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ABSTRACT.- Brito M.A.VP, Brito J.R.E, Souza H.M. & Vargas O.L. 1998. [Evaluation of the sensiti-
vity of bulk tank milk cultures for the isolation of contagious bovine mastitis pathogens.]
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Samples of bulk tank milk from 33 herds were collected at the dairy processing plant and
cultured, as a means of detecting specific (contagious) bovine mastitis pathogens. Somatic cell
counts (SCC) were made on a Fossomatic 90. Two and three weekly consecutive samples were
obtained from 13 and 12 herds, respectively. Only one sample was examined from eight herds.
Three daily consecutive samples of bulk milk and individual quarter samples from all lactating
cows from four herds (A, B, C and D) were also examined. Milk from individual quarters were
cultured on blood agar, while tank milk samples were cultured on TKT, Mannitol Salt, MacConkey
agars and Sabouraud containing chloramphenicol. Staphylococcus aureus was recovered from 26
of the 33 herds sampled in the dairy processing plant. Nine of these samples also contained
Streptococcus agalactiae. Nine herds had SCC above 500,000 ml'. The remaining 23 herds had
SCC levels below 400,000 ml'. S. aureus and S. agalactiae were isolated from five of the nine
herds with high SCC, S. agalactiae from one and S. aureus from three. Six herds had SSC below
200,000 ml™. S. aureus and S. agalactiae were isolated from one, S. aureus from three, while the
other two were negative for both pathogens. The results of herds A, B, C and D sampled at the
farms showed that S. aureus was isolated from 1.8%, 19.2%, 17.0% and 8.4% of the animals and
0.9%, 5.9%, 5.4% and 2.2% of the mammary quarters, respectively. S. agalactiae was isolated from
herds A, C and D. Within these herds the percentages of isolation were, respectively, 1.8%,
10.6% and 8.4% for the cows and 0.46%, 3.8% and 3.7% for the mammary quarters. S. aureus was
recovered from all three bulk tank cultures from herds A, B and D. Only the third sample from
herd C was positive for S. aureus. S. agalactiae was recovered from all samples collected from
herd D, two samples from herd C and one sample from herd A. Coliforms were isolated from all
tank samples from herds A, B, C and D and from all but one sample collected in the processing
plant. Yeasts were recovered from 16 herds sampled at the processing plant and from all tank
samples from herds A, B, C, and D. Neither coliforms or yeasts were isolated from the individual
animals of herds A, B, C and D. These findings indicate that the milk was contaminated during
or after milking, probably due to deficient hygiene and cleaning procedures. The analysis of the
bulk tank milk cultures showed that the test was sensitive enough to detect contagious mastitis
pathogens. The sensitivity of the test increased when more than two consecutive samples were
examined.

INDEX TERMS: Bovine mastitis, bulk tank cultures, microbiological diagnosis, contagious pathogens, Sta-
phylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, somatic cell counts.
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RESUMO.- Amostras de leite total (leite do tanque) de 33 re-
banhos foram coletadas na plataforma de recep¢ao da indfis-
tria laticinista e cultivadas para detectar patégenos especifi-
cos (contagiosos) da mastite. Foi feita a contagem de células
somaticas (CCS) das amostras utilizando o equipamento
Fossomatic 90. Em 13 e 12 rebanhos avaliaram-se duas e trés
amostras semanais consecutivas, respectivamente, e em oito
avaliou-se apenas uma. Foram também examinadas trés amos-
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tras diarias consecutivas do leite do tanque e amostras dos
quartos mamarios individuais, coletadas na propria fazenda,
de todas as vacas em lactacao de quatro rebanhos (A, B, C e
D). As amostras de leite dos quartos mamarios individuais
foram cultivadas em agar sangue e as amostras do tanque,
em placas de TKT, Sal Manitol, MacConkey e Sabouraud con-
tendo cloranfenicol. Dos 33 rebanhos cujas amostras foram
obtidas na plataforma de recep¢ao da inddstria, isolou-se
Staphylococcus aureus de 26, nove desses em associagao com
Streptococcus agalactiae e em trés rebanhos isolou-se somente
S. agalactiae. Nove rebanhos tiveram CCS acima de 500.000
ml! e 21, abaixo de 400.000 ml"'. Em cinco dos nove reba-
nhos com CCS acima de 500.000 ml"! foram isolados S. aureus
e S. agalactiae, em trés, apenas S. aureus e em um, apenas S.
agalactiae. Seis rebanhos apresentaram CCS abaixo de 200.000
ml!; de um deles foram isolados S. aureus e S. agalactiae, de
trés, S. aureus e os outros dois foram negativos para estes
dois patogenos. Os resultados encontrados nos quatro reba-
nhos cujas amostras foram coletadas na prépria fazenda mos-
traram que S. aureus foi isolado nas seguintes porcentagens
dos animais: 1,8%, 19,2%, 17,0% e 8,4% e dos quartos mamari-
os: 0,9%, 5,9%, 5,4% e 2,2%, respectivamente, para os reba-
nhos A, B, C e D. S. agalactiae foi isolado dos rebanhos A, C e
D. Nestes trés rebanhos, as porcentagens de isolamento fo-
ram, respectivamente, 1,8%, 10,6% e 8,4% para as vacas e 0,46%,
3,8% e 3,7% para os quartos mamarios. S. aureus foi isolado de
todas trés amostras do tanque dos rebanhos A, B e D. So-
mente a terceira amostra do rebanho C foi positiva para S.
aureus. S agalactiae foi recuperado de todas as amostras do
rebanho D, duas do rebanho C e de uma do rebanho A. Todas
as amostras do tanque dos rebanhos A, B, C e D apresenta-
ram contaminag¢ao com coliformes e somente uma das amos-
tras coletadas na plataforma de recepc¢ao da inddstria foi
negativa para coliformes. Leveduras foram isoladas de 16
amostras coletadas na indastria e de todas amostras do tan-
que dos rebanhos A, B, C e D. Nao foram isolados coliformes
ou leveduras dos quartos mamarios dos animais destes reba-
nhos, sugerindo que ocorreu contaminacao do leite durante
ou apds a ordenha, provavelmente devido a deficiéncias nos
processos de limpeza e higienizacao. A analise dos resulta-
dos das culturas do leite do tanque mostrou que o exame foi
especifico para detectar os patdgenos contagiosos da mastite.
A sensibilidade do teste aumentou quando se examinaram
mais de duas amostras consecutivas.

TERMOS DE INDEXACAO: Mastite bovina, cultura do leite total da
fazenda, diagndstico microbioldgico, patégenos contagiosos,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, contagem de células
somaticas.

INTRODUCAO

A cultura de amostras de leite de quartos mamarios individu-
ais é usada para determinar a presenca de infec¢ao na glan-
dula mamaria de vacas leiteiras (Bramley et al. 1996, Sears et
al. 1993). Embora de grande utilidade para o diagnéstico e
controle da mastite bovina, este processo apresenta como
limitacdo o grande niimero de amostras que precisam ser
examinadas, principalmente quando se faz acompanhamen-
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to de rebanhos e se necessita avaliar amostras repetidas ve-
zes.

Uma alternativa aos exames individuais € a cultura de
amostras do leite total do rebanho (Farnsworth 1993, Godkin
& Leslie 1993), que tem sido usada para o isolamento de
patégenos especificos, especialmente os patdgenos contagi-
osos da mastite: Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae
(Gonzélez et al. 1986, Bartlett et al. 1991, Godkin & Leslie
1993).

Os microrganismos encontrados no leite total do reba-
nho originam-se dos tiberes infectados, da superficie dos
tberes e das tetas, ou de uma variedade de outras fontes do
ambiente da fazenda (Godkin & Leslie, 1993). A presenca de
S. agalactiae em amostras de leite do tanque indica que ele
esta sendo eliminado a partir de quartos mamarios, pois o
Unico reservatério deste microrganismo é o tibere infectado
(Oz et al. 1985, Bartlett & Miller 1993, Godkin & Leslie 1993).
No caso de S. aureus, embora possa ser isolado de diferentes
locais em um rebanho, a principal fonte de elimina¢ao no
leite sao as glandulas mamarias infectadas (Roberson et al.
1994). Portanto, S. aureus isolado de amostras do leite do
tanque é também considerado como originario de infeccao
intramamaria (Bartlett et al. 1993, Godkin & Leslie 1993).

Bactérias do ambiente como Streptococcus uberis,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus bovis, coliformes e le-
veduras podem estar presente no leite do tanque como re-
sultado de infeccao intramamaria ou, mais comumente, de-
vido a contaminagdo nao especifica do leite (Gonzalez et al.
1986, Hogan et al. 1986). O isolamento desses agentes do
leite do tanque nao pode ser considerado como sendo origi-
nario das glandulas mamarias.

O objetivo deste trabalho foi verificar a presenca dos agen-
tes contagiosos da mastite, S. aureus e S. agalactiae, em reba-
nhos leiteiros por meio da cultura do leite do total (leite do
tanque). Paralelamente foi monitorada a presen¢a dos mi-
crorganismos do ambiente: coliformes e leveduras. Os resul-
tados sao discutidos considerando-se a viabilidade de utili-
zacao desta técnica para acompanhamento de rebanhos nas
condigoes brasileiras.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras do leite total da fazenda

Foram examinadas amostras do leite total de 33 rebanhos, na
regiao da Zona da Mata de Minas Gerais, obtidas na plataforma de
recepcao da inddstria e de outros quatro rebanhos, denominados A,
B, C e D, tomadas na propria fazenda. Na indastria, as amostras de
leite foram coletadas imediatamente apo6s a reuniao de todos os
latoes de cada rebanho para a pesagem. O leite foi totalmente
homogeneizado e um volume de 20,0 ml foi retirado com pipeta
esterilizada, da paite superior e central do tanque e acondicionado
em frasco de vidro esterilizado. Em oito dos 33 rebanhos foi coletada
uma amostra, em 13 e em 12 rebanhos foram coletadas duas e trés
amostras semanais consecutivas, respectivamente. Foi feita a
contagem de células somaticas utilizando um contador automatico
Fossomatic 90 de uma amostra de cada rebanho.

Dos rebanhos A, B, C e D foram tomadas trés amostras, em trés
dias consecutivos. Nos rebanhos A, B e C, a ordenha era do tipo
macéinica em sistema de circuito fechado. Volumes de 20 ml de leite
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foram retirados com pipeta esterilizada, da parte central e superior
do tanque, imediatamente ap6s a ordenha, quando o leite era
‘homogeneizado para o resfriamento. No rebanho D, a ordenha era
mecanica utilizando o sistema de balde ao pé. Neste, ap6s completa
homogeneizagao do leite de cada latao, volumes de 4,0 ml foram
retirados e reunidos em um frasco tnico. '

Ap6és a coleta de todas as amostras, o leite foi acondicionado
em frascos de vidro esterilizados, colocados, imediatamente, em
recipiente com gelo ¢ levados ao laboratério para exame
microbiolodgico.

Coleta de amostras de leite de quartos mamarios individuais

‘Na semana anterior a primeira coleta do leite do tanque dos
rebanhos A, B, C e D, foram coletadas amostras de leite de todos os
quartos mamarios das vacas em lactagao, para exame microbiol6gico.
As amostras foram obtidas imediatamente antes da ordenha, ap6s
cuidadosa anti-sepsia das tetas com alcool a 70%. Os jatos de leite
foram coletados diretamente em frascos estéreis, que foram
colocados em caixas de isopor com gelo e encaminhados
imediatamente ao laboratério para processamento das amostras
(Harmon et al. 1990).

Exames microbiologicos das amostras do leite total dos rebanhos

' As amostras do leite total dos rebanhos foram semeadas nos
seguintes meios de cultura seletivos: agar TKT (Merck), agar sal
manitol (Biobras), 4gar MacConkey (Oxoid) e dgar Sabouraud (Biobras)
com 0,1 mg de cloranfenicol por'ml. As amostras dos rebanhos A, B,
C e D foram diluidas a 1/10 e 1/100. Volumes de 0,1 ml do leite nao
diluido e de cada diluigao foram semeados em duplicata nos meios
citados acima. As amostras coletadas na industria foram semeadas
sem dilui¢ao, em volumes de 0,1 ml, usando-se também duas placas
por amostra.

As leituras das placas foram feitas ap6s 24 e 48 horas de incubagio
a 37°C. Colbnias com caracteristicas culturais de S. agalactiae no
agar TKT (azuladas, brilhantes, com halo hemolitico) foram
identificadas pela reagdo positiva nos testes de CAMP (Christie, Atkins
e Munch-Peterson), hidrélise do hipurato de sédio, crescimento
variavel em meio contendo 6,5% de NaCl e reagao negativa no teste
de hidrolise da esculina. Para facilitar identificacao das col6nias de
S. agalactiae no agar TKT, as placas, ap6s 24 e 48 horas de incubagao,
foram examinadas sob luz ultavioleta (365 nm). Nessas condi¢oes, a
esculina fluoresce e as col6nias que hidrolisam a esculina aparecem
escuras (Higgs & Bramley, 1981).

Col6nias amarelas e com halo amarelo nas placas de agar sal
manitol foram posteriormente identificadas como S. aureus pela
producdo de coagulase, reacdo fermentativa no meio de Hugh &
Leifson e produgdo de acetoina. Os testes usados para a identificacao
de S. agalactiae e S. aureus foram selecionados de acordo com Harmon
et al. (1990) e executados de acordo com Cowan & Steel (1974). A
identificacao das leveduras foi feita por meio de esfregacos corados
pela técnica de Gram de todas as colOnias presentes nas placas de
agar Sabouraud e dos coliformes pela presenca de colénias
fermentadoras da lactose nas placas de dgar MacConkey.

Exame microbiolégico das amostras de leite dos quartos mamérios
individuais

Volumes de 10 ul de cada amostra foram semeados com al¢a
calibrada e descartéavel (Nunc, INC) em cada quadrante de uma placa
de 4gar sangue contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro, de
acordo com as recomendagdes de Harmon et al. (1990).

A identificacdo de S. aureus e S. agalactiae foi feita de modo
semelhante a descrita para as amostras do tanque. As amostras de
Staphylococcus que nao produziram coagulase foram identificadas

como Staphylocaccus coagulase negativos (SCN) e os estreptococos
ndo identificados como S. agalactiae foram classificados como Strep-
tococcus sp. esculina positivos (ESCPOS). Foram classificadas como
difterdides as bactérias com as seguintes caracteristicas: colonias
pequenas, circulares, esbranqui¢adas ou cremosas, apresentando a
superficie rugosa, com 1 a 2 mm de diametro, visiveis somente ap6s
48 horas de incubagao, encontradas nas areas mais gordurosas onde
se semeia o leite, nao produtoras de hemdlise no agar sangue e que
apresentavam a reagao de catalase positiva. O exame dos esfregacos
dessas culturas pelo método de Gram evidenciaram bastonetes Gram
positivos pequenos, pleomoérficos e nao esporulados (Harmon et al.,
1990).

RESULTADOS

Os resultados dos exames das amostras do leite total dos
rebanhos coletadas na inddstria de processamento, sao apre-
sentados nos Quadros 1, 2 e 3. Nos rebanhos onde foi coleta-
da somente uma amostra (Quadro 1) S. aureus foi isolado de
seis. Em quatro destes, também foi isolado S. agalactiae. Nos
13 rebanhos onde foram feitas duas coletas semanais conse-

Quadro 1. Nimero de isolamentos positivos para Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, leveduras e coliformes em uma
amostra do leite total de oito rebanhos, obtida na plataforma de

recepgdo da inddstria

Rebanhos Namero de amostras positivas em uma coleta CCS ml!
examinados S. aureus S.agalactiae Leveduras Coliformes  (x 1000)

01 + + + + 469

02 + + - - 133

03 - - - + 140

04 + - - + 311

05 - + - + 293

06 + - - + 39

07 + + + + 578

08 + - - + 532

Quadro 2. Nimero de isolamentos positivos para Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, leveduras e coliformes em duas
coletas semanais consecutivas de amostras do leite total de 13
rebanhos, coletadas na plataforma de recepgdo da inddstria. A

contagem de células somaticas (CCS) se refere a primeira amostra

coletada

Rebanhos Namero de amostras positivas em duas coletas  CCS ml!
examinados  S.aureus S.agalactiae Leveduras Coliformes (x 1000)

01 1 2 1 2 713

02 0 0 1 2 363

03 2 0 0 2 442

04 2 0 0 2 367

05 1 1 1 2 279

06 0 2 1 2 383

07 1 0 1 2 126

08 2 0 0 2 319

09 2 0 0 2 277

10 0 1 0 2 917

11 1 0 1 2 259

12 0 0 1 2 50

13 2 0 0 2 221
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Quadro 3. Nimero de isolamentos positivos para Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, leveduras e coliformes em trés
coletas semanais consecutivas de amostras do leite total de 12
rebanhos, coletadas na plataforma de recep¢do da indstria. A

contagem de células somaticas (CCS) se refere a primeira amostra

coletada

Rebanhos  Niamero de amostras positivas em trés coletas CCS ml'!
examinados . aureus S. agalactiae Leveduras Coliformes  (x 1000)

01 1 0 2 2 142

02 3 3 3 1 521

03 1 0 0 2 257

04 1 2 0 3 719

05 1 0 0 3 333

06 2 0 0 3 401

07 0 0 1 3 285

08 1 0 0 3 915

09 3 3 1 3 985

10 2 0 1 3 230

11 1 0 1 3 887

12 1 1 2 3 221

cutivas (Quadro 2), nove amostras foram positivas para S.
aureus, todas identificadas na primeira coleta. Cinco destas
foram positivas também na segunda coleta. S. agalactiae foi
isolado de quatro destes 13 rebanhos, sendo trés amostras
positivas na primeira coleta e uma somente na segunda. Dos
12 rebanhos com trés coletas semanais consecutivas, S. aureus
foi isolado em 11 (Quadro 3). Desses isolamentos, somente
seis foram positivos na primeira coleta. Na segunda foram
identificados mais dois rebanhos positivos e trés rebanhos
somente foram positivos na terceira. Dentre os quatro reba-
nhos positivos para S. agalactiae, dois foram identificados na
primeira coleta, enquanto os outros dois foram positivos so-
mente na segunda.

Considerando todos os 33 rebanhos, em 29 (87,9%) foram
isolados agentes contagiosos da mastite. Em nove deles
(27,3%), isolaram-se S. aureus e S. agalactiae, em 17 (51,5%)
isolou-se somente S. aureus e em trés (9,1 %), somente S.
agalactiae. Em somente uma amostra de um rebanho nao fo-
ram encontrados coliformes. Leveduras foram isoladas de
amostras de 16 rebanhos.

Quadro 4. Distribui¢ao dos 33 rebanhos amostrados na plataforma
de recepgao da indiistria laticinista com relagdo a contagem de
células somaiticas (CCS) e aos pat6genos contagiosos da mastite,
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae

CCS mi! S. aureus +  S. aureus S. agalactiae Negativos  Total
S. agalactiae

>500.000 55567 3(333) 1(11,1) - 9(27,3)

'500.000 - 400.001  1(33,3) 2(66,7) - - 309.1)
400.000 - 300.001 - 4(66,7) 1(16,7) 1(16,7) 6(18,2)
300.000 - 200.000 5 (55,6) 2(22,2) 1(11,1)  1(11,1)  9(27,3)
< 200.000 1(16,7) 3(50) - 2(333) 6(18,2)
Total 12 (36,4) 14(42,4) 3(9,1) 4(12) 33(100)

4 Os nameros entre paréntesis se referem as porcentagens dos totais.
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As placas de cultura usadas para isolamento de S. agalactiae
(agar TKT) apresentaram contaminacao com col6nias de
Streptococcus sp. esculina positivas, evidenciadas pelo
escurecimento do meio em torno das colonias. Em algumas
amostras foi maior a contaminagao e, conseqiientemente,
maior a zona de escurecimento do meio. A visualizacao das
colonias sob luz ultra-violeta facilitou a selecao das bactérias
que nao hidrolisam a esculina para identificagao posterior.
As placas para isolamento de S. aureus apresentaram, em ge-
ral, menor crescimento bacteriano e pouca contaminagao com
outros Staphylococcus.

Os resultados das contagens de células somaticas (CCS)
estao sumarizados no Quadro 4. Seis rebanhos apresenta-
ram contagens abaixo de 200.000 ml'; em um destes reba-
nhos foram isolados S. aureus e S. agalactiae, em trés, S.
aureus e dois foram negativos para estes dois agentes. Nove
rebanhos apresentaram contagens acima de 500.000 ml!.
Em cinco destes, foram isolados S. aureus e S. agalactiae, em
trés isolou-se apenas S. aureus e em um, apenas S. agalactiae.
Vinte e um rebanhos (63,6%) apresentaram contagens de cé-
lulas sométicas £ 400.000 ml. Em dezessete deles foram iso-
lados agentes contagiosos da mastite, sendo que em trés, S.
aureus e S. agalactiae, em doze e em dois, S. aureus e S.
agalactiae, respectivamente (Quadro 1, 2 e 3).

Os resultados dos exames dos quatro rebanhos onde se
examinaram amostras de leite de todos os quartos mamarios
individuais e trés amostras didrias consecutivas do leite do
tanque sao apresentados nos Quadros 5 e 6. Todas as cultu-
ras das amostras do tanque dos quatro rebanhos foram posi-
tivas para S. aureus nas trés coletas, com excecao do rebanho
C, em que somente a amostra da terceira coleta foi positiva.
Foi possivel isolar S. agalactiae das trés amostras do rebanho
D, de duas do rebanho C e de apenas uma do rebanho A (Qua-
dro 5). Todas as amostras do tanque apresentaram contami-
nag¢ao com coliformes e leveduras, enquanto nao se isolaram
esses microrganismos dos quartos individuais.

Quadro 5. Resultados de isolamento de Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae em trés amostras diarias consecutivas do
leite do tanque e de amostras obtidas de todos os quartos
mamarios individuais dos rebanhos A, B, Ce D

Rebanhos Bactérias  No.animais No. quartos  Amostras do tanque?

(total de infectados no infectadas no 12 22 3
animais) rebanho (%) rebanho (%)
A(55) S. aureus 01 (1,8%) 02 (0,9%) + + +
S. agalactiae 01 (1,8%) 01 (0,46%) - + -
B (52) S. aureus 10 (19,2%) 12 (5,9%) + + +
S. agalactiae 0 0 - - -
C(47) S. aureus 08 (17,0%) 10 (5,4%) - - +
S. agalactiae 05 (10,6%) 07 (3,8%) + - +
D (119) S. aureus 10 (8,4%) 10 (2,2%) + + +
S. agalactiae 10 (8,4%) 17 (3,7%) + + +

4 Os sinais positivo e negativo indicam isolamento e nao-isolamento de S.
aureus e S. agalactiae.
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Quadro 6. Namero de bactérias isoladas de amostras de quartos
mamadrio individuais das vacas em lactagdo dos rebanhos A, B,Ce
D, onde foram feitas culturas do leite do tanque

Rebanhos

Bactérias isoladas
) A B C D

(55 vacas) (52 vacas) (47 vacas) (119 vacas)

S. aureus 01 10 07 09
S. agalactiae 01 0 05 16
SCN? 26 27 19 19
ESCPOSP 07 01 01 29
Difterdides 65 03 68 187
S. aureus + ESCPOS 0 02 0 0
S. aureus + Difterdides 01 0 03 01
SCN + Difterdides 04 0 02 06
SCN + ESCPOS 0 01 0 01
S. agalactiae + SCN 0 0 01 0
S. agalactiae + Difterdide 0 0 01 01
ESCPOS + Difter6ide 01 0 0 0
NC¢ 105 160 74 180
CONT4 07 ] 03 16
Quartos mamarios afuncionais 02 04 04 20
Total de isolamentos 118 204 184 465

b Streptococcus sp., esculina positivo.

€ Materiais sem crescimento bacteriano.

d Amostras consideradas contaminadas no processo da coleta, porque
apresentaram mais de trés tipos diferentes de bactérias na placas de
isolamento primario.

Quadro 7. Sensibilidade e especificidade de trés exame consecuti-
vos do leite do tanque para o isolamento de Staphylococcus aureus
e Streptococcus agalactiae nos rebanhos A, B, Ce D onde se
realizaram culturas de todos os quartos mamaérios das vacas em

lactagdo
Amostras Sensibilidade Especificidade
S. aureus S. agalactiae S. aureus  S.agalactiae
Primeira 3/4 (75%) 2/3 (66,7%) 0/0 (100%) 1/1 (100%)
Segunda 3/4 (75%) 3/3 (100%) 0/0 (100%) 1/1 (100%)
Terceira 4/4 (100%) 3/3 (100%) 0/0 (100%) 1/1 (100%)

Dos exames dos quartos mamarios individuais, S. aureus
foi isolado nas seguintes porcentagens dos animais: 1,8% (A);
19,2% (B); 17,0% (C) e 8,4% (D) e dos quartos mamarios: 0,9%
(A); 5,9% (B); 5,4% (C) e 2,2% (D). Os rebanhos A, C e D apresen-
taram infeccao por S. agalactiae, respectivamente, nas seguin-
tes porcentagens dos animais: 1,8%; 10,6% e 8,4% e dos quar-
tos mamarios: 0,46%; 3,8% e 3,7%, respectivamente (Quadro
5). Os demais microrganismos isolados desses animais sao
apresentados no Quadro 6.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os resultados mostraram que o exame micfobiol()gico do lei-
te total do rebanho, usando meios de cultura seletivos, é um
método sensivel e especifico para verificar a presenca da in-
feccao por S. aureus e S. agalactiae no rebanho. A sensibilida-
de, definida como a habilidade do teste identificar correta-
mente os rebanhos infectados e a especificidade, definida

como a habilidade do teste identificar corretamente os nao-
infectados (Martin et al. 1994), obtidas para os rebanhos A,
B, C e D, onde se examinaram todos os quartos mamarios
dos animais em lactagcao, sao mostradas no Quadro 7. No
rebanho A foram detectados apenas dois quartos mamarios
infectados com S. aureus e todas as trés amostras do tanque
foram positivas para este agente. S. agalactiae sé foi isolado
de um quarto mamario no rebanho A e somente uma das
trés amostras do tanque foi positiva. No rebanho C, onde
somente cinco vacas estavam infectadas com S. agalactiae (sete
quartos mamarios positivos), o isolamento de S. agalactiae s6
foi positivo em duas das trés coletas (Quadro 5). Como pode
ser observado, a coleta de mais de uma amostra contribuiu
para melhorar a possibilidade de isolamentos destes agen-
tes. Os resultados das amostras coletadas na plataforma de
recep¢ao da indfistria também evidenciaram que o exame de
mais de uma amostra permitiu identificar maior nimero de
rebanhos positivos, tanto para S. aureus quanto para S.
agalactiae (Quadros 2 e 3).

Alguns fatores que tém sido observados interferir com a
sensibilidade do método sao a dilui¢ao que ocorre quando
todo o leite da fazenda é reunido, a quantidade de bactérias
eliminadas pelas glandulas infectadas e o niimero de glandu-
las infectadas no rebanho (Godkin & Leslie 1993). O padrao
de eliminagao dos agentes contagiosos da mastite pelas glan-
dulas mamarias infectadas geralmente apresenta variabilida-
de, de modo que a analise de amostras consecutivas tem sido
recomendada para aumentar a sensibilidade do exame (Sears
et al. 1990, Bartlett & Miller 1993, Farnsworth 1993, 1997,
Godkin & Leslie 1993). Por essa razao, tem sido recomenda-
da a avaliacao de amostras miltiplas e consecutivas, coletadas
durante um periodo de tempo, para se considerar um reba-

nho isento desses agentes (Bartlett & Miller 1993, Farnsworth

1993, Sears et al. 1993).
A presenca de contaminantes esculina-positivos nas pla-
cas de agar TKT pode prejudicar a identificacao das colonias

-de S. agalactiae. Durante a execucao do teste, na avaliacao

das culturas das amostras coletadas na plataforma de recep-
¢ao da inddstria, houve maior contaminagao com Streptococcus
sp esculina positivos, provavelmente de origem ambiental. A
utilizagdo de visualizacao sob luz ultra-violeta permitiu dife-
renciar melhor as col6nias esculina negativas nessas condi-
¢oes. Este problema nao ocorreu nas amostras dos rebanhos
individuais, quando foram feitas diluicoes do leite. O meio
de agar sal manitol para S. aureus apresentou maior
seletividade, fornecendo sempre menor niimero de colonias,
de modo que foi mais facil detectar col6nias com as caracte-
risticas desta espécie. :

A contagem de células somaticas no leite total fornece
uma indicacao da mastite subclinica no rebanho. Os resulta-
dos obtidos dos 33 rebanhos amostrados na plataforma de
recep¢ao da inddstria mostraram que 27 rebanhos (81,2%)
apresentaram contagens acima de 200.000 células ml. Ni-
veis acima de 200.000 ml! para o leite total tém sido consi-
derados como sugestivos de infec¢ao subclinica nos animais
{Bramley et al. 1996). Contudo, os dados da contagem de
células obtidos fornecem apenas uma indicacao de inflama-
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¢do e devem ser considerados com precaucao, pois foi avali-
ada somente uma amostra em um tnico periodo de tempo.
Sabe-se que, devido as flutuagcdes normais observadas nas
contagens de células somaticas durante o curso da infecgao,
ha necessidade de exame de amostras periddicas, em um
periodo de tempo maior (Reneau 1985, Vecht & Wisselink
1990, Harmon, 1994).

Os resultados mostraram que o exame microbiolégico do
leite do tanque pode ser empregado nas condigoes brasilei-
ras, desde que sejam obedecidos os critérios de uso de meios
seletivos, coleta adequada da amostra, andlise de pelo me-
nos trés amostras consecutivas e identificacao criteriosa das
espécies de microrganismos, especialmente com relagcao a S.
aureus e S. agalactiae. Este método tem sido usado em outros
paises para monitora¢ao de programas de controle da mastite
e triagem de rebanhos especialmente para a mastite
subclinica, causada por organismos contagiosos. Nesse caso
recomenda-se o exame de amostras periédicas mensais
(Bartlett et al. 1991, Edmondson 1993, Farnsworth 1993,
Farnsworth 1997, Godkin & Leslie 1993, Bramley et al. 1996).
E também um método pritico e menos dispendioso, pois
possibilita a avaliacao do conjunto de animais. A coleta do
leite pode ser realizada diretamente nos rebanhos ou na pla-
taforma de recepg¢ao da inddstria, o que oferece a vantagem
de permitir a triagem de rebanhos com rapidez e sem custos
com o transporte. Além disso, se o exame é associado a con-
tagem de células, fornece uma indicagao mais precisa do es-
tado de saide do rebanho.

Embora o exame microbiolégico do leite do tanque ofe-
reca vantagens, é importante salientar que ele nao substitui
o exame de animais ou quartos mamarios individuais no di-
agndstico das infecgcoes intramamarias. Pode ser considera-
do um instrumento Gtil para a monitorizacao de programas
de controle de mastite, mas os resultados obtidos nao po-
dem ser usados para predizer o nlimero de quartos mamari-
os infectados no rebanho (Gonzalez et al. 1986, Bartlett et al.
1991), e culturas negativas nao oferecem a garantia da au-
séncia dos agentes contagiosos da mastite.

A comparacao dos resultados obtidos com amostras de
quartos mamarios individuais com as do leite do tanque evi-
dencia a necessidade de maiores cuidados higiénicos duran-
te o processo de ordenha. O elevado niimero de amostras
positivas para coliformes e leveduras isolados do leite do tan-
que, tanto dos rebanhos A, B, C e D, quanto da plataforma de
recepc¢ao da indastria, indica deficiéncias no esquema de
higienizacao e de obtencao e conservacao do leite. Esses fa-
tos e a alta incidéncia de S. aureus e S. agalactiae apontam
para a necessidade de elaboragao de politicas para o contro-
le da mastite e de melhoria da qualidade higiénica do leite
nas fazendas.
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