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RESUMO

Este trabalho objetivou pesquisar a relacdo entre os microrganismos patogénicos
isolados e identificados em &gua utilizada na ordenha, com o isolamento e
identificacdo dos mesmos em amostras de leite, de quartos mamarios
apresentando mastite clinica ou subclinica nas mesmas propriedades. Foram
utilizadas 16 propriedades rurais leiteiras, escolhidas aleatoriamente, na regido
de Cerqueira César — SP, que utilizavam ordenha mecénica. A agua utilizada na
ordenha foi classificada em relacdo a presenca de coliformes totais e fecais,
como: dentro dos padrdes ou fora dos padrbes de potabilidade humana. Nos
resultados obtidos, 94% das amostras foram classificadas como fora dos padroes
em relacdo a coliformes totais e fecais. Os microrganismos identificados foram:
Escherichia coli (51%), Enterobacter spp (25%), Enterobacter cloacae (8%)
Edwardsiella tarda (8%) e Klebsiella oxytoca (8%). Em relacdo ao leite, foram
analisadas 373 amostras provenientes de vacas em lactacdo, com mastite clinica
(n=19; 5%) e subclinica (n=354; 95%). Os animais com mastite subclinica
foram identificados pela contagem de células somaticas (CCS), utilizando-se o
aparelho eletronico (Somacount 300, Bentley), onde a média observada foi de
1.631 x 10° células/mL. Os principais microrganismos identificados foram:
Staphylococcus aureus (30%), Corynebacterium bovis (23%) e Staphylococcus
spp (15%). Conforme os dados obtidos, os agentes coliformes encontrados na
agua, utilizada na ordenha, ndo estavam presentes nas analises das amostras de
leite dos quartos mamarios com mastite clinica ou subclinica das respectivas
propriedades, demonstrando ndo haver associacdo entre a qualidade da agua e a

ocorréncia de mastite.

Palavras - chave: Bovinos; Mastite; Agua; Leite.



ABSTRACT

The aim of present study was to research the relation between isolated and
identified pathogenic microorganisms on the water utilized in milking with
isolation and identification of the ones on milk samples of teats showing clinic
or subclinic mastitis. Sixteen milk farms were chose in a randomized way, in
Cerqueira Cesar - SP town, that used mechanical milking. Water of the farms
was classified in relation to presence of totals and fecal coliforms such as: in the
standard or out of the standard of human potability. On the results obtained,
94% of the samples were classified as being out of the standards related to total
and fecal coliforms. The identified microorganisms were Escherichia coli
(51%), Enterobacter spp (25%), Enterobacter cloacae (8%), Edwardsiella
tarda (8%) and Klebsiella oxytoca (8%). Related to the milk samples, 373
samples by cows in sukling were analyzed, presenting clinic mastitis (n=19;
5%) and subclinic mastitis (n=354; 95%). Animals presenting subclinic mastitis
were identified by count of somatic cells (CSC), utilizing electronic equipment
(Somacount 300 — Bentley), where the mean found was 1.631 thousand
cellssfmL. The main identified microorganisms were Staphylococcus aureus
(30%), Corynebacterium bovis (23%) and Staphylococcus spp (15%). As
according to the resulted obtained, coliforms agents found on the water, used in
the milking, weren’t present on the analysis of the milk samples of quarter
presenting clinic or subclinic mastitis on the respective farms, showing that

there wasn’t an association between water quality and mastitis occurrence.

Keywords: bovine; mastitis, water, milk
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1. INTRODUCAO

Mais de um milhdo de produtores no Brasil dedicam-se parcial ou
integralmente a atividade leiteira, gerando mais de quatro milhdes de empregos
diretos, representando 15% da populacdo rural do pais. A atividade leiteira € a
maior geradora de empregos permanentes no campo e a Unica atividade que
exige a presenca do homem todos os dias do ano evitando assim o éxodo rural.
Investir em pesquisas que auxiliem a cadeia leiteira, portanto, ndo visa apenas o
crescimento econdmico, mas tem um importante efeito nos indicadores sociais.
A pecuaria leiteira esta passando por um processo de transformacéo acelerado
pela globalizacdo da economia. A tendéncia atual do mercado é o pagamento
por qualidade do leite que sabemos ser considerado, pelas suas caracteristicas
nutritivas, como alimento importante para 0 homem e de aceitacdo quase
universal. Um novo informativo publicado em janeiro de 2004 no American
Journal of Hypertension sugere que servir trés a quatro por¢des de produtos
lacteos por dia pode levar a uma economia de mais de US$ 200 bilhdes nos
custos com saude nos Estados Unidos para os proximos cinco anos. Esta
publicacdo estd baseada em uma revisdo de mais de cem estudos nos ultimos
vinte anos. Cabe ressaltar que o tratamento de diversas enfermidades, como
hipertenséo, diabetes tipo dois, doencas cardiacas, pedras nos rins, osteoporose,
cancer de colon e de reto, obesidade e complicacbes na gestacdo, custa
aproximadamente U$ 264 bilhdes por ano aos programas de saide daquele pais
(MCCARRON & HEANEY,2004).

A inocuidade dos alimentos € sumamente importante ja que afeta tanto
a economia como a saude publica (CASTILLO, 2004). O dicionario Aurélio
conceitua “qualidade” como “propriedade, atributo ou condig¢bes das coisas,
capaz de distingui-las das outras e de lhes determinar a natureza. Numa escala
de valores, qualidade permite avaliar e, conseqlientemente, aprovar, aceitar ou

recusar qualquer coisa”.
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Diante desta situacdo, a questdes de manejo sanitario do rebanho
leiteiro é o principal fator para obtencdo de um produto final com todos os
requisitos de qualidade. A mastite € sem ddvida um dos mais importantes
problemas sanitarios que afeta a producéo leiteira. Determina perdas devido a
reducdo na producdo de leite, diminuicdo de sua qualidade, gastos com
medicamentos, honorarios profissionais além do descarte em muitos casos do
leite e dos animais. Sua etiologia € bastante diversificada e pode apresentar-se
sob as formas de mastite clinica ou subclinica, esta ultima de maior importancia,
pois pode permanecer quiescente no rebanho sem apresentar alteragdes
macroscopicas no Ubere e no leite. Sabemos que varios fatores contribuem para
a sanidade do rebanho e dentre eles a qualidade da agua é fundamental, pois
mesmo sendo elemento ideal para limpeza e dessedentacdo dos animais podera
contribuir como veiculo de impurezas bem como de microrganismos
patogénicos. Com base nestes aspectos, este trabalho objetivou pesquisar a
relacdo entre os microrganismos patogénicos isolados e identificados em agua
utilizada na ordenha, com o isolamento e identificacdo dos mesmos em amostras
de leite, de quartos mamarios apresentando mastite clinica ou subclinica nas

mesmas propriedades.



2. REVISAO DA LITERATURA
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2. REVISAO DA LITERATURA

Em nosso pais, a agua como veiculo de enfermidades ja era motivo de
preocupacdo nos fins do século XIX, como pode ser visto nessa citacdo de
Oswaldo Cruz que consta em sua tese de doutoramento defendida em 1892: “E
facto inconcusso, de observacdo didria e que estd firmemente enraizado no
espirito de todos que, interessando-se pela saude e vida de seus semelhantes, se
dedicam aos estudos da hygiene que a agua pode ser considerada vector de
molestias que reconhecem como causa primitiva o“micrébio”. Porém, a
despeito de assim o ser vamos no correr d’este trabalho, ora utilisando-nos das
observacoes e experimentacdes de outros, ora das nossas, provar mais uma vez a
veracidade d’este facto, procurando mostrar até que ponto intervem este meio na
producdo das molestias, mostrando quanto € necessario que sobre este assumpto
se dirijam as vistas d’aquelles que velam pela saide publica, porquanto, como é
notorio e sabido a agua é constantemente usada pelo homem tanto como
alimento como para diferentes misteres de sua vida” (CRUZ, 1892). A qualidade
da agua é um fator importante que deve ser considerado no processo de
producdo animal. A &gua de baixa qualidade afeta consideravelmente o
desempenho produtivo dos animais. S&o inUmeras as impurezas que Se
encontram nas aguas naturais, varias delas indcuas, poucas desejaveis e algumas
extremamente perigosas. Entre as impurezas nocivas encontram-se Virus,
bactérias, parasitas, substancias toxicas e até mesmo, elementos radioativos
(RICHTER & AZEVEDO NETTO, 1991).

A é4gua pura € um liquido incolor, inodoro, insipido e transparente.
Entretanto, por ser 6timo solvente, nunca e encontrada em estado de absoluta
pureza, contendo varias impurezas, que vao desde alguns miligramas por litro na

agua da chuva a mais de 30 mil miligramas por litro na agua do mar. Dos 103
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elementos quimicos conhecidos, a maioria € encontrada de uma forma ou de
outra nas aguas naturais (RICHTER & AZEVEDO NETTO, 1991).

A contaminacdo da agua geralmente se d& pela incorporacdo de

residuos, principalmente excretas humanas e animais. A contaminacdo fecal da
agua potavel pode incorporar uma variedade de organismos patogénicos
intestinais, sejam eles bacterianos, virais ou parasitarios (OPAS, 1987).
Mesmo que a agua apresente caracteristicas organolépticas (cor, sabor, odor)
dentro dos padrdes normais, isto ndo garante que ela possa ser considerada
potavel, pois pode estar sofrendo alguma contaminacdo por agentes
microscépicos, por exemplo (OPAS, 1987).

Segundo Souza & Cortés (1992), a agua utilizada para dessedentacéo
de animais pode ser poluida por aguas residuarias e excretas de origens animal e
humana e tornar-se importante veiculo de transmissdo de enfermidades. Em
muitos casos, a agua € tida como uma das principais vias de transmissao de
agentes causadores de doencas para 0s animais domeésticos, principalmente
bovinos, suinos e aves, as quais segundo Souza et al. (1983), representam fatores
importantes a economia e a saude publica, pois podem acarretar prejuizos
econdmicos, as vezes elevados, e muitos dos seus agentes causais podem ser
transmitidos a0 homem.

Devido a necessidade de realizar um controle da qualidade
microbiolégica da agua e a dificuldade que seria o isolamento de cada patogeno
em separado, alguns foram eleitos como indicadores de contaminagdo. Os
indicadores bacteriologicos estdo associados com a demonstracdo de
contaminacgdo da dgua por excretas de animais de sangue quente. Os principais
indicadores utilizados para exame da &gua sdo: coliformes totais, coliformes
fecais, estreptococos fecais, todos indicadores de contaminacdo fecal. Para
avaliar a qualidade sanitaria da dgua potavel, também é pesquisada a presenca

de Pseudomonas aeruginosa (OPAS, 1987).
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Os coliformes sdo bacilos Gram negativos, aerdbios ou anaerdbios
facultativos, ndo formadores de esporos. Estas bactérias normalmente habitam
0s intestinos dos animais e sua presen¢a na agua indica a possibilidade de
contaminacdo fecal e a possivel presenca de microrganismos patogénicos, sendo
classificados em totais e fecais. Os mesmos séo representados pelos géneros
Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella. As bactérias que sdo exclusivamente de
origem fecal s&o as da espécie Escherichia coli (CHRISTOVAO, 1977).

Os microrganismos encontrados na dgua podem ser originados do solo,
fezes ou matéria organica e segundo Amaral et al. (1995), em muitas
propriedades rurais ocorre a disposicdo inadequada de residuos organicos
oriundo das atividades humana e animal, fato que propicia a contaminacdo da
agua, além das caracteristicas de ubiquidade de determinados microrganismos,
que também contribuem para a contaminacéo das fontes de agua.

No que se refere aos padrdes microbioldgicos de potabilidade da agua
de consumo animal, a resolugdo N° 26 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
estabelece os limites de 20.000 coliformes totais 100/mL e 4.000 coliformes
fecais/100mL (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 1986;
SOUZA & MEIRA, 1982).

Analisando 28 amostras de agua de bebida utilizada para
dessedentacdo dos animais do municipio de Botucatu - SP, em apenas uma
amostra verificaram indice colimétrico alterado — acima de 4.000 coliformes
fecais/100 mL de agua. Souza et al. (1983), em outro trabalho, verificaram que
de 61 amostras de agua analisadas em Botucatu, SP, Pardinho, SP e Itatinga —
SP, 6 apresentaram indice acima de 4.000 coliformes fecais/100 mL de agua. A
contaminacdo de aguas subterraneas por bactérias indicadoras de poluicédo fecal
tem sido verificada em diversos paises o que evidencia a qualidade inadequada
dessas aguas, independente da localizacdo das fontes. Amaral et al. (1994),

analisando amostras de agua de pocos rasos, localizados na zona urbana do
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municipio de Jaboticabal/SP, encontraram 92,1% das amostras fora dos padrbes
microbiolégicos de potabilidade para consumo humano.

Analises de aguas de diferentes fontes, realizadas em Araraquara - SP,
por Falcdo et al. (1993) revelaram que as Unicas aguas nao contaminadas por
coliformes fecais foram aguas tratadas e as de pogos artesianos. Coliformes
fecais foram encontrados em 100,0% das amostras de rios, em aproximadamente
93,0% de amostras de reservatérios, em 50,0% das amostras de nascentes
naturais e 44,5% das amostras de pocos ndo artesianos. Todas as amostras
contendo coliformes fecais também demonstravam contaminacdo por
Escherichia coli. Tendo em vista o fato da Escherichia coli constituir-se na
bactéria aer6bia mais comum do trato intestinal dos homens e animais, este
microrganismo tem sido tradicionalmente utilizado como indicador de
contaminacdo fecal na agua e nos alimentos (ELEY, 1992). Neste sentido, tem
sido constante a preocupagdo com a tentativa de isolamento destes
microrganismos tanto no leite como em seus derivados, pois a contaminacéo
destes alimentos pode estar relacionada com a ocorréncia de surtos de
gastroenterites em humanos (WIGHT et al., 1997).

Como toda enfermidade a mastite bovina € multifatorial, resultante da
integracdo entre agente etiolégico, meio ambiente e hospedeiro susceptivel
(ANDERSON, 1979). A mastite caracteriza-se por alteracdes fisicas, quimicas e
bacteriologicas no leite e patoldgicas do tecido da glandular mamario
(LANGONI et al., 1998). Muito prevalente na vaca leiteira, especialmente
quando os animais sofrem estresse, como no periodo periparto (KEHRLI, 2002).
A mastite apresenta distribuicdo mundial tendo um impacto consideravel sobre o
rendimento econdmico das exploragOes leiteiras, podendo ser considerada como
a mais importante de todas as enfermidades que afetam o gado leiteiro,
caracterizada pela complexidade etiologica. Dentre 0s microorganismos
envolvidos destacam-se os de origem bacteriana (LANGONI, 1995), e em
menor freqiéncia fungos (LANGONI & ROSA, 1995) e algas (COSTA et al.,
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1992; LANGONI et al.,, 1992). Nos ultimos anos estes agentes foram
condicionalmente classificados em contagiosos e ambientais, de acordo com seu
habitat e forma de transmissao.

A secrecdo da glandula mamaria de um animal saudavel é estéril,
portanto a detec¢do de um patdgeno em uma amostra assepticamente colhida e
indicativo de infeccdo (BRAMLEY, 1992).

As bactérias Gram-negativas da familia Enterobacteriaceae embora
com prevaléncia menor, podem estar envolvidas na etiologia das mastites e em
algumas situacdes, originando surtos como ocorrem com as mastites ambientais,
as quais sdo causadas por coliformes, influenciando na qualidade do leite. O
leite para saude publica tem grande importancia principalmente pela veiculacéo
de microrganismos patogénicos e suas toxinas (SILVA, 1999).

Os agentes ambientais s&o oportunistas e estdo presentes no ambiente
que o animal vive, inclusive na agua e a infeccdo pode ocorrer tanto no periodo
entre ordenhas ou durante a ordenha (BRAMLEY & DODD, 1984;
MCDONALD, 1984; SMITH et al., 1985; SANDHOLM et al., 1990; CULLOR,
1993; COSTA, 1998).

Neste grupo, encontram-se os coliformes, sendo que 0S mais
patogénicos sdo as Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, e Klebsiella
pneumoniae. A prevaléncia deste tipo de mastite teve consideravel aumento nos
ultimos anos, sendo uma preocupacdo para a indastria de laticinios e
pesquisadores. Estes microrganismos, segundo Hogan et al. (1989), sdo as
principais causas de mastites clinicas em rebanhos bem manejados que
apresentam baixas contagens de células somaticas.

A agua utilizada no ambiente de ordenha para limpeza, tanto dos tetos
dos animais como dos equipamentos de ordenha (coletores, ordenhadeiras
mecanicas, baldes, etc) pode atuar como via de transmissdo destes
microrganismos para a glandula mamaria, bem como comprometer a qualidade

do leite, uma vez que a agua, com alta contagem de bactérias, utilizada na



27

limpeza dos equipamentos, possibilita a veiculacdo da populacdo bacteriana
diretamente para o leite quando este entra em contato com as superficies
contaminadas. As chuvas favorecem a contaminagdo ambiental, expondo o teto
a um maior numero de bactérias (BRAMLEY & NEAVE, 1975) e muitas vezes
gera a contaminacédo da prépria agua utilizada na producdo de leite que pode ser
veiculo potencial de agentes mastitogénicos (AMARAL et al., 1995). Pelo fato
da agua poder atuar como via de transmissao de microrganismos patogénicos
para glandula mamaria, nos ultimos anos, tem sido estudada esta possibilidade
por varios autores. Robinson (1987), referiu que a agua utilizada para lavar 0s
tetos dos animais, quando muito contaminada por Pseudomonas sp. e
coliformes, pode ser responsabilizada por surtos de mastite por estes
microrganismos. Embora ndo exista padrdo especifico para a agua empregada
com a finalidade de higienizacdo dos animais e equipamentos de ordenha. O
mesmo autor, concluiu em seu estudo ser necessario que este produto apresente
caracteristicas bacterioldgicas semelhantes as da agua com potabilidade humana,
ou seja, menos de 2 coliformes totais /100 mL de &gua.

Os microrganismos em contato com o leite, rico em nutrientes, podem
multiplicar-se de maneira significativa, depreciando a qualidade do produto. Nos
Estados Unidos, segundo normas de producdo de leite pasteurizado, a agua
utilizada na producdo de leite também possui caracteristicas de potabilidade
humana (WILLERS et al., 1999).

Hutabarat et al. (1986), que em estudo realizado na Indonésia,
verificaram associacdo entre o uso de agua de boa qualidade microbiologica na
producdo de leite e a baixa porcentagem de mastite nos rebanhos estudados
(22,4%) em comparacao com propriedades com agua de ma qualidade (38,0%).

Lunder & Breenne (1996) em estudo realizado sobre a qualidade de
leite cru produzido na Noruega, afirmam que a contagem bacteriana da agua
utilizada na higiene da producdo de leite tem grande influéncia na contagem

bacteriana do mesmo. Assim, deve-se dar importancia para a qualidade da agua
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a ser utilizada na higienizacdo de equipamentos e do Ubere dos animais, durante
0 processo de producdo de leite, uma vez que ela pode constituir-se numa fonte
de microrganismos, que em contato com o leite, rico em nutrientes, pode ter seu
numero aumentado de maneira significativa depreciando a qualidade do produto.

Las Heras et al. (1999), descreveram surto de mastite aguda em 33
ovelhas na Espanha, por Pseudomonas aeruginosa, cuja provavel origem da
contaminacdo foi o equipamento de ordenha, que era higienizado com agua
contaminada. Uberes Gmidos contribuem para que a agua contaminada por
bactérias escoe em direcdo da extremidade distal do teto e desca ao coletor de
leite, prejudicando a qualidade do leite e aumentando a possibilidade de infeccéo
intramamaria (SMITH et al., 1985).

Bottino & Hipdlito (1973), analisando 500 amostras de Escherichia
coli, isoladas do leite de animais mastiticos na regido do Vale do Paraiba (SP),
encontraram uma freqiéncia de amostras de Escherichia coli consideradas
enteropatogénicas para gastroenterites infantil da ordem de 24,2% com
predominancia do tipo sorologico 0119:B14. Desta informacdo se confirma
novamente o papel relevante do leite como veiculo de microrganismos
potencialmente patogénicos para 0 homem.

Ribeiro (2001), verificou diferentes fatores de viruléncia com
relevancia em saude puablica identificados nos animais com mastite por
Escherichia coli, destacando-se a producdo de fator necrosante citotoxico e
resisténcia multipla aos antimicrobianos, bem como a deteccdo de cepas
reagentes para sorogrupos EPEC e EIEC, reconhecidamente patogénicos para o
homem.

Alguns tipos capsulares de Klebsiella sp. estdo relacionados com a
etiologia das mastites bovinas. Braman et al. (1973), reconheceram 33 tipos em
61 cepas de Klebsiella pneumoneae isoladas de leite proveniente de 12 rebanhos
estudados, sendo que 50 (81,9%) delas foram obtidas de casos de mastite clinica

e 11 (18,1%), provenientes de amostras de leite de tetas normais. Eles puderam
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observar em um unico rebanho 13 tipos capsulares diferentes. Biancard &
Guglieimetti (1982), relataram a ocorréncia de mastite bovina aguda do tipo
parenquimatosa por este agente. Os resultados de Sarma & Boro, (1980),
revelaram o isolamento de Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em
20,0% e 10,0%, respectivamente das amostras de leite provenientes de casos de
mastite clinica. Bishop et al. (1980), também assinalaram o encontro de 30,0%
de Escherichia coli, entre outros patdgenos isolados.

A 4gua também pode ser responsavel pela veiculacdo do
Staphylococcus aureus que € provavelmente o agente mais isolado em casos de
mastite (FERREIRO, 1978). A infeccdo da glandula mamaria por
Staphylococcus coagulase negativa é de alta incidéncia e longa duragéo, e pode
afetar a composicdo e a producdo do leite. Esses fatores justificam a atencéo
dada a esses microrganismos como agentes etiolégicos da mastite bovina
(TIMMIS & SCHULTZ, 1987).

Existe um aumento do risco de ocorrer mastite por Staphylococcus
aureus guando utiliza-se agua néo tratada no processo de obtencdo do leite ou
quando a agua de lavagem do ubere esta contaminada por coliformes
(SCHUKKEN et al., 1991). Alguns microrganismos do género Staphylococcus
constituem risco para a populagdo consumidora de leite e seus subprodutos
provenientes de animal com mastite. Algumas cepas podem produzir toxinas
termoestaveis e provocar intoxicacdo alimentar, principalmente, em criancas e
idosos (MELCHIADES et al., 1993).

Também a agua utilizada na lavagem de equipamentos pode ser
importante fonte de contaminagdo do leite por Staphylococcus aureus
(ADESIYUN et al., 1997). A importancia da agua na transmissdo da mastite é
enfatizada pelo fato de o Staphylococcus aureus e os Staphylococcus coagulase-
negativa nela sobreviverem por 30 dias e a Escherichia coli, também importante
agente etiologico da mastite, por 300 dias (FILIP et al., 1988). Ha relatos de

isolamento de Staphylococcus aureus em 20 (6,0%) das 320 amostras de agua
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utilizada na obtencdo de leite, sendo 40,0% delas enterotoxigénicas
(LECHEVALLIER & SEIDLER, 1980).

O Staphylococcus aureus e os Staphylococcus coagulase-negativa
foram isolados em porcentagens relativamente baixas das amostras de agua
utilizada nas propriedades leiteiras. Entretanto, a agua utilizada no processo de
obtencdo do leite pode ser fonte potencial de cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a antimicrobianos comumente utilizados no tratamento da mastite
bovina. Isso evidencia a necessidade de controlar a qualidade da &gua para
auxiliar no controle da mastite e diminuir os riscos de intoxicacdes alimentares
(AMARAL et al., 2003).

Nader Filho et al. (1984), pesquisando a flora aerdbica na mastite
subclinica em rebanhos leiteiros, no municipio de Jaboticabal (SP), embora
tenham observado maior freqiiéncia dos estafilococos e dos estreptococos,
obtiveram o isolamento de Escherichia coli em 10,0% inclusive associada com
Streptococcus sp. em 2,0% das amostras.

Langoni et al. (1985), apontaram a Klebsiella pneumoniae, como
responsavel por surto de mastite bovina, no qual, de 86 vacas em lactagdo, 150
amostras de leite foram positivas ao teste de Whiteside, isolando-se
exclusivamente o agente de 90 amostras (60,0%) dos 42 (48,8%) animais
positivos. Em 17 cultivos de leite negativos a prova de Whiteside, tambem se
isolou 0 mesmo microrganismo em estado puro.

Nicholls & Barton (1981), isolaram Serratia liquefaciens de caso de
mastite clinica. Outra espécie, a Serratia marcescens € citada como agente de
mastite subclinica e clinica (WILSON et al., 1990; BALDASSI et al., 1986).
Langoni et al. (1998), assinalam o envolvimento das duas espécies em casos de
mastites subclinica e clinica.

Binde & Hermansen (1982), isolaram Hafnia alvei de vaca com
mastite crénica em cultura pura. Da mesma forma Langoni (1995), obteve o seu

isolamento de casos de mastites subclinicas e clinicas. A bactéria Aeromonas
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hydrophila é relatada como agente em surto de mastite, onde de 1232 vacas, 82
(6,6%) estavam infectadas, com o seu isolamento em 55 (75,3%) dos 73 tetos
acometidos (BERGMAN et al., 1981).

Matsunaga et al. (1992) enfatizaram o papel das bactérias Gram-
negativas isoladas de amostras de leite mastiticos procedentes de 66
propriedades no Japdo. As espécies predominantes foram Escherichia coli
11,1%, Klebsiella pneumoniae 9,7%, Enterobacter aglomerans 5,5%,
Acinetobacter Iwoffii 9,7%, Pseudomonas putida 6,9%, Pseudomonas
fluorescens 4,2%, Alcaligenes faecalis 4,2% e Moraxela urethralis 4,2%.

Pesquisadores concordam que o controle da mastite depende mais da
prevencdo do gque de tratamentos, e o desenvolvimento de novas estratégias para
prevenir a enfermidade € imprescindivel para a producdo leiteira do futuro.
(PEORALA, 2002; SORDILLO & SCOTT, 1995).

Algumas praticas mais freqlilentemente recomendadas em programa de
controle de mastite sdo: verificar a qualidade da agua utilizada na propriedade,
higienizacdo dos tetos atraves da lavagem e secagem antes das ordenhas,
manutencao regular do equipamento de ordenha, uso de anti-sépticos apds a
ordenha, ordenhar por Gltimo os animais infectados, tratamento apropriado dos
casos clinicos, tratamento com antibiotico de todas as vacas na secagem e
descarte de vacas com mastites cronicas recidivantes (NATZKE, 1981,
PHILPOT, 1984; GILL et al., 1990; DEGRAVES & FETROW, 1993; MORIN,
1993; KIRK et al., 1994; COSTA, 1998).
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3. OBJETIVOS

Considerando:

Os prejuizos causados com a mastite bovina e a importancia da agua
como transmissora de agentes patogénicos causadores de mastite;

A importéncia da mastite por agentes ambientais no contexto da saude
publica;

O pouco conhecimento dos produtores de leite sobre a qualidade da

agua utilizada nas propriedades no consumo familiar e na producdo de leite;

Realizou-se o presente estudo objetivando:

o Verificar a qualidade microbiolégica da é&gua utilizada em 16
propriedades leiteiras tecnificadas da regido de Cerqueira César — SP, pelo

isolamento e identificacdo dos agentes patogénicos.

u Isolar e identificar agentes patogénicos de amostras de leite proveniente
de quartos mamarios apresentando mastite clinica ou subclinica nas

mesmas propriedades.

. Associar os resultados obtidos para definir a possivel influéncia da
qualidade da agua com a ocorréncia de mastites clinicas ou subclinicas,

principalmente relacionadas a enterobactérias nas propriedades.



4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Plano de Amostragem
Foram analisadas 16 propriedades rurais leiteiras, tecnificadas

escolhidas aleatoriamente, na regido de Cerqueira César — SP que utilizavam

ordenha mecanica, no periodo de novembro de 2002 a fevereiro de 2003.

Rodovia /k=\Marechal Rondon .~ Sa0 Pauly wep

Figura 01. Mapa de localizacéo da regido de Cerqueira Cesar / SP, onde foram
realizadas as coletas (2002/2003).



36

4.2 Anélise da Agua

Foram colhidas duas amostras de agua de cada uma das 16
propriedades rurais, sendo que uma amostra foi colhida diretamente da torneira
que disponibiliza esta 4gua para uso na sala de ordenha e outra na fonte de onde
esta agua se originava e era captada pela propriedade, totalizando assim 32
amostras. Os resultados das analises da agua classificaram as propriedades em
relacdo a presenca de coliformes totais e fecais como: dentro dos padrbes ou
fora dos padrdes de potabilidade humana (menos de 2 coliformes totais /100 mL
de agua).

Para a colheita das amostras foram utilizados frascos de vidro estéreis,
boca larga, capacidade de 250 mL e volume de 100 mL, contendo em seu
interior 0,2 mL de uma solucdo de 10% de Tiossulfato de Sédio mais 0,6 mL de
uma solucdo de 15% de EDTA. Antes de proceder a colheita das amostras de
agua, as torneiras, no caso da sala de ordenha, foram abertas deixando-se escoar
livremente a &gua durante cerca de cinco minutos. Apds, as torneiras foram
fechadas e flambadas. Em seguida, foram abertas e colhidas as amostras em
frascos estereis, ja citados.

A colheita efetuada nas fontes de captacdo da agua estd conforme os
padroes da APHA (1992), onde as amostras devidamente identificadas foram
transportadas em caixas de isopor e mantidas sob refrigeracdo até a chegada ao
laboratorio, sendo processadas imediatamente. O tempo decorrido entre a

colheita e o inicio dos exames ndo excedeu em seis (6) horas.
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Figura 02. Caixa receptora da agua de mina com mais de 50 anos.

A técnica utilizada para as analises da agua foi a de tubos maultiplos
(APHA, 1992).

Para determinacdo de bactérias coliformes da &gua bruta foram
inoculados 10 mL, respectivamente, em cinco tubos contendo caldo lactosado
(DIFCO ou similar), concentracdo dupla e com tubos de Duhram em seu
interior. Da mesma &gua bruta foram inoculados 1 mL, respectivamente, em
cinco tubos contendo caldo lactosado (DIFCO ou similar) concentracéo simples
e com tubos de Duhram em seu interior. Apds, foram realizadas diluicdes (10™ e
10%) e mais se houvesse necessidade, sendo o diluente, agua fosfatada, pH 7,2
esterilizada e foram inoculados com 1 mL cada, respectivamente, cinco tubos
contendo caldo lactosado (DIFCO ou similar) concentracdo simples com tubos

de Duhram em seu interior.
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Para a determinacgédo dos coliformes totais (prova presuntiva), os tubos
foram incubados em estufa bacterioldgica a 35°C + 0,5°C. Foram realizadas
leituras ap6s 24 horas e 48 horas + 2 horas e a partir dos tubos com producéo de
gas nos tubos de Duhram procedeu-se a prova de confirmacdo para coliformes
totais, realizando-se semeaduras em caldo bile verde brilhante (DIFCO ou
similar), utilizando-se alca de niquel cromo com 3 mm de didmetro. Os tubos
foram incubados em estufa bacteriologica a 35°C + 0,5°C por 24 e 48 horas + 3
horas. Foram considerados positivos 0s tubos que apresentaram producdo de gas
nos tubos de Duhram apds incubacdo. Das porcdes positivas e utilizando-se a
tabela dos NUmeros Mais Provaveis de Hoskins (APHA, 1992), determinou-se o
NMP / 100 mL de bactérias coliformes totais da amostra e comparado com 0s
padrbes oficiais vigentes (CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE,
1986).

Figura 03. Os tubos de caldo bile verde brilhante semeados sendo incubados em

estufa bacterioldgica a 35°C + 0,5°C por 24 e 48 horas + 3 horas.
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Para a determinacdo de bactérias coliformes fecais, a partir dos tubos
positivos na prova presuntiva, realizou-se semeaduras em caldo EC (DIFCO ou
similar), utilizando-se al¢a de niquel cromo, com 3mm de didmetro. Os tubos
positivos foram incubados em banho maria a 44,5°C + 0,2°C durante 24 horas +
2 horas. Foram considerados positivos, para coliformes fecais, os tubos que
revelaram producéo de gas nos tubos de Duhram, apds a incubacéo. Das porgdes
positivas e utilizando-se a tabela dos Numeros Mais Provaveis de Hoskins
(APHA, 1992), determinou-se 0 NMP / 100 mL de bactérias coliformes fecais
da amostra e comparado com os padrdes oficiais vigentes (CONSELHO
NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 1986).

Figura 04. Tubos EC sendo incubados em banho maria a 44,5°C + 0,2°C durante

24 horas + 2 horas.
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Para o isolamento dos agentes dos tubos positivos foram semeados 0,1
mL de cada amostra positiva em placas de meio de agar base, adicionado 10%
de sangue ovino e em agar MacConkey. As placas foram incubadas a 37°C com
observacdo do desenvolvimento microbiano as 24, 48, e 72 horas. Os
microrganismos foram identificados segundo as caracteristicas morfotintoriais
(coloragdo de Gram), bioguimicas e de cultivo (CARTER & COLE JUNIOR,
1990).

Figura 05. Resultado de semeadura com 0,1 mL dos tubos EC positivos de cada
amostra em placas de meio de agar base, adicionado 10% de sangue

ovino e em 4gar MacConkey.
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4.3 Animais

Em relagdo ao leite, foram analisadas amostras de 423 vacas em
lactacdo, primiparas e multiparas, em diferentes fases de lactacdo, mesticas das
racas Holandés preto e branco, Gir, Girolando, Pardo Suico e Jersey, com
quartos positivos para mastite clinica ou subclinica, desconsiderando os quartos
em tratamento e afuncionais. Os animais que se encontravam em periodo

colostral e em fase de secagem ndo foram incluidos no grupo de estudo.

4.4 Diagnostico de mastite

Os animais foram submetidos, antes da ordenha, pela manha ou a
tarde, ao exame de Tamis (“caneca de fundo negro™), apos a lavagem dos tetos
com agua, anti-sepsia com iodoforo comercial e secagem dos mesmos com
papel toalha descartavel, para a deteccdo de mastite clinica (BLOOD &
RADOSTITS, 1991).

Figura 06. Exame de Tamis (“caneca de fundo negro”).
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Os casos de mastite subclinica foram identificados pelo California
Mastitis Test — CMT, segundo SCHALM & NOORLANDER (1957) e pela
contagem de células somaéticas (CCS), em aparelho eletrénico (Somacount 300 —

Bentley).

Figura 07. California Mastitis Test — CMT.

4.5 Anélise Microbioldgica do Leite

As amostras colhidas foram enviadas e processadas no Laboratorio de
Servico de Diagnostico Bacteriologico e Micologico da Disciplina de
Enfermidades Infecciosas dos Animais e no Laboratorio do Servico de
Epidemiologia e Saneamento, pertencentes ao Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
— UNESP - Botucatu, SP.
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Antes da colheita das amostras de leite, foram realizadas as assepsias
dos ostios dos tetos com alcool a 70%. O leite foi colhido em frascos estéreis
devidamente identificados e em volume de 10mL. As amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo reciclavel e imediatamente
encaminhadas ao laboratdrio. Foram realizadas semeaduras com 0.1 mL de cada
amostra em placas de meio de agar base, adicionado 10% de sangue ovino e em
agar MacConkey. As placas foram incubadas a 37°C com observacdo do
desenvolvimento microbiano as 24, 48, e 72 horas. Os microrganismos foram
identificados segundo as caracteristicas de cultivo morfotintoriais (coloracédo de
Gram) e bioquimicas (CARTER & COLE JUNIOR, 1990).

Figura 08. Placas sendo incubadas a 37°C com observagdo do desenvolvimento

microbiano as 24, 48, e 72 horas.
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4.6 Contagem de Células Soméaticas

Para determinacdo da CCS, foram colhidas amostras compostas dos
quatro tetos para animais negativos no CMT, e individual dos tetos positivos no
CMT, em volume aproximado de 50 mL, utilizando frascos de pléastico
apropriados contendo como conservante Bronopol. Apds a colheita, as amostras
foram homogeneizadas e encaminhadas ao laboratorio do Nucleo de Pesquisa
em Mastites - NUPEMAS, do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude
Plblica, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP - Campus
de Botucatu, para serem analisadas em um prazo de até sete dias. A Contagem
de Células Somaticas de amostras de quartos sadios € normalmente menor que
300.000 células/mL. Niveis acima deste valor indicam condi¢cdo anormal do

quarto estudado.

Figura 09. Somacount 300 — Bentley do Nucleo de Pesquisa em Mastites -
NUPEMAS, FMVZ — UNESP - Campus de Botucatu.
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4.7 Metodologia Estatistica

Baseado na qualidade da agua, as propriedades foram classificadas
como dentro e fora dos padrdes de potabilidade humana para coliformes totais e
fecais. Em cada propriedade foram amostrados animais com mastite clinica ou
subclinica. Para cada agente patogénico isolado e identificado na dgua foram
observadas as propor¢fes de animais positivos em cada uma das propriedades
anteriormente classificadas com 0s mesmos agentes. A comparagao entre tais
proporc¢des observadas, que indicaram possivel associa¢do principalmente com
coliformes fecais, foi realizada pela aplicacdo do teste do Qui - quadrado ao
nivel de 5% de significAncia (ZAR, 1996).
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5. RESULTADOS
5.1 Agua
Na Figura 10, observa-se a distribuicdo das fontes de &gua utilizadas

na ordenha, procedentes das 16 propriedades sendo advindas de minas (57%),
pocos (31%), rios (6%) e tratadas (6%).

60 0%

= MINA
B POCO
57% RIO
TRATADA

31%

Figura 10. Origem das amostras das fontes de agua.

Apds a andlise das fontes de agua, verifica-se na Figura 11 que 56%
das amostras estavam fora dos padrbes de potabilidade humana e que 44% se
apresentaram dentro dos padrbes. A bactéria Escherichia coli foi isolada em

todas as amostras consideradas fora dos padrées de potabilidade.
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56%

Figura 11. Caracteristicas de potabilidade humana das fontes de agua.
Na Figura 12, verifica-se que 94% da agua utilizada na ordenha

estavam fora dos padrbes de potabilidade humana, e apenas 6% foram

consideradas potaveis.

6%

m POTAVEL
B NAO POTAVEL

94%

Figura 12. Caracteristicas de potabilidade humana da &4gua utilizada na ordenha.
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Pode-se verificar na Figura 13 os principais microrganismos isolados
nas amostras de agua: Escherichia coli (51%), Enterobacter cloacae (8%),
Enterobacter spp (25%), Edwardsiella tarda (8%) e Klebsiella oxytoca (8%),
demonstrando a importancia da Escherichia coli na contaminagdo das &guas

utilizadas na ordenha e para consumo humano.

m Escherichia coli

8%

B Enterobacter cloacae

Enterobacter spp
51%

25%
Edwardsiella tarda

8% i
m Klebsiella oxytoca

Figura 13. Agentes bacterianos isolados nas amostras positivas de agua utilizada

na ordenha.

5.2 Leite

Verifica-se na Figura 14 que dos 1692 tetos avaliados, foram CMT
negativo 1269 tetos (75%), CMT positivo 373 tetos (22%), afuncionais 33 tetos
(2%) e em tratamento 17 tetos (1%).
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Figura 14. Situacdo geral dos 1692 tetos estudados.

Na Figura 15, observa-se a porcentagem de mastites clinicas (5%) e

subclinicas (95%), das 373 amostras de leite positivas no CMT.

5%

M CLINICA

m SUBCLINICA

95%

Figura 15. Distribuicdo da porcentagem de mastite clinica e subclinica.
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Na Figura 16 observa-se que das amostras de leite CMT positivas,
9% das andlises foram negativas e 91% foram positivas nas analises

microbiologicas para confirmacéo da mastite clinica ou subclinica.

9%

W POSITIVAS
B NEGATIVAS

91%

Figura 16. Resultado das analises microbiologicas de amostras de leite de tetos

positivos para mastite clinica ou subclinica (CMT).

Na Figura 17, observa-se os principais agentes patogénicos, isolados
nas amostras de leite de tetos positivos para mastite clinica ou subclinica, sendo;
Staphylococcus aureus (30%), Corynebacterium bovis (23%), Staphylococcus.
spp (15%), Staphylococcus hycus (6%), Streptococcus spp (6%), Streptococcus

uberis (5%) e Streptococcus dysgalactiae (2%).
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M Corynebacterium bovis

M Staphylococcus aureus

13%

5% Staphylococcus hycus
2%
Streptococcus spp

15% | Staphylococcus spp

6% - 300, W Streptococcus dysgalactiae
W Streptococcus uberis

Outros

Figura 17. Principais agentes patogénicos isolados em amostras de leite de tetos

positivos para mastite clinica ou subclinica.

A Contagem de Celulas Somaticas (Figura 18), demonstrou que tanto
0S agentes ambientais como 0S agentes contagiosos resultaram em contagens
extremamente altas comprometendo a qualidade do leite nas propriedades
estudadas. Sabe-se que a contagem normal de células somaéticas de um quarto

sadio é de até 300 x 10° células/mL.
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1.220.000 m Corynebacterium bovis
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Streptococcus spp
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794.000

1.556.000 W Staphyococcus spp

W Streptococcus uberis

Figura 18. Média de células somaticas por mL de leite dos principais agentes

isolados.
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Tabela 1. Microorganismos isolados nas amostras de leite com mastite clinica ou
subclinica, das 16 propriedades estudadas, e o resultado das

respectivas médias na Contagem de Células Somaticas (10° cel/mL).

Agentes Isolados N° de N° de Média CCS
isolamentos  Propriedades 10° cel / mL

Alcalygenes faecalis 14 2 2.741
Arcanobacterium pyogines 1 1 7.000
Citrobacter diversus 4 2 2.320
Corynebacterium bovis 93 15 1.220
Enterobacter aerogenes 6 2 3.596
Escherichia coli 4 1 777

Klebsiella oxytoca 2 1 1.669
Klebsiella pneumoniae 2 2 3.918
Micrococcus 9 8 747

Nocardia spp 3 3 7.115
Pasteurela multocida 3 2 7.569
Serratia spp 1 1 661

Staphylococcus aureus 127 14 1.432
Staphylococcus spp 64 14 1.082
Staphylococcus epidermidis 2 2 2.308
Staphylococcus hycus 23 5 794

Staphylococcus intermedius 1 1 1.078
Streptococcus agalactiae 3 1 3.989
Streptococcus dysgalactiae 8 3 1.992
Streptococcus spp 23 6 1.556
Streptococcus uberis 21 4 2.247

Total 414 - 1.631
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho, realizou-se um estudo sobre a associacdo de agentes
patogénicos encontrados na agua utilizada na ordenha, na limpeza dos tetos e
ordenhadeira, com agentes patogénicos isolados em amostras de leite de tetos
apresentando mastite clinica ou subclinicas, de vacas em lactacdo em 16
propriedades da regido de Cerqueira César - SP, no periodo de novembro de
2002 a fevereiro de 2003 (Figura 1).

Cruz (1892), ja citava a importancia da qualidade da agua para a salde
publica e a importancia de estudos nesta area para a prevencdo de enfermidades
relacionadas com possiveis microrganismos patogénicos isolados.

Observou-se nos resultados relacionados a origem da agua que das 16
fontes utilizadas, 57% advinham de minas, 31% de pocos, 6% tratadas e 6% de
rio (Figura 10). Verifica-se na Figura 11, que na fonte, 56% estavam fora dos
padrbes de potabilidade humana e 44% estavam dentro dos padrbes. O
microrganismo isolado nas 56% das analises fora dos padrdes de potabilidade
foi Escherichia coli. Este resultado confirma a importancia da manutencao das
fontes para a prevencao de contaminacgdes principalmente por coliformes fecais.

Segundo a OPAS (1987), a contaminacdo das fontes se da pela
incorporacdo de residuos, principalmente de excretas humanas e de animais.
Amaral et al. (1995), verificaram que em muitas propriedades rurais ocorre a
disposicdo inadequada de residuos organicos das atividades humana e animal,
confirmando a contaminacdo das fontes como a situacdo encontrada neste
estudo.

A semelhanca das anélises realizadas por Falcdo et al. (1993), em
diferentes fontes em Araraquara — SP, no presente trabalho ndo se observou
contaminacéo por coliformes fecais em aguas de pocos e tratadas (SABESP), em
contrapartida nas analises de agua de rio e minas, obteve-se 0 mesmo resultado

de contaminacéo por Escherichia coli.
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Amaral et al. (1994) analisando amostras de dgua de poc¢os rasos da
regido de Jaboticabal - Sdo Paulo, encontraram 92,1% fora dos padrdes de
potabilidade humana, resultado preocupante que difere do encontrado no
presente estudo.

Avaliou-se no presente estudo, a possibilidade das aguas de fontes
potaveis estarem fora dos padrdes de potabilidade na torneira utilizada na
ordenha, pela contaminacdo por agentes patogénicos no percurso ou pela falta de
manutencao de caixas d’agua.

Observa-se na Figura 12 que, 94% estavam fora dos padrdes de
potabilidade humana e apenas 6% estavam dentro dos padrbes de potabilidade
humana, concluindo-se que os produtores ndo cuidavam da manutencdo de suas
caixas d’agua tornando-as importante veiculo de transmissdo de enfermidades,
tanto para os animais estudados como para seus familiares. Das 16 propriedades
avaliadas, apenas uma estava dentro dos padrées de potabilidade humana.

Souza & Cortez (1992), ja indicavam a agua como principal via de
transmisséo de doencas, acarretando prejuizos econdmicos e problemas na salde
publica.

Pode-se verificar na Figura 13, os principais microrganismos isolados
nas amostras de agua: Escherichia coli (51%), Enterobacter spp (25%),
Enterobacter cloacae (8%), Edwardsiella tarda (8%) e Klebsiella oxytoca (8%),
demonstrando a importancia da Escherichia coli na contaminagdo das aguas
utilizadas na ordenha e para consumo humano. Alguns destes agentes foram
citados por Christovdo (1997) como representantes importantes de coliformes
totais e fecais. Eley (1992), cita que a presenca principalmente da Escherichia
coli indica contaminacdo fecal destas aguas. Wight et al. (1997), relacionam a
presenca de Escherichia coli, com ocorréncias de surtos de gastroenterites em

humanos, situacéo ndo constatada no presente estudo.
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O leite é um dos alimentos de maior importancia para a sociedade
humana e a producdo de leite tem desempenhado um papel fundamental na
geracao de renda das empresas de agricultura familiar.

O que hoje preocupa o setor lacteo é a qualidade do leite. O leite de
boa qualidade e aquele que é saboroso, seguro, integro e nutritivo. A partir de
julho de 2005 estara entrando em vigor a normativa 51 visando a adocdo de
criterios minimos de qualidade principalmente na producéo pela necessidade de
implementar medidas para melhorar a qualidade do leite no pais.

De acordo com varios autores (LANGONI, 1995, COSTA et al., 1992;
LANGONI et al., 1992, BRAMLEY, 1992, SILVA, 1999), pode-se afirmar que
a mastite € responsavel pelo comprometimento da qualidade do leite, inclusive
por grandes aumentos na Contagem de Células Somaticas.

Existem muitos trabalhos relacionados com a etiologia da mastite. A
mastite ambiental é a principal responsavel pela ocorréncia de quadros clinicos,
geralmente causados por coliformes (BRAMLEY & DODD, 1984;
MCDONALD, 1984; SMITH et al., 1985; SANDHOLM et al., 1990; CULLOR,
1993; COSTA, 1998).

Pelo fato da &gua poder atuar como via de transmissdo de
microrganismos patogénicos para a glandula mamaria, muitos autores estudaram
esta possibilidade obtendo resultados comprobatérios nesta associacao.
(HUTABARAT et al., 1986, LAS HERAS et al., 1999, SMITH et al., 1985,
FERREIRO, 1978, SCHUKKEN et al., 1991, AMARAL et al., 2003,
BRAMLEY & DODD, 1984; MCDONALD, 1984; SMITH et al., 1985;
SANDHOLM et al., 1990; CULLOR, 1993; COSTA, 1998, AMARAL et al.,
1995).

Com relacdo as amostras de leite colhidas neste trabalho, verificou-se
que as propriedades apresentavam um controle sanitario animal muito superior
ao que comumente € observado no Brasil. Observando a Figura 14, 75% dos

1692 tetos estudados, foram negativos ao teste de CMT. Dos 373 tetos positivos
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no CMT (22%) e confirmados na CCS, os principais agentes isolados foram:
Staphylococcus aureus (30%), Corynebacterium bovis (23%), Staphylococcus.
spp (15%), Staphylococcus hycus (6%), Streptococcus spp (6%), Streptococcus
uberis (5%) e Streptococcus dysgalactiae (2%), (Figura 17).

A Contagem de Celulas Somaticas (Figura 18), demonstrou que tanto
0S agentes ambientais como 0s agentes contagiosos resultaram em contagens
extremamente altas comprometendo a qualidade do leite nas propriedades
estudadas. Sabe-se que a contagem normal de celulas somaéticas de um quarto
sadio é de até 300 x 10° células/mL.

Os agentes patogénicos isolados nos casos de mastite clinica ou
subclinica foram, na grande maioria, agentes considerados contagiosos. Os
cuidados com a manutencdo dos equipamentos de ordenha, a utilizacdo de “pos-
dipping”, a avaliacdo constante do rebanho, reposicdo de animais considerados
crnico e a terapia de vaca seca sdo efetivas acOes para que se possa diminuir a
ocorréncia da mastite considerada contagiosa.

E importante salientar que o controle da mastite depende mais da
prevencdo do que de tratamentos. (NATZKE, 1981; PHILPOT, 1984; GILL et
al., 1990; DEGRAVES & FETROW, 1993; MORIN, 1993; KIRK et al., 1994;
COSTA, 1998, TIMMIS & SCHULTZ, 1987).

Os problemas com a qualidade do leite pela presenca de agentes
contagiosos, principalmente pelo Staphylococcus aureus nos casos de mastite
clinica ou subclinica, com altas Contagens de Células Somaticas no leite ja foi
relatada por varios autores (TIMMIS & SCHULTZ, 1987, MELCHIADES et
al., 1993, ADESIYUN et al., 1997).

Ferreiro (1978), associou a presenca de Staphylococcus aureus
isolado na agua com a presenca do mesmo nas ocorréncias de mastite nas
propriedades, fato que ndo foi constatado no presente estudo.

O resultado da etiologia da mastite no presente estudo vem confirmar o

que Schukken et al. (1991) citaram em seu estudo. Os autores descreveram um
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aumento do risco na ocorréncia de mastite por Staphylococcus aureus quando se
utiliza 4gua ndo tratada no processo de obtencdo do leite ou quando a &gua de
lavagem do Ubere esta contaminada por coliformes.

A agua utilizada na ordenha advinda das 16 propriedades estudadas e
que foram positivas no isolamento de coliformes totais e fecais ndo obtiveram
associacdo alguma com os agentes isolados no leite mastitico analisados nas
mesmas propriedades, impossibilitando inclusive uma anélise estatistica.

Os cuidados com a qualidade da agua devem ser constantes para evitar
que se repitam os resultados encontrados por diversos autores (HUTABARAT et
al., 1986, LAS HERAS et al., 1999, SMITH et al., 1985, FERREIRO, 1978,
SCHUKKEN et al., 1991, AMARAL et al., 2003, BRAMLEY & DODD, 1984;
MCDONALD, 1984; SMITH et al., 1985; SANDHOLM et al., 1990; CULLOR,
1993; COSTA, 1998, AMARAL et al., 1995) e proporcione uma matéria prima
dentro dos padrdes de qualidade necessarios e valorizados pelos laticinios.

Os resultados do presente estudo levam a reflexdo sobre a importancia
de uma colheita de amostras de forma asséptica para se evitar a contaminacao de
amostras do leite com microrganismos patogénicos ambientais. O presente
estudo foi realizado no periodo das aguas (novembro de 2002 a fevereiro de
2003) e com minima incidéncia de coliformes isolados no leite, como
apresentado na Tabela 1.

E importante salientar que os resultados observados sugerem que para
os trabalhos a serem realizados para associar agentes patogénicos isolados em
agua utilizada na ordenha, com agentes patogénicos isolados em leite advindo de
mastite clinica ou subclinica, sejam confirmados com um estudo de PCR
(Reacdo em Cadeia pela Polimerase), evitando-se afirmagdes equivocadas.

Este estudo possibilitou melhorias significativas relacionadas com a
qualidade de agua e vida de alguns produtores que efetuaram a limpeza ou troca
de suas caixas d’agua e protegeram suas minas da presenca de animais e

entulhos.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se concluir:

= Os agentes coliformes encontrados na agua, utilizada na ordenha, ndo estavam
presentes nas analises das amostras de leite dos quartos mamarios com mastite
clinica ou subclinica das respectivas propriedades, demonstrando ndo haver

associacdo entre a qualidade da agua e a ocorréncia de mastite.

» Os agentes ambientais relacionados com a utilizacdo de agua fora dos indices
de potabilidade na ordenha ndo foram significativos quando associados aos
agentes ambientais isolados de quartos mamarios positivos para mastite clinica

ou subclinica.

» A bactéria Escherichia coli foi isolada em todas as amostras de dgua das fontes

estudadas que se apresentavam fora dos padrdes de potabilidade.
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