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36(1):65-70, 2014. Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias, Universi-
dade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Av. Alberto Lamego, 2000,
Campos dos Goytacazes, R] 28013-600, Brasil. E-mail: jugazzoni@hotmail.com
The aim of this study was evaluate the occurrence, infectious etiology and risk
factors associated with mastitis in 331 dairy cows from sixteen farms located in
the region of Marechal Candido Rondon in the State of Parand, Brazil. Both cows
as the properties were selected of a non-random form and being selected 20% of
lactation cows from each farm. The test for identification of subclinical mastitis
was the California Mastitis Test and the diagnosis of the clinical mastitis was
carried out by the observation of signs of inflammation in the udder and macros-
copic changes in milk. Of lactating cows, 195 (60.77 %) were positive for mastitis
and 93,75% of the farms analyzed had at least one positive animal. The etiologic
agents isolated in a total of three hundred twenty-nine samples were Staphylococ-
cus aureus (47.2%), Staphylococcus sp. (29.2%), Streptococcus dysgalactiae (18.1%),
Streptococcus uberis (16,7%), Corynebaterium spp. (11,1%) and Streptococcus inter-
medius (1.39%). Besides, was evaluated the interaction of the type of mechanical
milking in function of the mastitis degree and the use of the disinfection of teats
before and after milking was not interference in mastitis incidence, however, the
accomplishment of the disinfection of teats before and after -dipping favored in
the control of subclinical mastitis. We conclude that the significant occurrence
of mastitis in herds is due to improper management conditions. The adoption
of good management and prophylactic measures, assisted by a professional of
Animal Science surgeon will allow the reduction of this disease in herds.
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RESUMO. O objetivo neste estudo foi avaliar a  de 16 propriedades leiteiras localizadas na regiao

ocorréncia, etiologia infecciosa e os fatores de ris- de Marechal Candido Rondon, PR. Tanto as vacas
co associados a mastite em 331 vacas, provenientes = quanto as propriedades foram selecionados de for-
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ma nao aleatéria e foram escolhidas 20% das va-
cas em lactagdo de cada propriedade. O teste para
identificagdo da mastite subclinica foi o California
Mastitis Test e o diagndstico da mastite clinica foi
realizado pela observacdo de sinais de inflamagao
no ubere e alteragdes macroscopicas no leite. Das
vacas em lactacdo, 195 (60,77 %) estavam com mas-
tite e 93,75% das propriedades analisadas tinham
pelo menos um animal positivo. Os agentes etiolo-
gicos isolados em um total de 329 amostras de leite
foram Staphylococcus aureus (47,2%), Staphylococcus
sp. (29,2%), Streptococcus dysgalactiae (18,1%), Strep-
tococcus uberis (16,7%), Corynebaterium spp. (11,1%)
e Streptococcus intermedius (1,39%). Além disso,
avaliou-se a interagdo do tipo de ordenhadeira em
funcdo do grau de mastite e o uso de desinfecgao
de tetos antes e apds ordenha ndo sendo verificada
interferéncia na incidéncia de mastite, entretanto,
a pratica de desinfeccdo dos tetos antes e apds a
ordenha, favoreceu o controle de mastite subclini-
ca. Conclui-se que a ocorréncia de mastite deve-se
a condicdes de manejo inadequadas. A adogdo de
boas praticas de manejo e medidas profilaticas, as-
sistidas por um Zootecnista permitird a diminuicao
dessa enfermidade nos rebanhos.

PALAVRAS-CHAVE. Desinfec¢do, mastite, qualidade
do leite.

INTRODUCAO

A inflamacao da glandula mamaria ou masti-
te apresenta grande importancia na bovinocultu-
ra leiteira mundial, pois continua sendo um dos
maiores problemas sob o ponto de vista econdmi-
co, por afetar a producdo em quantidade e qua-
lidade (Costa 2000), causando prejuizos aos pro-
dutores, a industria e provocando riscos a satide
publica (Santos et al. 2010).

A fim de garantir produtos de melhor qualida-
de, desde 2007 entrou em vigor, em todas as regides
do Brasil, a Instru¢do Normativa n° 51 (Brasil 2002),
atualmente substituida pela IN 62/2011 que dentre
outros pontos determina novas normas para pro-
dugao, identidade, qualidade e transporte do leite
a granel (Brasil 2011). A mastite bovina caracteriza-
-se por enfermidade multifatorial que para ser con-
trolada, faz-se necessério rigoroso monitoramento
dos animais, do homem, ambiente, instala¢des, ma-
nejo de ordenha (Brito 2000).

A mastite subclinica esta entre as principais do-
encas em propriedades leiteiras, causando grandes
prejuizos aos produtores, principalmente devido a
reducao na producao de leite (Ruegg 2003, Zafalon
et al. 2007). Essa redugado ocorre devido a alteragdes

nas células epiteliais secretoras e na permeabilida-
de vascular no alvéolo secretor durante a infeccao.
A extensao da perda é influenciada por diversos fa-
tores como gravidade da infeccdo, tipo de micror-
ganismo causador, duracdo, idade do animal, épo-
ca do ano, estado nutricional e potencial genético
(Cunha et al. 2008).

Levando-se em consideracdo que a regiao Oeste
do Paranda é importante produtora de leite, e que
sdo insatisfatorias as condigdes fisico-quimicas do
leite pasteurizado e produzido nesta regido, consi-
derando-se amplos aspectos, o levantamento epi-
demiolégico referente a prevaléncia e incidéncia de
mastite determinard a eficiéncia das estratégias de
controle e tratamento (Zocche et al. 2002).

Objetivou-se com este trabalho, isolar e identifi-
car os principais agentes etiologicos causadores de
mastite no rebanho leiteiro em pequenas proprie-
dades leiteiras da regido Oeste do Estado do Para-
na, determinando seus principais microorganismos
infectantes e o grau de infec¢do no rebanho através
da contagem de células somaticas, podendo dessa
forma, contribuir no estabelecimento de estratégias
de controle e monitoramento da doenca na regido a
fim de gerar subsidios no desenvolvimento de um
sistema microbiolégico que permita identificagao
rapida e barata dos patégenos envolvidos.

MATERIAL E METODOS

Em parceria com o Centro de Apoio ao Pequeno
Agricultor (CAPA), o presente trabalho se desenvolveu
em 16 propriedades leiteiras de producdo familiar, no
municipio de Marechal Candido Rondon-PR. Tanto as
vacas quanto as propriedades foram selecionados de
forma ndo aleatdria, e foram escolhidas 20% das vacas
em lactacdo de cada propriedade.

Os trabalhos foram iniciados em Margo de 2006 e fi-
nalizados em Dezembro de 2007. Avaliou-se 1324 quar-
tos mamarios em 331 animais da raca Holandesa, Preto e
Branco e seus cruzamentos, com produgdo média diaria
de 20 litros de leite por animal. Efetuaram-se os testes
Tamis, Califérnia Mastite Teste (CMT), Contagem de
Células Somaticas (CCS) e exame microbiolégico indivi-
dual em 1314 quartos mamarios, pois 10 destes apresen-
tavam-se atrofiados pela fibrose de mastites anteriores.

O teste de Tamis (caneca de fundo preto ou telado)
foi realizado antes da primeira ordenha do dia, a partir
da coleta dos trés primeiros jatos de leite de cada quar-
to mamario. Um recipiente de fundo preto foi utilizado,
para pesquisa de grumos, codgulos, pus ou outras al-
teracdes indicativas de mastite clinica (Radostits et al.
1994).

O CMT foi realizado em recipiente plastico, com
quatro compartimentos iguais de 1,5cm de altura, onde
foram coletados 2mL de leite de cada quarto mamario
separadamente. Foi adicionado, em igual volume, rea-
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gente proprio (lauril sulfato de s6dio a 3%), detergente
anioénico corado com bromocresol purpura, e por meio
de movimentos circulares realizou-se a mistura durante
20 segundos (Schalm & Noorlander 1957). Os animais
foram classificados em 4 categorias: 0 (zero) representou
todos os animais cujos exames ndo apresentaram reacao;
1 atribuido de acordo com leve reagdo e formacao de gel
(escore +), 2 para formagdo mais espessa com mamilo
central (escore ++) e 3 formagdo de gel muito espesso
aderente ao fundo do recipiente (escore +++). O quarto
mamario foi considerado positivo para mastite subclini-
ca quando apresentou escores 1+, 2+ ou 3+, e negativo
na auséncia de reagao.

Adicionalmente realizou-se contagem de célula so-
matica (CCS) e exame microbiolégico em 329 amostras
de leite. Em relacdo a CCS, as amostras foram coletadas
isoladamente em frasco identificado, contendo conser-
vante Bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol), e
mantidas em temperatura ambiente até seu processa-
mento. Utilizou-se aparelho eletrénico Somacount 300
(Bentley), e valores maiores ou iguais a 200 mil células
somaticas por mililitro de leite foram consideradas posi-
tivas para mastite subclinica (Ruegg 2003).

Para realizar a coleta de leite, as maos do coletor fo-
ram lavadas, desinfetadas (alcool 70%) e enluvadas. As
tetas foram lavadas com dgua para remogdo de sujida-
des provenientes de camas, poeira, fezes, etc. e proce-
deu-se secagem pelo uso de papel toalha. Posteriormen-
te, foi realizada anti-sepsia das extremidades das tetas
com algoddo embebido com &lcool 70%. As coletas de
leite foram realizadas antissepticamente, em frascos es-
téreis, transportadas sob refrigeracdo em caixa térmica
a temperatura de 4-5°C e mantidas congeladas a -18°C,
conforme recomendacdes de Brito & Brito (1999). Ap6s
o término do periodo de coleta, as amostras congeladas
foram enviadas ao laboratério do Departamento de Hi-
giene Veterindria e Satde Publica, Faculdade de Me-
dicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP/Botucatu, SP.

Procedeu-se inicialmente o cultivo microbiolégico
em placas de Agar sangue, Agar MacOnkey (Bolsanello
et al. 2009). Utilizou-se 0,1 mL de leite em placas de Petri
contendo os meios de dgar-sangue ovino a 5% e Mac-
Conkey &gar, incubando-se a 37°C. Realizaram-se as
leituras das placas as 24, 48 e 72 horas, observando-se
amorfologia das colonias além da quantidade desenvol-
vida.

A seguir, utilizou-se microscopia 6tica e coloragado
pelo método de Gram, para avaliacdo das caracteristicas
morfotintoriais das colénias desenvolvidas (Harmon et
al. 1990, Freitas et al. 2009). As coldnias foram seleciona-
das e inoculadas para o caldo de infusdo cérebro-coracao
(BHI) para realizacdo das provas taxondmicas (Krieg &
Holt 1984, Carter & Cole Junior 1990, Quinn et al. 1994).

As colonias de Staphilococcus foram avaliadas ainda
nos meios Manitol Salt Agar e Maltose. Avaliou-se re-
acdo de catalase, coagulase, Camp Teste e Teste de Es-
culina, para determinacdo das diferentes espécies dos
géneros de Staphylococcus e Streptococcus (Sa et al. 2004).

Para avaliacao do tipo de ordenhadeira sobre a inci-

déncia dos casos de mastite clinica e subclinica foi utili-
zado o delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos (tipo de ordenhadeira) e oito repeticdes
(propriedades). Para avaliacdo da frequéncia de mastite
em relacdo a utilizacdo de desinfetantes durante a or-
denha foi utilizado o delineamento inteiramente casual
com quatro tratamentos (Tipo de desinfeccao) com qua-
tro repeti¢des (propriedades).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 331 vacas, 195 (60,77 %) encontravam-se po-
sitivas para mastite (na forma subclinica e cinco na
forma clinica) confirmadas ao exame microbiol6gi-
co, em que 93,75% (15/16) das propriedades anali-
sadas havia pelo menos um animal positivo, e a po-
sitividade nos rebanhos variou de 10 a 83% o que
evidencia que, apesar de as propriedades estarem
inseridas na mesma regiao, o tipo de manejo, quan-
do bem adotado, mostra-se fundamental na dimi-
nuigdo da ocorréncia dessa afec¢do nos rebanhos.
Os resultados do presente estudo corroboram com
os resultados verificados por Oliveira et al. (2010)
que observaram em 90%, das propriedades anali-
sadas, pelo menos um animal positivo, e a positi-
vidade nos rebanhos variando entre 12,5 a 73,33 %.
Martins et al. (2010) verificaram que em 85,2% das
vacas examinadas, foi observada a presenca de
mastite clinica ou subclinica em pelo menos um
quarto. Conforme demonstrado na Tabela 1, o pre-
sente estudo registrou valores acima daqueles con-
siderados ideais, que conforme Fonseca & Santos
(2000) devem ser abaixo de 1% e 15%, para mastite
clinica e subclinica respectivamente.

Bueno et al. (2002) verificaram as frequéncias de
mastite clinica e subclinica em cinco rebanhos lei-
teiros da regido de Pirassununga, SP e encontraram
frequéncias médias de 7,46% para mastite clinica e
63,68% subclinica, respectivamente. A forma sub-
clinica representa maior impacto na produtividade
leiteira devido a sua maior prevaléncia, principal-
mente porque passa despercebida entre os animais
do rebanho leiteiro (Ribeiro Jtnior et al. 2008). Um
quarto afetado com mastite subclinica diminui em
30% sua produtividade e as fémeas afetadas per-

Tabela 1. Porcentagem de quartos mamadrios livres de mastite
e acometidos pela forma clinica e subclinica, de acordo com
seu grau de acometimento: leve +, moderado ++ e severo +++.

Tipo de mastite N° quartos mamaérios %
Clinica 19 1,43
Subclinica + 200 15,25
Subclinica ++ 209 15,89
Subclinica +++ 371 28,20
Livres de mastite 515 39,24
Total de casos avaliados 1314
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dem até 15% da sua producdo na lactacdo (Prasad
et al. 2002). A analise microbioldgica das amostras
positivas para mastite subclinica (Figura 1) apon-
tou presenca de Staphylococcus aureus (47,2%), Sta-
phylococcus spp. (29,1%), Streptococcus dysgalactie
(18,0%) Streptococcus uberis (16,6%), Corinebacterium
sp. (11,1%) e Streptococcus intermedius (1,39%).

Estes resultados corroboram com os aferidos por
Beloti et al. (1997), Voltolini et al. (2001), Almeida
et al. (2005) e Medeiros et al. (2008) que observaram
alta ocorréncia desses mesmos microorganismos,
respectivamente em Londrina-PR, Maringa-PR e
Recife-PE. Santos et al. (2010) em Santa Isabel-PR,
verificou que S. aureus foi o patégeno primario
mais frequentemente isolado (18,70%), entretanto
os resultados observados por esses autores foi bem
abaixo do verificado no presente estudo. Ao con-
trario de diversos paises que erradicaram o Strepto-
coccus agalactiae, esse agente foi isolado de 3,5% das
amostras com crescimento bacteriano.

A etiologia da mastite é complexa e multivaria-
da, o que torna necessaria a identificacdo dos mi-
croorganismos que causam a infeccdo da glandula
mamadria, tanto para o controle e prevengao, quan-
to para o monitoramento de rebanhos (Ribeiro et
al. 2003), entretanto, a alta frequéncia dos agentes
etiolégicos identificados sugere que nos rebanhos
avaliados nao estdo sendo realizadas medidas de
controle da mastite eficientes. Santos et al. (2010)
verificou que os casos de mastite bovina clinica ou
subclinica presentes na regido da bacia leiteira de
Santa Izabel do Oeste derivam, principalmente, das
falhas de higiene antes, durante e apds a ordenha,
ja que ha grande prevaléncia de patégenos secun-
dérios e ambientais, sendo frequente o isolamento
de Staphylococcus coagulase negativo.

Levando-se em consideracdo que os animais
avaliados pelo presente estudo eram provenientes
de rebanho comercial, os quartos acometidos por
mastite clinica estavam sendo tratados por meio de
antibioticoterapia, dessa forma nao foram avalia-
dos microbiologicamente. Assim, ndo foi observa-
do presenca de enterobactérias, entretanto, Bradley
& Green (2000) mencionaram que enterobactérias,
causadoras de infecgdes durante o periodo seco,
tém habilidade em se manterem quiescentes na
glandula mamaria até o parto, subsequentemente,
causando mastite clinica durante fase inicial da lac-
tacao.

As propriedades avaliadas eram essencialmen-
te de atividade familiar, possuindo rebanho com
média de 20 fémeas e producdao média diaria de 20
litros de leite por animal. A maioria das proprieda-
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Figura 1. Microrganismos isolados em amostras de leite de
quartos mamarios acometidos por mastite subclinica.

Tabela 2. Comparacdo de médias em funcdo do grau de mas-
tite bovina e o tipo de ordenhadeira mecénica utilizada: par-
cialmente canalizada tipo balde ao pé e totalmente canalizada
para o manejo.

Tipo de ordenhadeira % Subclinica % Clinica
Balde ao pé 58,76 a 0,00 b
Canalizada 46,94 a 0,98 a
CV% 16,48 64,37

* médias seguidas na mesma coluna por letras mintdsculas iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

des (60%) apresentou salas de ordenha construida
em madeira e piso de cimento, enquanto nas de-
mais (40%) foram construidas totalmente em alve-
naria.

Quanto ao tipo de ordenha, nenhuma proprie-
dade realizava sistema manual de ordenha, oito
utilizam sistema de ordenha mecéanica com balde
ao pé e oito utilizam sistema canalizado. Verificou-
-se que a incidéncia média de mastite subclinica
(Tabela 2), nas propriedades que utilizam orde-
nhadeira parcialmente canalizada tipo balde ao pé
foi de 58,76%, enquanto que naquelas totalmente
canalizada foi de 46,94 %.

Nao houve diferenca significativa na utilizacao
de diferentes tipos de ordenhadeiras em relacdo a
ocorréncia mastite subclinica. Este resultado pode
ser devido ao fato de que todas as propriedades
apresentaram equipamentos de ordenha adequa-
dos quanto a pressdo de vacuo. Verificou-se pres-
sao de ordenha constante e variavel entre 43 e 50
kPa, mantendo a estabilidade de vacuo, e dessa
forma estando de acordo com as recomendacdes
técnicas (Horst 2004).

Entretanto, em relacdo a mastite clinica, apesar
de ter sido observado baixa ocorréncia, verificou-se
diferenca significativa. Provavelmente, este resul-
tado se deveu ao fato de que a mastite clinica é con-
siderada de carater ambiental, e o presente estudo
verificou a ocorréncia de falhas nos procedimentos
de higiene e limpeza, inclusive na higiene pesso-
al dos ordenhadores. Entretanto, e considerando
que os resultados aqui levantados determinaram
a forma contagiosa, como sendo a de maior ocor-
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Tabela 3. Incidéncia de mastite subclinica em func¢ao da utiliza-
¢do de diferentes tipos de desinfecgao.

Tipo de desinfeccao % Mastite

Pré e Pos-dipping 32,65a
Pré-dipping 43,17 ab
Pés-dipping 49,52 ab
Nenhum 65,24 ¢
CV% 17,97

* médias seguidas na mesma coluna por letras mindsculas iguais nao
diferem entre si pelo teste de Tukey (5%).

réncia, para as propriedades visitadas, estabeleceu-
-se como meta prioritdria a implantagdo de manejo
higiénico sanitdrio nos rebanhos seguindo as re-
comendagdes de Guerreiro et al. (2005); principal-
mente em relagdo a implantagdo da desinfeccao
dos tetos antes e ap6s a ordenha.

Verificou-se que a incidéncia da mastite subcli-
nica nas propriedades (Tabela 3) que utilizavam
anti-sépticos € menor em relacdo as demais que nao
utilizam nenhum produto para o manejo sanitario
da ordenha, o que pode ter contribuido para a alta
incidéncia de mastite subclinica nos animais exa-
minados. O uso isolado de pré ou pés-dipping nao
diferiram significativamente entre si, porém, quan-
do combinados apresentaram uma melhor respos-
ta no controle de mastite subclinica no rebanho.
Entretanto, a falta de uso de desinfetantes agravou
a incidéncia de mastite subclinica do rebanho.

Com relacao as solugdes desinfetantes, as pro-
priedades que realizam desinfec¢do dos tetos antes
da ordenha utilizaram hipoclorito de sédio (5 ml
na concentragao de 2 - 2,5%) diluido em um litro de
agua e as propriedades que realizam apés a orde-
nha, utilizaram solu¢des de iodo a 1%.

A realizacdo de desinfec¢do dos tetos contribui
para diminuir a possibilidade de infec¢des mama-
rias dos animais, além de favorecer a qualidade
do leite e a efic4cia dessa desinfeccao pode ser in-
fluenciada pelo tipo de antisséptico, pela presenca
de matéria organica, pela falta de reposicao do pro-
duto e pelo tipo de aplicador utilizado. A desin-
feccao dos tetos antes da ordenha pode prevenir a
contaminagao do equipamento de ordenha por mi-
crorganismos de origem ambiental encontrado na
superficie do teto, e apds, previne a proliferacao de
microrganismos adquiridos durante o processo de
ordenha (Yamamura et al. 2008).

CONCLUSAO

A elevada prevaléncia de mastite pode repre-
sentar um risco a saide de consumidores de pro-
dutos lacteos e resultar em perdas econdmicas as
industrias de laticinios locais. O predominio de S.

aureus, de Staphylococcus spp. e de Corynebacterium
sp. como agentes causais de mastite indica a ocor-
réncia de falhas de higiene durante a ordenha e
alerta para o risco de animais portadores de masti-
tes atuarem como fonte de infecgdo para o rebanho,
confirmando a necessidade de envolvimento técni-
co e assessoramento continuado, a fim de se cons-
cientizar sobre a importancia da aplicagdo de boas
praticas higiénicas no manejo da ordenha, princi-
palmente no que se refere a desinfecgao dos tetos.
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