prevencao e diagnéstico da
mastite contagiosa dos rebanhos. A infeccdo pelo
Staphylococcus aureus, principal representante dos
SCP, é reconhecida por causar infeccées de longa
duracdo, com tendéncia a se tornarem croénicas,
com baixas taxas de cura e com grandes perdas na
producao (SABOUR et al., 2004).

Embora os rebanhos avaliados apresentassem
diferentes niveis de adocdo de tecnologias para o
controle da mastite, observou-se uma maior
prevaléncia de SCP no rebanho E. A disseminacéao
de SCP neste rebanho demonstra a importancia da
implantacdo de programa de prevencao e controle
da mastite, com o adocdo de boas praticas de
ordenha, monitoramento sistematico de mastite
subclinica (CMT) para identificacdao dos animais sob
risco, selecdo de amostras para exame laboratorial,
organizacdo de linha de ordenha, tratamento com
antibiético na secagem dos animais e descarte dos
casos cronicos.

Estes resultados demonstram a necessidade de
pesquisas envolvendo o estudo da prevaléncia da
mastite no estado, assim como dos fatores de risco
associados a infeccao nas subpopulacdes, pois
estas podem diferir em sistemas de producéao, nivel
tecnolégico e cultural. Estes estudos poderao
fornecer informacdes para a tomada de decisdo, a
partir da definicdo de areas prioritarias de atuacao,
0s quais poderao contribuir para maior efetividade
das acdes implementadas com foco na melhoria da
qualidade do leite produzido e consequente
adequacao a legislacao.
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