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Mastitis Prevalence in Two Dairy Herds, Santa Maria, RS
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RESUMO

A prevalencia da mastite foi estudada em 35 vacas leiteiras, atra-
ves de exame clinico, do "California Mastitis Test” (CMT) e da coleta
de amostras para pesquisa de bacterias patogeénicds na mama. A pesquisa
foi feita em vacas que se encontravam entre 15 e 240 dias de lactacao
(GRUPD 1), e com mais de 240 dias da lactacao (GRUPO 2). Em funcao dos
resultados do CMT, a ausencia de disturbios na secrecdo lactea, em fe-
meas que se encontravam entre 15 e 240 dias de lactacdao, nac permitea-
firmar que as glandulas estejam livres de bacterias patogenicas. Por
outro lado, os resultados em vacas com mais de 240 dias de lactacao, e-
videnciaram mais uma vez que a tecnica nac tem valor para o diagnosti-
co neste estagio, uma vez que o leite pode apresentar distlrbios de se-
cre,do e nao estar infectado. A pesquisa bacterio16g1ca nas 554 amos-
tras de leite estudadas no grupo de vacas que estavam entre o0 150 e o
2409 dias de lactacao mostrou a presenca de 204 microorganismos pato-
génicos. Do total das amostras, 321 (58,0%) foram negativas ao CMT e
destas foram isoladas 67 bacterias (20,9%) capazes de causar mastite,
Nas vacas de lactacdo com mais de 240 dias, foram examinadas 306 amos-
tras e isoladas 107 bacterias patogenicas (35,0%). Destasamostras, 153
{(50,0%} foram negativas ao (MT e 41 amostras (26,8%) foram positivas ao
exame bacterioldgico para o isolamento de bacterias mastitogénicas.
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SUMMARY

Subclinical mastitis was studied in 35dairy cows through clinical
examination and California Mastitis Test {CMT) and isolation of patho-
genic bacteria. The cows used in the experiment were between 15 and
240 days of lactation (Group 1), while the second group had more than
240 days of lactation (Group 2). The negative results on the milk tes-
ted for the cows in Group 1, could not prove that the udderwas comple-
tely free of pathogenit bacteria. The results obtained with the CMT on
Group 2 showde that the test could not be used, because the milk sho-
wed an alteration but no infection was present. At the laboratory from
554 milk samples submitted, 204 were potencially pathogenic bacteria
that were isolated from milk samples of Group 1. From this total, 321
samples (58.0%) were negative on the CMT, however yielded 67 pathogenic
bacteria (20.9%). From Group 2, with more than 240 days cof lactation
306 milk samples were examined and 107 pathogenic microorganisms were
jsplated (35,0%). One hundred and fifty three milk samples were CMT
negative, but yielded forty one pathogenic bacteria {(26.8%).

KEY WORDS: subclinical mastitis, California mastitis test, pathogenic
bacteria.

INTRODUCAO

0 maior problema encontrade em tambos sio as mastites subclimicas
& que sao identificados mediante pesquisa laboratorial em conjunto com
o "California Mastitis Test" (CMT) e pesquisa de campo (HOPKIRK, 25;
IBRAHIM & HABIBALLA, 26; WEIGT, 44), justificando-se o experimento pa-
ra que os resultades obtidos possam ser utilizados pelos clinicos na
obtencao de melhores resultados nos tratamentos recomendados.

Mastite & um processo inflamatorio dos tecidos do Ubere frente as
bacterias, micoplasmas, fungos, virus, produtos quimicos, leses termi-
cas e mecanicas (GRUMERT & WEIGT, 22) que conjuntamente a mudangas fi-
sicas, quimicas e microbiologicas, caracteriza-se por um incremento de
celulas somaticas, especialmente leucocitos em leite, e por mudangas
patoldgicas do tecide mamario (GIESECKE, 18). 0 processo inflamatdrio
deve-se a necessidade do ubere neutralizar o material estranho presen-
te; de reparar o tecido danificado e retornar o orgao a sua normalida-
de {HEIDRICH & RENK, 24; BATH et alii, 3}.
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As mastites subclinicas nao mostram evidencias macroscopicasdein-
flamacdo, mas o exame/do leite revela infeccdo dolbere, incremento da
contagem celular e tambem alteracoes nas propriedades quimicas do lei-
te (GIESECKE, 18}.

A mastite tem importancia em saude plUblica pela facil transmissio
de agentes patogenicos ao consumidor pelo Teite (ARANALDE et alii, 1;
KIMBAL!, 29; VERNA et alii, 42; FERREIRO et alii, 15} e pela presenca
de altos niveis de antibidticos (KIMBALL, 29; WEIBLEN & SPAHR, 43} que
podem trazer serios problemas a populacasc consumidora. Quantoac aspec-
to economico ha prejuizos devido a reducao da produgao de leite (FER-
REIRO et alii, 14; LANGENEGGER et alii, 32}, ao incremento dos custos
de reposicdo e conseqliente perda de potencial gengtico, devido ao des-
carte da vaca, perda do leite e outros custos, tais como: antibioticos,
servicos especiais do veterinario, mdo-de-cbra incrementada e reducdo
da gqualidade do leite { JANSEN, 28; HOPKIRK, 25; DOBBINS, 8; BATH et
alii, 3; ARDA & ISTANBULLUOGLU, 2; BLOSSER, 5; McDONALD, 33; WEIGT, 44).

Unm bom manejo sanitario dos animais, equipo de ordenha, estabulo,
tecnica de ordenha adequados (GIRAUDO & TAMAGNINI, 20; WEIGT, 44)ebons
habitos de higiene pessoal dos ordenhadores sao de grande valia, redu-
zindo a veiculagao de patogenos para a glandula mamaria {WEIGT, 44; FA-
RIA et alii, 11}, mas nao o suficiente {GIRAUDD & TAMAGNINI, 20; FARIA
et alii, 11). Alem disso, a analise bactericlogica de uma unica amos-
tra de leite ndo dalugar para um tratamento eficaz. Primeiramente por-
que a colheita de amostras de leite em um grande numere de vacas nac e
feita com a suficiente precaucdc de assepsia e no laboratdrio, muitas
vezes, contaminantes podem ser tomadas por agentes causais e assim, va-
cas sadias sao consideradas bactericlogicamente positivas. Por outro
Jade, em uma unica analise bactericlogica ndo @ possivel detectar todas
as vacas enfermas de mastites cronicas, peis a eliminagdo de microorga-
nismos, nestes casos, nac e constante (WEIGT, 44).

Com o intuito de minimizar os prejuizos e perigos assinalados, de-
vem ser tomadas e adotadas medidas sistematicas, junto aos criadores,
atraves de uma assistencia direta com implantacao de programas de pre-
vencao e controle dessa insidiosa doenca que afeta, em diferentes ni-
veis, praticamente todos os rebanhos Teiteiros (FERREIRO et alii, 15),
com reavaliacoes periodicas, proporcionando, pela vigilancia e inves-
gacao prospectiva, a adocdo de medidas profilaticas eficazes (WEIGT, 44;
FERREIRD et alii, 17; SANTOS et alii, 37).
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Com base nas observacdes anteriores teve-se come objetivo estu-
dar a prevalencia das mastites subclinicas, a nivel de campo, como au-
xT1io do teste presuntivo CMT, procurando-se detectar alteracoes nolei-
te de vacas. No laboratorio, pela bacteriologia, a pesquisa da preva-
lencia e identificacdo de microorganismos potencialmente patogenicos ao
tecido mamario (WEIGT, 44; FERREIRO & MELO, 16).

MATERIAL E METODOS

1. Andmadis

Trinta e quatro vacas da raca holandesa e uma zebuina foram obje-
to de observacao durante trés periodos de 7 semanas consecutivas. Os a-
nimais encontravam-se em duas propriedades localizadas na periferia da
cidade de Santa Maria-RS. Ma propriedade chamada "A" foram objeto de
estudo 14 vacas e na "B", 21. A ordenha no tambo "A" era mecanizada e
no "B, mista. As condicOes higienicas nos estabules, equipamentos de
ordenka e manejo de ordenha dos animais tambem foram ohjetos de obser-
vacao.

Durante o trabalho coletaram-se amostras de leite de vacas que se
encontravam entre 15 e 240 dias de lactacdo (grupo 1) e com mais de 240
dias de lactacao (grupo 2). Estes animais, quando apresentavam sinais
¢linicos de mastite, passavam a ser examinados e ordenhados em ultimo
1ugarf

Trabalhou-se com vacas em todos os estagics de lactacao, come sem
historia previa de mastite clinica. De todas as vacas em Jactagao fo-
ram efetuados o exame clinico, o "California Mastitis Test" (CMT) e a
coleta de amostras de leite para pesquisa de micreorganismos.

2. Metodos empregados na cadenha ¢ exame cfinico

Uma vez por semana, a secrecao lactea era examinada pelo CMT apds
terem sido desprezados os 3 primeiros jatos de leite em um balde de
plastico. Para colherem-se as amostras de leite, a base inferior da
glandula mamaria era lavada com agua morna na primavera e outoro e fria
no verdo. A assepsia dos tetos era feita utilizando-se algodao embebi-
do em alcool, deixando este evaporar-se, para 50 ento o leite ser co-
Jetado. Apos a ordenha, efetuava-se tambem, uma vez por semana, 0 exa-
me clinico pela inspecdo e palpacdc da glandula mamaria, com especial
atencdo ao parenquima glandular,

As amostras do leite eram coletadas dos quartos na formade "pool"
quando ndo reagentes ao CMT e individuatmente quando um oumais quartos
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apresentavam alguma reagdo no "California Mastitis Test".

Coletavam-se, aproximadamente, 10m1 de leite em vidros esteriliza
dos e todas as amostras, em seguida, eram acondicionadas em caixade’i-
sopor com gelo e levadas ao laboratorio.

3. Interpretacao do "California Mastitis Teat" (CMT)

0 reagente usado para o CMT foi adquirido da FATEC*.

A interpretacac dos resultadoes foi segundo SCHALM & NOORLANDER {38)
e que resumidamente 530 0s seguintes:

- Reacic negativa (-): mistura 1iquida homogénea, sem a evidéncia
de formacao de precipitado; :

- Reacdo suspeita (5): Teve precipitado com tendenciaao desapare-
cimento apds algum movimento continuo da raquete;

- Reacao fracamente positiva {+): aparecimento de visivel preci-
pitado sem tendencia 3 formagao de gel;

s- Reacao positiva (++): aparecimento de distinta viscpsidade, pas-

sande 2 formacao de gel;

- Reacao fortemente positiva (+++): formacio de densa massa gela-
tinosa,

4; Métodos fabonatoriais
4.1, Limpeza do material

Toda a vidraria usada era lavada em solucao detergente, enxaguada
em dgua corrente e esterilizada em forno de Pasteur a 160°¢ durante du-
as horas.
4.2, Exame das amostras de Teite

No Taboratorio fez-se o iselamento dos microorganismos patogenicos
utilizando-se 0s seguintes meios de cultura: agar tripticase {BBL**om
adicao de 10% de sangue desfibrinado de eqlino; tioglicolato (DIFCOp**
e caldo simples (BIER, 4). O sangue de eqliino utilizado para adicionar
ao agar tripticase foi coletado em vidro esteril contendo esferas devi-
dro para promover a desfibrinacdo atraves de suaves movimentes circula-
res durante 10 a 15 minutos.

0 meio de agar tripticase-sangue era espalhado em placas de petri;
0 tioglicolato e caldo simples, distribuido em tubos de ensajo. Nestes
meios foi semeado leite com alca de platina, sendo incubados a 37°¢C por

* FATEC QUIMICA INDUSTRIAL S.A. - Sdo Paulo, Brasil.
#% BBL MICROBIOLOGY SYSTEMS-Bencton Dickinson and Co., Cockeysville, USA.
*%% DIFCO LABORATORIES - Detroit, Michigan - USA.
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por 24 horas e, caso nao houvesse crescimento, reincubados por mais 24
horas.

As cepas possivelmente patogenicas, apos isoladas, foram identifi-
cadas conforme procedimentos indicados por CARTER (6) e BIER (4).

0 delineamento experimental foi de blocos ao acaso com numero va-
riave! de repeticdes, de um experimento fatorial 3 x 2 (3 épocas x 2
propriedades ), A analise estatistica inclui amalise de variancia e di-
ferengas significativas ao nivel de 5% ensejaram a aplicacao do teste
de Duncan ao mesmo nivel de probabilidade de "F", conforme STEEL & TCR-
RIE (40).

RESULTADOS

Com a realizacdac do "California Mastitis Test" (CMT) foram cole-
tadas 860 amostras de leite, das quais 474 (55,2%) foram negativas ao
teste e 386 (44,8%), reagentes em algum grau. Os resuitados estao re-
lacionados na Tabela 1. Na Tabela 2 verificaram-se as madias reais para
analise estatistica.

TABELA 1. Prevalencia de reacoes do "California Mastitis Test" (CMT)
em leite de vacas em 2 granjas leiteiras de Santa Maria, RS/

1983-1984,
PO Numero de o
Estagio CMT (%)
de lactacdo  Propriedades 320?2:12
(em dias) coletadas  (-)* (£)  (+}  4+) (444)
A 236 65,3 10,2 22.0 2,5 -
ER 3 e 5205 12,3 30,2 4.1 0,9
A+ B 554 58,0 11,4 26,7 3,4 0,5
. A 118 58,5 7,6 24,6 9,3 -
Mais de 240 B 188 34,7 14,9 27.6 12,8 -
A+ B 306 50,0 12,1 26,5 11,4 -
A 354 63,0 9,3 22,9 4.8 -
TOTAL B 506 49,6 13,2 29,3 7,3 0,6
A+ B 860 55,1 1,6 26,6 5,3 0,4
(=)* Negativo (£) Tracos
(+} Fracamente positivo (++} FPositive

{+++) Fortemente positivo
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TABELA 2. Med1a aritmetica do nimero de amostras de leite coletadas
apos exame ao (MT, obtida para analise estatistica referen-
te a tabela 1.

Periodo de lactacaop em dias

15 a 240 + de 240
A 15,7 7,9
Propriedade - NS 21,2 12,5
*(-) 53,50 25,5°
(£ 10,5 6,2"
T - S (+) 24,7° 13,5
(++) 3,2¢ 5,8¢
{+++) Ussd 0,0
*(-) Negativo (X) Tracos {+) Fracamente positivo
(++} Positivo (+++} Fortemente positivo

NS = Nao significativo para propriedade
S = Significativo para CMT

(P<0,01) = Medias sequidas de letras diferentes sao significativamen-
te diferentes entre si pelo teste de Duncan-ac mesmc nivel
da probabilidade de "F",

Na comparacao dos resultados do CMT e bacteriologia estudaram- se
554 amostras de leite colhidas das vacas do grupo 1, das guais isola-
ram-se 204 estirpes bacterianas potencialmente patogenicas, mais &4
Staphyfococceus coagulase negativa. Das 306 amostras de leiteobtidas das
das vacas do grupo 2, isolaram-se 107 estirpes bacterianas potencial-
mente patogéricas ao ubere, mais 41 cepas de Staphyfococous coaqulase
negativa, sendo que 41 isolamentos de cepas potencialmente patogenicas
provém de 153 amostras de leite CMT negativas. Com relacio 35 infeccdes
mistas, estas se fizeram presentes em somente uma amostra de leite com
reacao em tracos ao CMT e de 8 amostras de leite CMT negativas 3sola-
ram-se mais de um microorganismo patogenice ou nac ac Ubere. Destas 8,
cada amostra de leite corresponde ao "pool" de todos quartos de uma
glandula mamaria CMT negativa.
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DISCUSSAQ E CONCLUSOES

Para o estudo da prevalencia das mastites subclinicas usaram - se
animais de duas propriedades com manejo e condicoes sanitarias diferen-
tes. O menor nimero de animais reagentes ao CMT no tambo “A", foram
atribuidos as diferencas nos procedimentos de manejo dos animais e uso
de ordenha mecanica, observacces estas ja descritas por BATH et alii
(3); diferencas nos habitos com a higiene pessoal (FARIA et alii, 11}
e do estibulo (HEIDRICH & RENK, 24; IBRAHIM & HABIBALLA, 26&; GIRAUDO &
TAMAGNINI, 20; McDONALD, 33; LABORDE et alii, 30). Com referéncia ao
manejo e condicoes sanitarias oferecidas aos rebanhos leiteiros, veri-
ficou-se que as duas propriedades apresentavam problemas, observando-
-se que nao havia uma segliencia na rotina e tipo de ordenha, principal-
mente na propriedade "B". Assim sendo, nao foi surpresaencontrar-seum
maior numero de animais com reacdo positiva na propriedade "B".

0s resultados encontrados durante este experimento concordam com
os de CRUZ et alii (7), pois ndo se pode afirmar que animais com guar-
tos mamarios ndo reagentes ao CMT, estejam realmente 1ivres de infec-
coes, podendo-se afirmar com HOPKIRK (25), que o CMT & un metodo gue
oferece pouca seguranca para estabelecer-se o diagnostico precoce da
mastite, especialmente nas fases inicial e final de lactacgao.

0s elevados percentuais de microorganismos isolados das amostras
de leite CMT negativas, mais especificamente o Staphyfococcus —auw'teus,
permitem afirmar, juntamente com FAGLIARI et alii {(10), quea prevalen-
cia de bacterias patogénicas ao Ubere no leite, deve-se 2 elevada pre-
valéncia destas no ambiente de ordenha e sua facilidade em colonizar a
pele do tete e canal galactoforo externo, facilitando a sua instalacao
no tecido mamario,

Ao tracar-se a relacao dos resultados obtidos entre o CMT ea bac-
teriologia, encontraram-se de 860 amostras de leite, 474 {55,2%) nega-
tivas ao teste. No entanto, destas 474 amostras de Jeite, isolaram- se
108 (22,8%) cepas potencialmente patcgénicas ap Ubere, mais 91 (19,2%)
estirpes de Staphyfococcus coagulase negativa. fo atentar-separaaele-
vada percentagem de microorganismos isolados, permite-se afirmar, con-
cordando com HOPKIRK (25), que de fatc o CMT tem valor Timitado na de-
teccio de infeccies nas glandulas mamarias de vacas de leite em um es-
tabulo.

Ao compararem-se os resultados encontrados nos dois grupos de va-
cas, nos diferentes estagios de lactacao, verificou-se que a percenta-
gem de amostras de leite CMT negativas, diminuiu no grupo de.vacas com
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mais de 240 dias de lactacdo e a percentagem de isolamentos bacteriangs
proporcionaimente foi maior. Os resultados bacterioldgicos encontrados
em amostras de leite CMT negativas sao surpreendentes, principalmente,
quando se considera que foram tomados todos os cuidados para reduzirao
minimo & contaminacdo das amostras de leite por ocasiao da coleta. Esse
fate, assegura e ratifica a importancia e necessidade das provas e es-
tudos bacteriologicos de rotina como fator de identificacio previa do
agente responsavel por mastites subclinicas e de orientacio 3 terapia,
segundo afirmaram JAIN {27); WEIGT (4); RODRIGUES et alii (36)eFAGLIARI
et alii (10). .

Das 386 (44,8%) amostras de leite reagentes ao CMT em algum grau,
233 foram coletadas de vacas com estiagio de lactacio de 15 a 240 dias,
sendo que estas amsotras revelaram indices normais de infeccio. 0s in-
dices de isolamento de cepas bacterianas, neste trabalho, sao discor-
dantes dos resultados encontrados por FAGLIARI et alii (9). Esta dis-
cordancia nos resultados pede ser explicada pelas diferencas nos pro-
cedimentos de manejo e higiene dos animais, equipo de ordenha e insta-
lagoes de um tambo a outro.

Houve uma diferenca significativa {P<0,01) entre os escores do
MT, evidenciando-se, mais uma vez, que em animais com mais de?40dias
de lactacdo o CMT nao deve ser usado, pois nesta fase existe um aumen-
to fisiologice do numerc de leuchcitos com descamacio e reorganizacao
da glandula mamaria e, dependende do numerc de leucdcitos e células des-
camativas, a reacao varia de um leve precipitado ate o desenvolvimento
imediato de gel espesso. 0 CMT, portanto nao deve ser empregado em va-
cas com mais de 240 dias de lactacdc como ja foi descrito por GRAY &
SCHALM (21}, HEIDRICH & RENK (24), GIRAUDC & TAMAGNINI (19) e RODRIGUES
et alii (36), que chamaram a atencao ao fato de que presencade celulas
nao necessariamente indicam infeccdo, podendo ser resultado de um au-
mento fisiologico de Teucdcitos no leite. No entanto, o CMT por ser um
teste de campo, tem um valor inestimavel devido @ sua praticidade e
precocidade ja descritas por LANGENEGGER et alii (31) e constatado tam-
bem por RODRIGUES et alii (36); e pela facil aplicacio do teste, torna-
¢ a prova de triagem inicial recomendado a nivel de campo (FAGLIARI et
alii, 9J).

As mas condicdes de manejo e sanidade sio os fatores responsaveis
pelos altos Tndices de vacas reagentes ao CMT e pela prevaléncia de
bacterias patogenicas ao ubere, no leite de vacas nos diferentes esti-
gios de lactacdo.
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Pelo reconhecimento préevio da existéncia de bacterias patogenicas
ao ubere como o0s Staphyfococcus avreus, Stneptococcus sp. € bacilos
gram negativos, isolados das amostras de leite e os esforgos concentra-
dos no sentido de verificar a prevalencia destes microoyganismos nas
glandulas mamarias das vacas em estudo, durante as 21 semanas, verifi-
cou-s& que os achados bacterioiogicos, neste experimento, sao semelhan-
tes aps de outros autores (BATH et alii, 3; JAIN, 27, PHILPOT, 34;
WEIGT, 44; RAINARD & POUTREL, 35; TOLLE, 41), sendo os cocos gram po-
sitivos os mais problematicos para a glandula mamaria quando se con-
sidera a sua predominancia nas mastites. Outros, pesquisadores das mas-
tites subciinicas, tambam encontraram oS Staphgﬁococcﬁa quaews em pri-
meiro lugar e Strepfococcus sp. em sequndo (LANGENEGGER et alii, 31;
HOPKIRK, 25; FERNANDES et alii, 123 HARROP et alii, 23; IBRAHIM & HA-
BIBALLA, 26; FERREIRO, 13; ARDA & ISTANBULLUOGLY, 23 FERREIRO et alii,
17; FAGLIARI et alii, 9 e 10; SILVA et alii, 39). Conforme FERREIRO et
alii (17), tem havido uma concordancia geral nos resultados da maioria
dos estudos dessa natureza no Brasil, encontrando-seo Sthreptococcus sp.
numa posicao secundaria na casulstica da mastite bovina, ratificando o
que se registra atualmante em outras bacias leiteiras de diversos nai-
ses. Entre outras razoes, essa tendéncia encontra respaldo na terapia,
i3 que estas bactBrias sao muito sensiveis a acao terapeutica exercida
peta penicilina, antibiotico de largo emprego na pratica, principal-
mente, no combate a mastite.

Durante este experimento, nao foi constatada a capacidade do S{a-
phylococcus coagulase negativa em produzir sintomas clinicos de masti-
te, embora tenha sido isolado em elevada percentagem {14,5%) do total
de 860 amostras de leite examinadas, sendo 19,2% isolados de 474 amos-
tras de leite CMT negativas. Para FERREIRO et alii {17) a elevada fre-
quéncia do isolamento de Staphyfoceccus epideamidis (16,09%) chamou
atencdo, verificando os autores que s0 recentemente vem sendo reconhe-
cida a atividade mastitogénica do microorganismo. FAGLIARI et alii (10}
e SILVA et alii (39), embora encontrande uma pequena fregliencia de Sta-
phyfococeus coagulase negativa, consideraram 0 referido microorganismo
patogenico ao Ubere, por terem provocadoe ¢asos clinicos de mastite e
tendo-se relacionado com fortes reaches ao CMT. Os resuitados encontra-
dos nesta pesquisa e por outros autores confirmam, tambem aqui, a ne-
cessidade de estudos bacteriologicos alem das observagoes a nivel de
campo, devendo-se pesquisar a atividade mastitogénica e a prevaléncia
de bactérias no leite de forma periodica e preyia,
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