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RESUMO

FAGUNDES, H. Ocorréncia de Staphylococcus aureus e Escherichia coli O157: H7 em
rebanhos leiteiros do Estado de Sdo Paulo, 2007. 101 f. Tese (Doutorado) — Faculdade

de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2007.

O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de S. aureus e E. coli O157: H7 no leite de
vacas com mastite subclinica e no leite de mistura de 42 propriedades leiteiras localizadas em
duas regides do Estado de S&o Paulo: Sdo Carlos e Ribeirdo Preto. Paralelamente, entre os
isolados de S. aureus foi objetivo identificar os produtores de toxinas e determinar sua origem
epidemioldgica. O isolamento de S. aureus foi realizado em agar Baird-Parker (35°C, 48h) e a
confirmagéo bioquimica através da catalase, coagulase, termonuclease, produgao de acetoina e
fermentacao aerdbia da maltose. O isolamento de E. coli O157: H7 foi realizado em agar Sorbitol
MacConkey MUG (35°C, 24h). Para confirmagao utilizaram-se as provas do IMVC e sorologia
através do kit Soro Anti E. coli O157. Para a detecgdo da TSST-1 e das enterotoxinas A, B, C e
D utilizou-se aglutinagdo reversa passiva em latex (RPLA). A identificagdo epidemioldgica dos
isolados de S. aureus foi realizada por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). A
ocorréncia de S. aureus no leite individual nas regides 1 (Sao Carlos) e 2 (Ribeirdo Preto) foram
3,9% e 6,7%, respectivamente. Animais pertencentes as propriedades leiteiras com produgao
entre 400 L e 1.000 L/dia apresentaram maior risco de veiculagdo de S. aureus através do leite
quando comparadas com propriedades com producdo < 400 L e > 1.000 L/dia. Quanto ao leite
de mistura, verificou-se que a ocorréncia de S. aureus foi a mesma em ambas as regides (19%).
A produgdo simultdnea das enterotoxinas B e C foi observada em 4,7% dos isolados de leite
individual, enquanto que 4,7% produziram enterotoxina A e toxina TSST-1. A produgéo de TSST-
1, isoladamente, foi constatada em 14,3% dos isolados de leite individual e em 25% do leite de
mistura. Houve similaridade genética entre os isolados de S. aureus, evidenciando sua dispersao
epidemiologica entre as propriedades avaliadas. A ocorréncia de E. coli O157: H7 no leite
individual foi 1% na regido 1 e 1,6% na regido 2. No leite de mistura ndo foi detectada E. coli
0157: H7. Ressalte-se a importancia de medidas preventivas para assegurar a qualidade do leite
durante a ordenha, a fim de evitar a ocorréncia de microrganismos patogénicos, principalmente
S. aureus, e consequentemente prevenir riscos de veiculagdo de toxinfecgbes através deste

alimento.

Palavras-chave: mastite, S. aureus, E. coli 0157: H7, vacas leiteiras, qualidade do leite, Saude

Publica.



ABSTRACT

FAGUNDES, H. Staphylococcus aureus and Escherichia coli O157: H7 occurrence in
dairy herds located in Sdo Paulo State, 2007. 101 f. Thesis (PhD) — Faculdade de

Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2007.

The aim of this study was to verify the occurrence of S. aureus and E. coli O157: H7 in the
milk from dairy cows with subclinical mastitis and in the bulk milk from 42 dairy farms located
in two regions of Sao Paulo State (Region 1: S&do Carlos, Region 2: Ribeirdo Preto). Among
the S. aureus strains isolated, the aim was to identify the toxin producers and their
epidemiological origin. The isolation of S. aureus was conducted using Baird-Parker agar,
and the strains were confirmed by catalase, coagulase, thermonuclease, maltose aerobic
fermentation and acetoin production. The isolation of E. coli O157: H7 was conducted using
Sorbitol MacConkey MUG agar. The strains were confirmed by IMVC and serology using anti
E. coli O157 sera. Rapid passive latex agglutination was used for detection of TSST-1 and
enterotoxigenic strains of S. aureus. The epidemiological identification was performed using
pulsed field gel electrophoresis (PFGE). S. aureus was isolated from 3.9% and 6.7% of the
individual milk samples from regions 1 and 2, respectively. Dairy cows belonging to farms
with milk production ranging from 400 to 1.000 L/day showed higher risk of S. aureus
carrying-over, when compared with dairy farms with milk production < 400 L/day and > 1.000
L/day. In bulk milk samples, the occurrence of S. aureus was the same in both regions
evaluated (19%). The simultaneous production of enterotoxin B and C was observed in 4.7%
of strains isolated from individual milk samples, while 4.7% produced both enterotoxin A and
TSST-1. TSST-1 production alone was observed in 14.3% of S. aureus strains isolated from
individual milk and 25% of bulk milk samples. S. aureus strains tested by PFGE
demonstrated genetic similarity, showing the dispersion patterns of this microorganism
among dairy farms. E. coli O157: H7 was isolated from 1% and 1.6% of individual milk
samples from regions 1 and 2, respectively, although it was not detected in bulk milk
samples. The importance of preventive measures to ensure milk quality during milking
extraction is stressed, aiming to avoid pathogenic agents, mainly S. aureus, and therefore, to

prevent the carry-over of food borne diseases to humans through milk.

Keywords: mastitis, dairy cows, S. aureus, E. coli 0157: H7, milk quality, Public Health.
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1 INTRODUCAO

A produgao de leite do Brasil segue em crescente expansao ao longo dos anos.
Segundo o IBGE, em 2005 a producgdo de leite atingiu 25 bilhdes de litros, classificando o
Brasil, como sexto produtor de leite no mundo. A pecuaria leiteira, devido a sua enorme
importancia social, € uma das mais significantes dentre as atividades ligadas ao agro-
negocio do pais. A atividade é praticada em todo o territério nacional em mais de um milhdo
de propriedades rurais e, somente na produc¢do primaria, gera acima de trés milhdes de
empregos e agrega mais de seis bilhdes ao valor da produgao agropecuaria nacional.

Neste contexto, a qualidade da matéria prima tornou-se um dos maiores
requisitos para o desenvolvimento e consolidagado da industria de laticinios no Brasil. De
modo geral, o controle da qualidade do leite nas ultimas décadas tem se restringido a
prevencado de adulteragdes do produto in natura como, por exemplo, a determinagéo da
acidez, indice crioscépico e densidade. A contagem global de microrganismos aerdbios
mesdfilos, a qual indica a higiene no processo de obtencao do leite, e a contagem de células
somaticas, que indica a presenca de mastite nos animais, s6 passaram a serem exigidas
com a criagdo da Instrugdo Normativa 51 (IN 51) em 2002. Esta norma, implementada
oficialmente desde julho de 2005, é constituida pelos regulamentos técnicos sobre
producdo, identidade e qualidade dos diversos tipos de leite no pais, bem como a coleta e o
transporte a granel de leite cru refrigerado.

O numero crescente e a gravidade das doencgas transmitidas por alimentos em
todo o mundo, tém aumentado consideravelmente o interesse do publico em relagao a
seguranga alimentar. Assim, considerando o leite como alimento basico na dieta humana,
principalmente para criangas e idosos, sua qualidade torna-se primordial. O numero de
doengas associadas ao consumo de leite ndo tratado termicamente, e o risco de
transmissdo de agentes patogénicos e seus metabdlitos, sdo fatores importantes uma vez
que mais de 40% da comercializagéo do leite no Brasil € de origem informal (FARIA, 1998).

As enterotoxinas produzidas por determinadas bactérias nos produtos de origem
animal sdo de extremo interesse devido a acdo nociva que causam a Saude Publica,
principalmente porque tais produtos sdo consumidos na grande maioria das vezes sem
fiscalizacdo. O leite e seus derivados, sobretudo aqueles que nao sofrem tratamento térmico
(pasteurizacdo ou esterilizagdo), podem conter quantidades indesejaveis de
microrganismos, capazes de produzir toxinas e provocar consequentemente alteragdes

quimicas e fisicas no produto final.



17

A principal doenga que acomete as vacas leiteiras € a mastite, definida como a
inflamacdo da glandula mamaria, a qual é de origem predominantemente bacteriana.
Adicionalmente, a mastite & considerada uma via importante de transmissdao de
microrganismos para o leite. Na maioria das vezes, os microrganismos presentes no leite cru
sao destruidos através dos processos térmicos, entretanto, até este momento podem
ocorrer alteragdes na sua composi¢do fisico-quimica decorrentes da presenca destes
microrganismos, que permanecerao no leite e seus derivados afetando a sua qualidade.

Tendo em vista o exposto, o presente trabalho foi estruturado com a finalidade de
verificar a ocorréncia de duas bactérias importantes em relagdo a Saude Publica e
potencialmente causadoras de mastites, o Staphylococcus aureus e a Escherichia coli O157:
H7, no leite de vacas acometidas de mastite subclinica e no leite de mistura de propriedades

leiteiras do estado de Sao Paulo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Qualidade do leite

O leite e seus derivados desempenham um papel nutricional importante para o
homem, particularmente nos primeiros anos de vida, uma vez que fornecem proteinas de
alta qualidade, carboidratos, gorduras e sais minerais necessarios ao desenvolvimento do
organismo. Um litro de leite por dia supre todas as necessidades protéicas de criangas com
até seis anos de idade e mais de 50% do conteudo de proteinas requisitado pelos adultos.
Em relagéo ao calcio, o consumo de um litro de leite diario supre 100% das necessidades
diarias deste mineral (COSTA et al. 1995). E de se esperar, portanto, uma grande
preocupacado em assegurar a integridade e a qualidade intrinseca do leite e dos produtos
lacteos destinados ao consumo humano.

O consumo per capita de leite no Brasil em 2005 foi de 138,21 Kg/habitante/ano.
Durante dez anos, o consumo oscilou entre 124 e 132 kg por pessoa por ano. Acima da
média mundial, de 80 kg, mas muito abaixo das expectativas recomendadas pelo Guia
Alimentar Oficial do Ministério da Saude (2006), que indiretamente sugere ao redor de 200
kg/habitante/ano.

O leite € um alimento cuja popularidade € devida principalmente ao seu sabor e,
somente se for propriamente obtido e processado, sera de boa qualidade.

Segundo Chapaval (1999) as caracteristicas de um leite de boa qualidade s&o:
Ser livre de todos os microrganismos,

Possuir baixa contagem de células somaticas,
Ser livre de sedimentos e matérias estranhas,
Possuir sabor levemente adocicado e levemente aromatico,

Ser livre de odores e aromas estranhos,

SN NN NN

Estar de acordo com os padrdes legais, para 0 minimo de gordura, solidos
totais e solidos desengordurados.

Para atingir estes requisitos se faz necessario que o controle seja exercido desde
a producdo até a distribuicdo do produto. Assim sendo, testes bacteriolégicos, como a
contagem de bactérias mesdfilas, testes quimicos e fisicos, juntamente com testes
sensoriais devem ser empregados no controle de qualidade, tanto para o leite cru como para
o pasteurizado (CARUZO e OLIVEIRA, 1984).

A importancia dos microrganismos do leite revela que o conhecimento sobre o

seu indice de contaminagdao microbiana pode ser usado no julgamento de sua qualidade
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intrinseca, bem como das condi¢cdes sanitarias de sua producdo e da saude do rebanho.
Considerando o potencial de se multiplicarem, as bactérias do leite podem causar alteragdes
quimicas, tais como a degradacao de gorduras, de proteinas ou de carboidratos, podendo
tornar o produto impréprio para o consumo e industrializagao (COUSIN, 1982).

A qualidade do leite assume destacada importancia, também, sob o ponto de
vista de Saude Publica. No Brasil, embora ndo existam estatisticas bem definidas sobre o
assunto, sao freqlientes os casos de doengas associadas ao consumo de leite sem
tratamento térmico ou de derivados produzidos com leite contaminado com microrganismos
patogénicos.

Ao ser extraido da vaca, o leite ja contém microrganismos, mas pode, além disso,
contaminar-se posteriormente, durante as operagcdes que se seguem até o consumo. Uma
grande variedade de organismos pode degradar os constituintes do leite, reduzindo o seu
valor para industrializacdo e consumo. A amplitude dos efeitos vai, desde a reducdo do
tempo de prateleira, até o aumento da rancidez ou uma redugcdo em sua estabilidade. Os
custos ou perdas decorrentes destes processos tém um impacto no valor final do produto
(SCHMITT, 2003).

O leite € um meio de cultura completo para os microrganismos. Assim, a
multiplicagcdo dos microrganismos € muito rapida, se a temperatura for ideal para o
crescimento. A contaminagdo microbiana do leite pode ocorrer por duas vias principais:
através da incorporagao de microrganismos que estao presentes no Ubere, diretamente para
o leite, em casos de mastite; ou através do contato do leite com os ordenhadores, utensilios
e equipamentos contaminados durante as operacdes de ordenha, coleta, armazenamento e
processamento (CHAPAVAL, 1999).

A industria leiteira mundial atravessa um periodo de intensas transformacdes em
sua estrutura, e podem-se identificar como principais tendéncias a diferenciacdo do
pagamento ao produtor por entregar um leite de melhor qualidade e o aumento nas
exigéncias de qualidade por parte das industrias, assim como a maior preocupacgao dos
consumidores com relagao a segurancga alimentar (PRATA, 1998).

A qualidade do leite cru que chega na plataforma da industria deve ser garantida
através da ordenha higiénica de animais sadios e bem alimentados, imediata refrigeracao do
leite na propriedade e seu transporte a granel em tanques isotérmicos até a industria
(DURR, 2006).

Os critérios usados internacionalmente para monitoramento da qualidade do leite
foram incorporados recentemente as normas do Ministério da Agricultura Pecuaria e

Abastecimento (MAPA), por meio da IN 51. A contagem de bactérias totais (CBT) e a
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contagem de células somaticas (CCS) sdo os parametros mais utilizados para a avaliagao
da qualidade e higiene do leite e situagdo da mastite nos rebanhos leiteiros,

respectivamente.

2.2 Doengcas veiculadas por alimentos

Inocuidade é a caracteristica ou propriedade dos alimentos de nao causar dano a
saude do consumidor. Freqlientemente, alimentos de origem animal, especialmente o leite e
seus derivados, estdo associados a surtos de toxinfecgdes alimentares, representando um
grande problema a Saude Publica.

Os conceitos basicos de prevencao e controle da contaminacio alimentar e das
doengas veiculadas por alimentos (DVAs) sugerem, geralmente, melhorar a qualidade
higiénica dos alimentos crus, através da aplicagdo boas praticas de producado e criagao,
utilizacdo de tecnologias de processamento e educagdao de manipuladores. Por isso, o
conceito de inocuidade deve ser analisado dentro do conceito geral de qualidade dos
produtos lacteos (MONARDES, 2004).

As intoxicagbes alimentares caracterizam-se pela ingestdo de toxinas formadas
pela intensa proliferagdo de microrganismos nos alimentos. Embora as bactérias
sintetizadoras de toxinas também sejam usualmente ingeridas, a patogenicidade n&o se
expressa através de uma etapa infecciosa “in vivo”. A producao de altas doses de toxinas
depende do tipo de contaminagdo do alimento e das condicbes oferecidas para a
multiplicagdo de microrganismos como, por exemplo, Clostridium botulinum, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (JAY, 1994).

De acordo com o Ministério da Saude (1999) a contaminagdo microbiolégica do
leite e produtos derivados, tem tido pouca importancia neste pais, mas tem sido foco de
atencao em todo o mundo. Com a crescente preocupacao por parte dos consumidores mais
exigentes quanto a qualidade da dieta alimentar, devemos nos ajustar a nova situagéo
gerada com a modernizagao da industria do leite, monitorando os produtos para garantir um
alimento sadio.

Dentre os diversos tipos de microrganismos patogénicos que podem ser
transmitidos através do leite e derivados, destaca-se o Staphylococcus aureus, cuja
importancia na epidemiologia das doengas veiculadas por alimentos decorre de sua alta
prevaléncia e do risco de producdo, nos alimentos contaminados, de toxinas causadoras de
gastrenterites alimentares (ZECCONI e HAHN, 2000).

A intoxicagao alimentar abrange todas as classes sociais em todo o0 mundo. O S.

aureus € um dos agentes de destaque devido a varios fatores tais como, a sua ubiquidade
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na natureza, o baixo nivel sécio-econébmico dos ordenhadores, muitas vezes portadores
assintomaticos de microrganismos patogénicos e possuidores de maus habitos higiénicos
(GILMOUR e HARVEY, 1990), além da elevada prevaléncia de S. aureus como agente
causador de mastite.

A contaminagdo microbiolégica dos alimentos tem sido objeto de preocupacao
constante em diversos paises. Segundo o CDC (2006), nos Estados Unidos da América
(EUA), estima-se que, anualmente, 76 milhdes de americanos ficam doentes, mais de
300.000 sdo hospitalizados e 5.000 pessoas morrem em decorréncia de doengas
transmitidas por alimentos.

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (1999), foram registrados
593.212 casos de intoxicacdo alimentar entre 1984 e 1997, porém sem especificar as
toxinas, os microrganismos ou as fontes envolvidas. Estes dados, embora subestimados
devido a falta de notificacdo dos surtos, demonstram a relevancia das medidas de controle
sanitario dos alimentos destinados ao consumo humano, particularmente das matérias
primas de origem animal.

A Escherichia coli O157: H7 é uma causa emergente de DVA. Estima-se que
ocorram entre 73.000 casos de infecgdo a cada ano nos Estados Unidos. A infeccéo
freqientemente leva a diarréia sanguinolenta e, em 3 a 5% dos casos leva ao
desenvolvimento da Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) (KATSUYA et al. 1998).

De acordo com dados do Centro de Vigilancia Epidemiolégica (CVE, 2006) do
Estado de Sdo Paulo, 70 casos de SHU foram notificados, rastreados e confirmados de
1998 a 2005, a uma média de 8 casos e 0,3 de o6bitos ao ano. No entanto ndo estdo

relacionados entre os casos os alimentos envolvidos.

2.3 Importancia da mastite na transmissao das DVAs

O principal problema que afeta os rebanhos leiteiros, mundialmente, é a mastite
considerada como a inflamacdo da glandula mamaria. E uma doenca freqlientemente de
origem bacteriana (COSTA et al. 1995a LANGONI et al. 1998). Mais de 80 diferentes
microrganismos ja foram identificados como agentes causadores de mastite bovina, sendo
que as espécies mais freqlientemente isoladas o Staphylococcus aureus, o Streptococcus
agalactiae, o Streptococcus dysgalactiae, o Streptococcus uberis e a Escherichia coli
(HARMON, 1994).

A mastite pode ser classificada em clinica e subclinica (PHILPOT e NICKERSON,

1991) sendo que na forma clinica acontecem anormalidades na secregéo lactea, tamanho,
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consisténcia e temperatura da glandula mamaria. A forma subclinica é aquela na qual existe
a inflamacao, porém sem a apresentacio de sinais visiveis da doenca sendo necessaria a
analise do leite (contagem de células somaticas) para sua deteccéo.

A principal caracteristica percebida durante a mastite subclinica da glandula
mamaria é a elevagao da CCS no leite. O leite dos animais nao infectados deve apresentar
uma CCS menor que 200.000 células/mL. Quando a CCS esta acima deste valor significa
que esta havendo resposta inflamatéria devido a um processo infeccioso (SMITH et al.
2001). Contagens iguais ou inferiores a 200.000 células/mL de leite foram consideradas
normais, ndo acarretando maiores prejuizos ao produtor.

De acordo com o National Mastitis Concil (1996), os rebanhos leiteiros que nao
adotam medidas de controle para mastite apresentam cerca de 50% das vacas infectadas,
em média, em dois quartos mamarios. As estimativas brasileiras apontam valores de 20%
(LANGENEGGER et al. 1970), 38% (FONSECA, 1992), e até 71% para a prevaléncia da
doenca em rebanhos dos estados de Minas Gerais e Sao Paulo (COSTA et al. 1999).

A mastite é considerada como a doenga que proporciona as maiores perdas
econOmicas na produgdo de leite. Estima-se que haja um prejuizo de cerca de US$ 1,8
bilhées/ano nos EUA, em func¢do da ocorréncia de mastites (NATIONAL MASTITIS CONCIL,
1996). No Brasil, estima-se que, em funcdo da alta prevaléncia de mastite nos rebanhos,
possa ocorrer perda de producao entre 12 e 15%, o que significa um total de 2,8 bilhdes de
litros/ano em relagao a produgao anual média de 20 bilhdes de litros (FONSECA e SANTOS,
2000).

No Brasil pode-se afirmar que a forma subclinica ocorre em todos os rebanhos
leiteiros. Em levantamento realizado de 1999 a 2003 na Regido Sudeste do Brasil por
Machado et al. (2003), a prevaléncia de mastite subclinica nos rebanhos era de
aproximadamente 40%. A taxa de novas infec¢des e infecgbes cronicas de 22% e 68%,
respectivamente. Estes numeros mostram, segundo os autores que os animais ficam
infectados facilmente, e que, na sua grande maioria, permanecem infectados, resultando em
uma alta prevaléncia da doenca.

O limite maximo legal para a CCS do leite nos EUA para produtores individuais
(leite de mistura) é de 750.000 células/mL e de 500.000 células/mL no Canada. Para paises
da Unido Européia, Nova Zelandia e Australia este limite € de 400.000 células/mL. No Brasil,
a IN 51 estabeleceu que a partir de Julho de 2005, o limite para CCS nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste sera de 600.000 células/mL para leite tipo B e 1.000.000 células/mL

para o leite cru refrigerado.
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Existe um grande numero de doengas infecciosas que podem ser transmitidas ao
homem através do leite. A contaminagdo do leite extraido da glandula mamaria
freqlientemente é devido a mastite, resultando em um elevado nimero de bactérias sendo
eliminadas no leite. Uma das grandes preocupagdes da industria de alimentos relaciona-se
ao controle do desenvolvimento microbiano, visando eliminar os riscos a Saude Publica,
bem como prevenir ou retardar o surgimento de alteragbes indesejaveis nos alimentos
(LANGE e BRITO, 2003).

2.4 Manejo de ordenha e sua importancia no controle da mastite e qualidade do
leite

A ordenha envolve um numero importante de fatores: a fisiologia e saude do
animal, a mecanica da maquina de ordenha, a qualidade higiénico-sanitaria de obtengao do
leite e a organizacao e produtividade da mao de obra (TAVERNA, 2004).

A microbiota presente na superficie externa do Ubere é numerosa e variada. O
ambiente e as condigdes de manejo modificam continuamente essa populagao. Portanto, a
quantidade de bactérias existentes sobre a pele dos tetos antes da coloca¢do do conjunto
de teteiras para a ordenha, reflete ao mesmo tempo a qualidade do ambiente onde se
movimentam ou permanecem 0s animais e a efetividade das praticas de higiene de ordenha
adotadas (TAVERNA, 2004).

As praticas de higiene de ordenha aplicadas antes da colocagao das teteiras tém
trés finalidades: (1) diminuir os riscos de penetracdo de bactérias patogénicas presentes
sobre o teto no interior da glandula mamaria, principalmente as de origem ambiental; (2)
limitar a contaminagédo bacteriolégica e de sedimentos no leite; (3) contribuir para a
estimulagado na ejegéo do leite.

As rotinas propostas para higienizar os tetos antes da ordenha sdo multiplas e
variam desde algumas muito simples, que consistem em nao fazer nada e colocar as
teteiras diretamente, até outras mais complexas, que combinam praticas distintas de
lavagem com o uso de desinfetantes e secagem final com papel descartavel individual
(TAVERNA, 2004).

A higienizacado dos tetos antes da ordenha contribui para melhorar a qualidade
do leite e para prevenir e controlar as infecgdes da glandula mamaria (PANKEY, 1989). Os
cuidados higiénicos atualmente recomendados para o periodo da ordenha baseiam-se em
estudos e procedimentos que contemplam o manejo e os equipamentos da ordenha
mecanizada (HILLERTON, 1996).
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Dentre as praticas de limpeza de tetos mais recomendadas atualmente estdo o
pré dipping e o pos dipping, que consistem na imersao dos tetos antes e depois da ordenha,
respectivamente em desinfetante proprio. O pré dipping segundo TAVERNA (2004) é o mais
importante, pois apresenta bons resultados em relagdo a contagem bacteriana total e
presenga de Staphylococcus no leite.

Pedrini e Margatho (2003) afirmam que imergir os tetos cobrindo-os por inteiro
com solugdes anti-sépticas adequadas é uma das praticas mais importantes e
indispensaveis para reducdo da mastite contagiosa. Ja para Jones (1998), o pré dipping
reduz novos casos de mastites causadas por coliformes e estreptococos ambientais. Para
Goldberg et al. (1994), ocorre uma melhora na condi¢cao sanitaria da pele do teto e, assim,
reduz-se as taxas de infeccdo da glandula mamaria no rebanho. Brito (2000) relata uma
reducédo do numero de bactérias na pele dos tetos em mais de 90% apdés a mamada do
bezerro, se os tetos forem cuidadosamente higienizados.

Os principios de uma higiene adequada de ordenha ainda incluem o uso de
luvas descartaveis pelos ordenhadores, as quais devem ser mantidas limpas ao longo da
ordenha, e a utilizacdo de toalhas descartaveis individuais para limpeza dos tetos dos
animais antes da ordenha (EDMONDSON, 2002).

A maquina de ordenha, as maos do ordenhador, praticas de higiene
inadequadas e lesdes nos tetos sao fatores importantes que possibilitam o contato da
glandula mamaria do animal com microrganismos patogénicos. De acordo com Amaral et al.
(2004) a pratica de desinfeccéo de teteiras com cloro entre os animais, durante a ordenha,
nao é eficiente para diminuir a contaminacao na extremidade dos tetos por microrganismos.
Os autores observaram que o numero de coliformes fecais e Staphylococcus sp. nao foi
reduzido apds o uso desta pratica e em alguns conjuntos de teteiras houve aumento do

numero de microrganismos isolados.

2.5 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus destaca-se como o0 microrganismo causador de mastite
contagiosa de maior importancia, de maior ocorréncia nos rebanhos mundiais, e de
tratamento mais dificil devido a elevada resisténcia aos antibioticos. Coerentemente, o S.
aureus &, também, o microrganismo patogénico mais freqientemente isolado no leite cru
(ZECCONI e HAHN, 2000).

A contaminagéo do leite com S. aureus pode ocorrer através das duas vias, uma
vez que se trata de um microrganismo patogénico que pode causar inflamagdes no uUbere

das vacas, além de estar presente em superficies de utensilios e equipamentos de ordenha.
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Neste ultimo caso, deve-se ressaltar a importdncia do homem como reservatério de S.
aureus e principal veiculador do microrganismo em alimentos (CHAPAVAL, 1999).

Entre as caracteristicas morfofisiolégicas do S. aureus, destacam-se as
seguintes: sdo cocos Gram positivos, coagulase positivos, B-hemoliticos, maltose e manitol
positivos (JAY, 1994). Pode apresentar polimorfismo, o que acarreta muitos problemas para
o controle das infec¢des porque afetam diretamente o sistema imunoldgico da vaca e sua
suscetibilidade as infecgdes.

O S. aureus é classificado como microrganismo mesdfilo, porém, pode
apresentar crescimento em temperaturas compreendidas entre 7°C e 47,8°C (JAY, 1994).
Por outro lado, as enterotoxinas estafilococicas sao produzidas entre 10°C e 46°C (SMITH et
al. 1983) e apresentam elevada resisténcia térmica, podendo sobreviver aos tratamentos
térmicos comumente aplicados ao leite, como a pasteurizacao e esterilizago.

Em levantamentos epidemiolégicos nacionais e internacionais o S. aureus esta
presente em cerca de 50% das infecgbes da glandula mamaria dos bovinos leiteiros. Brabes
et al. (1999), analisando 127 amostras de leite de cinco propriedades leiteiras dos estados
de Sao Paulo e Minas Gerais, encontraram uma prevaléncia de 40% para a espécie S.
aureus. Neste mesmo estudo, verificou-se que houve predominio de bactérias do género
Staphylococcus sp na etiologia da mastite em 3 propriedades, com percentuais de
positividade entre 32 e 80%.

O impacto gerado pela presencga deste microrganismo no leite esta justamente no
risco potencial a Saude Publica, uma vez que muitos isolados de S. aureus s&o produtores
de enterotoxinas potentes. Todavia as enterotoxinas produzidas pelo S. aureus também
interferem grandemente na patogenia da mastite bovina por serem importantes fatores de
viruléncia e dessa forma causarem danos ao tecido mamario.

Brabes et al. (1999), considerando o isolamento de diversas amostras produtoras
de enterotoxinas, indicaram um risco potencial a saude humana associada ao consumo do
leite dos rebanhos analisados. No estudo os autores constataram que a maioria dos casos
diagnosticados de mastite era do tipo subclinico, ou seja, de animais que ndo apresentavam
alteracdes visiveis na glandula mamaria e tampouco no leite.

O S. aureus é amplamente distribuido nos rebanhos leiteiros, de forma que a
probabilidade de contaminacdo do leite e consequiente producdo de enterotoxinas sao
bastante elevadas. Em bovinos, Kenny et al. (1993) relataram que, no minimo, 28,6% dos
isolados de S. aureus do Ubere secretam uma ou mais toxinas. Matsunaga et al. (1993), no

entanto, encontraram 34,5% de isolados enterotoxigénicos. Em cabras, a ocorréncia pode
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ser ainda maior, a julgar pelos dados apresentados por Valle et al. (1990), os quais
obtiveram 48,8% de isolados toxigénicos de S. aureus oriundos diretamente do leite.

Em um estudo conduzido no Brasil por Mariano et al. (2002), foram coletadas
184 amostras de leite caprino, das quais foram detectadas 36 amostras (19,6%) contendo
bactérias enterotoxigénicas do género Staphylococcus, sendo 14 delas (38,8%) positivas
para a espécie S. aureus. Os autores concluiram que as enterotoxinas produzidas
permanecem no leite pasteurizado gragas a sua termoestabilidade, tornando-se um risco em
potencial a saude dos consumidores de leite de cabras.

A produgado de enterotoxinas n&o esta restrita unicamente a espécie S. aureus.
Estudos evidenciaram espécies coagulase negativas, capazes de produzir toxinas em
condi¢cdes laboratoriais, como S. xylosus, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. cohnii, S.
chromogenes, S. warneri, S. sciuri e S. lentus (PEREIRA et al. 2001). Este fato demonstrou
que outras espécies além de S. aureus, sao capazes de produzir enterotoxinas, embora esta
caracteristica ja tivesse sido relatada, também, para outras espécies coagulase positivas,
como S. hyicus e S. intermedius (VALLE et al. 1999).

Porém nao existem estudos conclusivos sobre a relagdao entre caracteristicas
fenotipicas dos isolados de S. aureus, e sua capacidade de produgao de toxinas. Entretanto
Matsunaga et al. (1993) tém sugerido que a produgao de toxinas seria mais freqlientemente
observada em cepas que apresentam maior patogenicidade quando relacionadas as
mastites.

O mecanismo utilizado pelo S. aureus para invadir e colonizar a glandula
mamaria dos bovinos e causar processo inflamatdrio ainda nao esta bem claro. Sabe-se que
a colonizagao se da através da penetragéo por via ascendente pelo canal do teto, que apos
esta entrada ocorrem danos ao epitélio da glandula mamaria e conseqlientemente aumento
da resposta inflamatéria (ALMEIDA et al. 1996).

O S. aureus causador de mastite em bovinos expressa varios fatores de
viruléncia que permite a este microrganismo causar infecgbes cronicas permanecendo por
longos periodos no interior da glandula mamaria. As enterotoxinas produzidas pelo S.
aureus sd o um grupo de fatores de viruléncia importante que funcionam como
superantigenos causando processos inflamatérios graves (EBLING et al. 2001).

Entre esses fatores, destaca-se a toxina 1 da sindrome do choque toxico (TSST-
1), reconhecida como a principal causa da sindrome do choque téxico (TSS) em humanos,
caracterizada por febre, hipotensdo, congestdo em varios 6rgaos e choque letal (CARDOSO
et al. 2000).
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Younis et al. (2003) cita em estudo realizado que dos isolados de S. aureus
provenientes de casos de mastite bovina a enterotoxina C foi identificada em 6 a 16% dos
isolados. E de acordo com Matsunaga et al. (1993) a TSST-1, a enterotoxina C, a a -
hemolisina e a B-hemolisina contribuem grandemente para a patogenia da mastite, pois séo
potentes ativadores das células T do sistema imunolégico.

De acordo com Bennett (1996), a positividade para a enzima coagulase tem sido
usada para indicar patogenicidade dos isolados toxigénicos e a presenga da enzima
termonuclease, sugerida como indicador mais confiavel dessa enterotoxigenicidade.
Segundo Bergdoll (1989), se uma cepa apresenta resultados positivos para a produgéo das
enzimas coagulase e termonuclease pode ser considerada como potencialmente produtora
de enterotoxina.

Genigeorgis (1989) e Bergdoll (1989) em revisdo de diversos trabalhos
identificaram o S. aureus, e outras espécies do género como enterotoxigénicas.
Contradizendo informacdes de que somente espécies coagulase positiva séo
enterotoxigénicas e, de que, espécies coagulase negativa sdo sempre nao
enterotoxigénicas, nao constituindo, portanto risco a saude publica. Em trabalho
desenvolvido por Lamaita et al. (2005) se constatou que dos 24,6% dos pools de S. aureus
testados que apresentaram resultado positivo para a prova da coagulase produziram algum
tipo de enterotoxina, enquanto 41,3% dos pools enterotoxigénicos eram coagulase negativa.

Muitos estudos tém sido desenvolvidos para tentar determinar o nimero minimo
de testes bioquimicos necessarios para identificar e diferenciar S. aureus, S. intermedius e
S. hyicus (CAPURRO et al. 1999; ROBERSON et al. 1992), no entanto, ndo existe consenso
de quais provas bioquimicas deveriam ser utilizadas para este propdsito.

Gandra et al. (2005) com o objetivo de avaliar a eficiéncia de provas
biogquimicas usualmente aplicadas em laboratérios de microbiologia, verificaram que, as
cepas isoladas em Agar Baird Parker e Agar P suplementado com acriflavina apresentaram
resultados muito variaveis. De forma que os autores chegaram a conclusdo que, dentre as
provas avaliadas a sensibilidade a acriflavina e a atividade da B-galactosidade foram as
melhores em termos de diferenciagdo entre espécies, e que as demais provas serviriam

apenas com complementares, aumentando a chance de correta identificagao.

2.5 Escherichia coli

Os problemas de mastite nos rebanhos leiteiros associados com os
microrganismos ambientais diferem daqueles causados por patégenos contagiosos. De

acordo com Smith e Hogan (1993) os principais patdgenos ambientais sdo as bactérias
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Gram negativas, dentre estes os mais freqlientemente associados com mastite bovina séo
os coliformes (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp).

A mastite por microrganismos da familia Enterobacteriacea, geralmente
manifesta-se na forma aguda e de curta duragao representando um risco a vida do animal
(DUNN, 1994). Eberhart (1984) afirmou que a E. coli, a Klebsiella sp e espécies de
Enterobacter sdo as principais enterobactérias causadoras de mastite. Estes patégenos
podem se dispersar no ambiente através das fezes e, portanto, o risco de infeccdo é maior
pelo contato com materiais altamente contaminados e equipamentos que nao foram limpos
adequadamente.

As infeccdes por E. coli na glandula mamaria estido relacionadas ao
comportamento oportunista do agente, veiculado das fezes dos animais, pela via
ascendente, através do canal galactoéforo (RADOSTITS et al. 2000).

Shpigel et al. (1998) examinando 978 animais que apresentaram processo clinico
de mastite verificaram que a E. coli foi o principal microrganismo isolado, identificado em
51,2% dos casos. Miltenburg et al. (1996), na Holanda, verificaram a E. coli como a principal
enterobactéria isolada de casos de mastite, 16,9% das 1103 amostras de leite.

Considerando a mastite subclinica, Costa et al. (1998) n&o verificaram diferenca
entre os niveis de mastite clinica e subclinica por enterobactérias. Porém Cullor (1993) e
Dunn (1994), afirmaram que a mastite por enterobactérias geralmente manifesta-se na
forma clinica aguda e de curta duragao. Entretanto, Bradley e Green (2000), relataram que
as enterobactérias sdo capazes de persistirem no Ubere por periodos prolongados podendo
recrudescer e determinar mastite clinica. Ja Dopfer et al. (1999) afirmaram que infeccbes
persistentes por E. coli ocasionam apenas mastite subclinica.

A E. coli normalmente habita o trato gastrintestinal dos bovinos saudaveis, de
modo que o bovino parece ser o principal reservatério do sorotipo O157: H7. A E. coli O157:
H7 pode se abrigar nas fezes durante um periodo médio de 21 dias, podendo variar de 5 a
124 dias (FORSYTHE, 2002).

O conteldo fecal destes animais pode contaminar a glandula mamaria das vacas
leiteiras e o0s equipamentos utilizados nos procedimentos de obtencdo do leite. A
transmissdo para humanos ocorre principalmente, por meio de consumo de alimentos
contaminados, como carne crua ou pouco cozida e leite n&do tratado termicamente. A
contaminacéo fecal da agua e outros alimentos, bem como contaminacgao cruzada, durante
a manipulacdo dos alimentos, também pode ser responsavel pela transmissdo. Ha
evidéncias da transmissao deste patdégeno pelo contato direto entre pessoas (FORSYTHE,
2002).
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De acordo com o CVE, a E. coli O157: H7 pode ser encontrada em fazendas de
gado e ser isolada de bovinos saudaveis. A carne pode ser contaminada no abate ou
durante o processamento inadequado, quando as bactérias intestinais contaminam a
carcacga ou quando a carne € moida. A ingestdo de leite sem tratamento térmico também
tem sido associada a surtos, através da contaminacdo do Ubere das vacas ou dos

equipamentos de ordenha com conteudo fecal.

A E. coli O157: H7 foi primeiramente reconhecida como causa de doenga em
1982 durante estudos epidemiolégicos de dois surtos ocorridos de diarréia sanguinolenta
severa nos Estados Unidos, que foram associados a ingestao de hamburgueres (KATSUYA,
et al. 1998).

Varios sorotipos de Escherichia coli, como a ECST (E. coli produtora de
shigatoxina ou verotoxina - ECVT) grupo no qual pertence o sorotipo O157: H7 tém sido
relacionadas a doengcas em humanos. Alimentos de origem alimentar incluindo o leite séo
notificados como importantes veiculos de infeccao por ECST em humanos. Esta
comprovado, segundo o autor, que o sorotipo O157: H7 pode ser isolada das fezes e do leite
de animais assintomaticos (JAYARAO e HENNING, 2001).

Crump et al. (2002), descreveram um surto de diarréia por E. coli O157: H7 entre
visitantes de uma propriedade leiteira na Pensilvania, EUA, que permite visita e acesso do
publico aos animais. Foi realizada uma extensa pesquisa ambiental na fazenda para
identificar as fontes da E. coli O157: H7. Como resultado os autores obtiveram que, 51
pacientes com infecgdo confirmada ou suspeita estavam envolvidos no surto. A média etaria
dos pacientes foi de 4 anos, e a SHU se desenvolveu em 8 individuos. O contato com os
animais e seu ambiente foi associado com maior risco de infecgcdo. Os estudos ambientais
mostraram que 28 dos 216 animais da fazenda (13%) estavam colonizados por E. coli O157:

H7 com o mesmo padrao encontrado na PFGE daquela isolada dos pacientes.

2.6 Caracteristicas das toxinas produzidas por S. aureus

As enterotoxinas produzidas pelo S. aureus pertencem a uma grande familia de
toxinas pirogénicas produzidas tanto por bactérias do género Staphylococcus, como
Streptococcus, os quais dividem a mesma fisiologia, relagdo genética, estrutura, funcao e
sequéncia homologa. Estas toxinas podem causar choque toxico e estdo comumente
associadas com intoxicagbes alimentares e diversas formas de alergias e doencgas
autoimunes (BALABAN e RASOOLY, 2000).
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As enterotoxinas funcionam como potentes toxinas gastrintestinais assim como
superantigenos que estimulam a proliferacao de células T ndo especificas. Apesar do modo
de agao das enterotoxinas como superantigenos ser muito bem conhecido, pouco se sabe
sobre o mecanismo de acdo das enterotoxinas como causadoras de gastrenterites em
humanos (BALABAN e RASOOLY, 2000). Segundo os autores, uma das hipéteses € que a
capacidade enterotoxigénica pode facilitar a transcitose (trafego de substancia dentro de
vesiculas de um lado para outro do exterior celular), assim possibilitando a interacao das
toxinas com as células T na corrente sanguinea levando a atividade antigénica.

A sintomatologia observada na maioria dos casos de gastrenterite estafilocécica
inclui nauseas, vémitos, contracbes abdominais, diarréia, sudorese e cefaléia. A intoxicagao
geralmente nao ¢€ letal, sendo que a duragao dos sintomas é de 1 a 2 dias podendo evoluir
para quadros mais severos, dependendo da susceptibilidade do individuo. O periodo de
incubacgao varia de 1 a 6 horas apos a ingestdo do alimento contaminado, com média de 4
horas (BALABAN e RASOOLY, 2000).

Com base em métodos soroldgicos, identificam-se sete enterotoxinas
estafilocécicas, denominadas A, B, C4, C,, C3, D e E. S&o proteinas simples, resistentes a
hidrdlise pelas enzimas gastricas e jejunais, e estaveis ao aquecimento a 100°C durante 30
minutos, ndo sendo inativadas totalmente pela cocgcdo normal, pasteurizacdo e outros
tratamentos térmicos usuais (JAY, 1994). A enterotoxina do tipo A € a mais freqlentemente
associada a gastrenterite estafilocdcica.

Segundo Cardoso et al. (2000), a produgédo simultanea de diferentes tipos de
toxinas pode aumentar os seus efeitos toxigénicos isolados, sugerindo que essa co-
producao possa desempenhar papel importante na patogenia das infecgdes intramamarias
produzidas por esse microrganismo. Refai et al. (1998) demonstraram que existe associagao
entre a atividade enzimatica especifica, a enterotoxigenicidade e a resisténcia de S. aureus
a varios antibioticos, principalmente naquelas amostras produtoras de mais de um tipo de
enterotoxina.

A TSST-1 é um polipeptideo de cadeia simples, com propriedades bioldgicas
comuns a outras exotoxinas pirogénicas, como capacidade de induzir febre, aumentar a
letalidade do choque endotoéxico, estimular a proliferagao inespecifica de células T e induzir
a producgao de interleucina-1, de gama interferon e do fator alfa de necrose tumoral (ELLIS
et al., 1993).

O primeiro relato de detecgao de TSST-1 produzida por Staphylococcus spp. de
origem animal foi feito por Jones e Wieneke (1986). Estudos recentes, realizados com S.

aureus isolados de casos clinicos e subclinicos de mastite bovina, demonstraram que entre
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20% e 77% dos isolados produziram TSST-1 e enterotoxinas estafilocécicas,
respectivamente. Em tanques de expansao utilizados para resfriamento e armazenamento
de leite, 75,4% dos isolados de S. aureus demonstraram capacidade de produzir essas
toxinas (TAKEUCHI et al. 1998).

Em trabalho realizado por Cardoso et al. (2000), de um total de 127 amostras
isoladas de mastite bovina, 83 (65%) apresentaram produg¢do de pelo menos um tipo de
toxina, isolado ou em combinagédo. Algumas amostras eram produtoras de até quatro toxinas
diferentes ao mesmo tempo. Apenas 35% das amostras testadas foram negativas para
qualquer tipo de toxina produzida. Das toxinas identificadas neste trabalho, houve
predominio da TSST-1 e da enterotoxina D, em relagdo as outras enterotoxinas
estafilococdcicas. Outros pesquisadores, entretanto, associam TSST-1 e a enterotoxina C a
amostras causadoras de mastites agudas e subclinicas em bovinos. (JONES e WIENEKE,
1986; MATSUNAGA et al. 1993; TAKEUCHI et al. 1998).

A capacidade de produzir uma ou mais enterotoxinas € encontrada em 30 a 50%
das cepas de S. aureus. Masud et al. (1993), ao examinar 48 linhagens enterotoxigénicas de
S. aureus, isoladas de produtos lacteos, observaram que pelo menos 16 delas produziram
mais de um tipo de enterotoxina. A enterotoxina mais comumente encontrada foi a do tipo A
(em 37,7% do total de isolados), seguida pelo tipo B (17,7%), D (11,8%) e C (10,6%).

A presenca de enterotoxinas estafilococicas no leite e nos produtos lacteos tem
sido constatada em diversos estudos. Rosec et al. (1997), analisando queijos elaborados
com leite cru, observaram a presenca de toxina do tipo C em 73,7% das 61 amostras
analisadas.

Ng e Tay (1993), estudaram amostras de leite fresco contaminado com S. aureus
coagulase positivo. A presenca de cepas de S. aureus produtoras de enterotoxinas foi
constatada em 32,45% dos isolados, os quais produziram 29,7%, 36,1%, 22,2% e 16,7%
das enterotoxinas do tipo B, C, D e A respectivamente.

Segundo Evenson et al. (1988), a quantidade minima de enterotoxina
estafilococdcica necessaria para causar sintomatologia em humanos é de 200 ng. Este valor
foi estimado a partir de um surto de gastrenterite atribuido a leite achocolatado, cujas
amostras revelaram enterotoxina A no nivel médio de 144 ng/embalagem. No episddio,
criancas com idade de 5 a 9 anos mostraram maior sensibilidade do que adolescentes de 10
a 19 anos de idade. Calcula-se que, para produzir intoxicagdo no homem, sejam
necessarios de 15 a 357 ng de enterotoxina por kg de peso corporal (Yl e LEE-WONG,
1997).
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Na Inglaterra, Bone et al. (1989) relataram que queijos fabricados com leite de
ovelhas foram responsaveis por casos de intoxicagdo alimentar, sendo que as amostras de
queijos revelaram a presenga de enterotoxina A. Apdés a realizagdo de analises
complementares em amostras de leite e de queijos, os autores concluiram que a
contaminacao por S. aureus ocorreu devido a algum tipo de infec¢ao sofrida pelos animais

na fazenda, e n&o no processo de elaboragio dos queijos.

2.7 Caracteristicas das toxinas produzidas pela E. coli.

E.coli O157: H7 pertence a um grupo de cepas patogénicas de E.coli,
conhecidas como entero-hemorragicas (ECEH) ou produtoras de verotoxina (ECVT). Essas
linhagens caracterizam-se pela produgdo de uma toxina chamada de verotoxina (VT) ou
"shiga-like" toxina (ST). A VT provoca uma doenga chamada colite hemorragica que, em
casos mais graves, resulta em um quadro conhecido como sindrome hemolitica urémica
(SHU) (SILVA, et al. 2001).

A SHU é uma complicacdo de doenca diarréica causada por alimentos
contaminados (carne moida, principalmente, mas também agua, sucos e verduras) por E.
coli O157 e outras produtoras de toxina tipo Shiga, sob vigilancia epidemiolégica. Assim,
como todas as diarréias sanguinolentas, a SHU é de notificagcdo compulséria para que se
garanta adequada investigagdo clinico-laboratorial e epidemioldgica dos casos,
levantamento de outros casos relacionados, controle e prevencdo de possiveis surtos e
medidas em relagdo aos alimentos suspeitos.

No estado de S&o Paulo, a primeira cepa de E. coli O157: H7 toxigénica, foi
isolada e identificada pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL), em julho de 1997. Esta cepa foi isolada
a partir de uma amostra de agua de poco, de uma chacara localizada em Parelheiros, sub-
distrito do municipio de Sao Paulo. Porém na segunda amostra de agua do pogo, assim
como nas fezes humanas e de animais peri-domiciliares, ndo foi mais detectada a E. coli
0157: H7 (KATSUYA et al. 1998). Embora ndo tenha sido identificado nenhum caso de
infeccdo humana na area estudada, a detecg¢ao deste patégeno em nosso meio torna clara a

importancia da possibilidade de surtos de diarréia causados por este patégeno emergente.

As cepas ECEH podem pertencer a diferentes grupos sorolégicos somaticos e o
sorotipo 0157: H7 é o mais importante. O O157 e o H7 referem-se a sorotipagem dos
antigenos O (somatico) e H (flagelar) da linhagem (FORSYTHE, 2002).
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Investigagcbes de surtos tém demonstrado que a E. coli O157: H7 pode ser
transmitida através de uma variedade de alimentos, agua e através do contato entre
pessoas. De acordo com o CVE (2006), na maioria dos surtos descritos, a transmissao
ocorre através de alimentos de origem bovina, sendo as carnes moida, crua ou mal
passada, implicados em quase todos os surtos documentados e mesmo em casos

esporadicos.

Desde que foram descritas a Escherichia coli O157: H7 e outras ECEH
tornaram-se conhecidas como os principais agentes causadores de diarréia hemorragica.
Em sentido estrito, o termo ECEH refere-se apenas aos sorotipos que causam a doenca
clinica idéntica a causada pela E. coli O157: H7, n&o existindo consenso sobre quando é
que uma E. coli produtora de stx pode ser considerada uma ECEH. Entre 5% a 10% das
pessoas infectadas, sobretudo criangas pequenas e pessoas idosas, desenvolvem
complicacao grave, como a SHU.

A SHU é caracterizada por anemia e faléncia renal com uma taxa de letalidade
situada entre os 2% e 7% e uma taxa de seqlelas em longo prazo, como a insuficiéncia
renal, lesdes neuroldgicas ou hipertensao, de 12% a 30%. A incapacidade da E. coli O157:
H7 em fermentar o sorbitol, tem sido amplamente utilizada como forma de diferencia-la
bacteriologicamente de outras E. coli 0157, porém tém sido identificados isolados de E. coli
0157 que fermentam o sorbitol (AMMON, 1997).

A E. coli é uma espécie heterogénea que inclui muitos biétipos, cepas isoladas
de diarréia tém mecanismos de viruléncia bem definidos, enquanto que cepas isoladas de
casos de mastites em animais sdo associadas com diferentes sorogrupos e nao parecem ter
potencial patogénico especifico (HINTON e BALE, 1991). Porém n&o se tem conhecimento
sobre isolados de E. coli produtores de enterotoxinas, principalmente a O157: H7, e sua
associacao com casos de mastite bovina, nao se sabe se estas permanecem no leite e nem
a quantidade de toxina produzida.

No entanto, pesquisadores encontraram baixa incidéncia de doengas causadas
por estas toxinas, de 1982 a 1990 somente 14 casos foram confirmados de doencas
causadas pela ECST relacionada ao consumo de leite cru nos EUA (ERKSINE et al. 1991).
Em estudo conduzido por Jayahao e Henning (2001) a ECST foi isolada de somente cinco
num total de 131 (3,8%) amostras de leite de mistura em fazendas leiteiras no estado de
Dakota do Sul/EUA.

De acordo com FDA (Food and Drug Administration) dos EUA a dose infecciosa
para E. coli O157: H7 é desconhecida. No entanto, a compilagdo de dados de surtos indica

que a dose infecciosa para E. coli O157: H7 menor que dez células. Os dados mostram que
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um pequeno numero de microrganismos € capaz de causar doenga em criangas jovens,

idosos e pessoas imunocomprometidas (FORSYTHE, 2002).

2.8 Variabilidade genotipica dos isolados de S. aureus

Existe uma heterogeneidade genética consideravel em populacdes naturais de
S. aureus (KAPUR et al. 1995), a qual pode ser explorada para investigar a disseminacgao do
isolados de origem humana e animal.

A avaliagdo desses tragos heterogéneos inclui as variagdes das caracteristicas
bioquimicas, de sensibilidade a antimicrobianos, a fagotipagem, o perfil da presenca de
plasmideos, o estudo das regides varidveis dos genes da coagulase, da regido X da
proteina A e do espacador intergénico entre as regides 16S e 23S do RNA ribossomal. No
entanto, embora existam diferentes métodos para a tipagem de isolados de S. aureus, nem
todos apresentam eficiéncia equivalente, no que diz respeito a suas capacidades
discriminatérias (FERREIRA, 2004).

A diferenciagdo dos isolados constitui a base do estudo epidemiolégico de
doengas infecciosas. Um marcador epidemioldgico, por este motivo, deve ser capaz de
discriminar os isolados ndo relacionados, bem como classificar os isolados
epidemiologicamente relacionados em um mesmo grupo (FRENAY et al. 1996).

As informagdes sobre a distribuicdo dos clones de S. aureus nas propriedades
de exploracgao leiteira no Brasil sdo escassas (SANTOS et al. 2003). Segundo este autor a
associacdo entre os isolados de S. aureus provenientes de mastites e os locais de
isolamento s&o de extrema importancia epidemiolégica. As linhas de ordenha sao locais de
intenso manejo, que podem propiciar condi¢bes de veiculacado de patégenos para a glandula
mamaria, especialmente S. aureus, casos sejam negligenciados os procedimentos de
desinfecgao dos equipamentos de ordenha e de higiene da glandula mamaria durante a pré
ordenha.

A composicao do leite, sua contaminagdo microbioldgica natural e o seu alto
grau de manipulacdo até o processamento, podem explicar o fato dos derivados lacteos
serem freqUientemente implicados nas DVAs (TONDO et al. 2000). No Brasil dentre os
microrganismos patogénicos, o S. aureus é o mais encontrado no leite cru e também o mais
isolado de casos de mastite.

Portanto, do ponto de vista epidemiolégico, é de grande importancia a
determinagdo da origem dos organismos envolvidos na etiologia da mastite bem como
determinar o alimento envolvido nos surtos de DVAs. Neste contexto, a caracterizagao exata

dos patégenos se faz imprescindivel para a deteccédo das vias de transmissao e fontes de
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infeccdo, além de permitir o monitoramento da disseminagado dos isolados entre distintas
populagdes animais (LANGE et al. 1999).

Segundo Bannerman et al. (1995), identificar a origem dos isolados quando da
ocorréncia de surtos € o maior desafio para determinar a causa do surto e as medidas de

controle subsequentes.

2.9 Principios da eletroforese em gel de campo pulsado

As técnicas empregadas na identificacdo genotipica de microrganismos,
incluindo a diferenciacido de espécies e a discriminacdo de individuos de uma mesma
espécie, obtiveram grandes avangos nos ultimos anos. O desenvolvimento de técnicas
moleculares de tipagem de microrganismos abriu novas possibilidades nos campos da
classificagdo, identificagcdo e diagndstico. O conhecimento sobre a filogenia e evolugdo dos
microrganismos foi também grandemente ampliado (ALVES, 2003).

Atualmente, diversas técnicas fenotipicas e genotipicas sao utilizadas em
estudos epidemiologicos. Métodos classicos baseados em caracteristicas instaveis e
subjetivas, tém resultado em variagdes na expressao fenotipica dos isolados. Bannerman et
al. (1995) citam duas técnicas principais utilizadas para este propdsito, a PFGE e a tipagem
bacteriofagica. Esta ultima tem sido usada ha mais de 30 anos, mas possui varias
desvantagens em relacdo a PFGE, dentre elas a baixa reprodutibilidade, além de nao
conseguir tipificar todos os isolados. A PFGE é uma técnica molecular que distingue melhor
os isolados de S. aureus epidemiologicamente relacionados dos nao relacionados, além de
possuir melhor poder discriminatério, melhor capacidade de identificacdao e ser de facil e
rapida interpretagdo (BANNERMAN et al. 1995).

Outras técnicas também tém sido usadas, como a fagotipagem, a analise de
restricido do gene da coagulase por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a
RFLP (polimorfismo do comprimento do fragmento de restricdo) e a ribotipagem (TENOVER
et al. 1994).

A técnica de PFGE por apresentar maior poder discriminatério, quando
comparada a outras técnicas, e fornecer resultados mais precisos e exatos, € considerada
como técnica “padrdo ouro” (Gold Standard), além de ser a mais utilizada pelo CDC - EUA
para estudos epidemiolégicos (BANNERMAN et al. 1995).

Através da PFGE, técnica que permite a separagdo de fragmentos de DNA de
grande tamanho (desde as centenas de quilobases até as megabases), surgiram novas
abordagens ao estudo da organizacdo de genomas. A eletroforese convencional limita a

analise de DNA a fragmentos que poderao ter no maximo, 20 a 50 kb, necessitando o uso
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de agarose em baixissima concentragao para a separacao de fragmentos de mais de 20 kb.
Acima destes tamanhos, ndo ha diferengas de mobilidade que permitam a separacido de
fragmentos de acordo com o peso molecular (ALVES, 2003).

Com a alternancia periodica do campo elétrico, as moléculas sao
permanentemente forcadas a modificar a orientagdo em que se movem. Quanto mais longa
for a molécula, maior o tempo que necessita para que encontre uma orientagdo que
favorega o movimento ao longo do gel. Estes sao os principios que determinaram a criagao
de configuragdes que permitissem a aplicacdo de dois campos elétricos, com diferente
orientagcdo, a um gel de agarose (ALVES, 2003).

A interpretacao dos resultados de PFGE é realizada de acordo com os critérios
definidos por Tenover et al. (1995), que consideram trés classes de relacdo entre os
isolados: isolados que apresentam até trés bandas diferentes sdo considerados
relacionados, isolados apresentando de quatro a seis bandas diferentes sdo classificados
com possiveis relacionados e os isolados que apresentarem sete ou mais bandas diferentes

sao considerados ndo relacionados.

2.10 Riscos associados a presenga de S. aureus e E. coli O157: H7 no leite

A certificacdo da qualidade microbioldgica do leite apresenta grande importancia
para a Saude Publica, uma vez que o leite e seus derivados, quando contaminados, podem
originar surtos de toxinfec¢des alimentares causados por uma variedade de microrganismos
que encontram no leite um meio ideal de desenvolvimento. O leite fluido e seus produtos
depois de tratados termicamente nao constituem uma ameacga aos consumidores, desde
que a contaminagdo microbiana apds a pasteurizacdo nao ocorra. Isto ndo se aplica, no
entanto, a ocorréncia de S. aureus e suas toxinas no leite e derivados, tendo em vista que
as toxinas podem permanecer estaveis nos produtos oferecidos ao consumo.

Deve-se destacar que a presencga de cepas toxigénicas de S. aureus no leite cru
nao implica, necessariamente, na ocorréncia de intoxicagcdes em seres humanos, porém o
risco existe. A percepcgao de risco € aumentada, principalmente, ao se considerar que esse
microrganismo é o mais envolvido nas infecgdes intramamarias de rebanhos leiteiros, com
prevaléncia de cepas com elevado potencial toxigénico.

Considerando as caracteristicas da E. coli O157: H7, seu carater emergente e
sendo o sorotipo mais encontrado e associado a diversos surtos de diarréia em todo o
mundo, ressalta-se a importdncia de um estudo de prevaléncia desta bactéria no leite

bovino, principalmente em animais acometidos de mastite subclinica.
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Tendo em vista a relativa escassez de dados sobre a ocorréncia de
enterotoxinas estafilocécicas no leite e seus produtos, e da presenca de cepas
enterotoxigénicas de E. coli no leite de vacas acometidas de mastite, torna-se fundamental a
realizagao de analises microbioldgicas periddicas, com vistas a pesquisa de bactérias e suas
toxinas no leite entregue nas usinas de beneficiamento. Este critério torna-se ainda mais
importante devido ao fato de que o acometimento das vacas por mastite subclinica nao
resulta em descarte do leite.

A caracterizagdo da origem epidemiolégica das cepas de S. aureus isolados de
rebanhos leiteiros com histdrico de mastite € de extrema importancia para uma melhor
compreensao do padrao de dispersao deste patdgeno. Estas informacbes podem auxiliar de
maneira contundente na elaboragcdo de estratégias de controle de mastite e melhorias na
qualidade do leite. A partir dos perfis moleculares encontrados é possivel inferir as relagbes
genéticas existentes e tracar as rotas de dispersao das infecgoes.

Portanto, torna-se importante prevenir e controlar as infecgdes intramamarias
nos rebanhos para melhorar a qualidade dos produtos oferecidos a populacdo. A oferta de
leite de boa qualidade exige uma série de medidas de controle em todas as etapas da
cadeia produtiva. Assim, da mesma forma que produtores de leite e mercado varejista,
membros da industria leiteira (setor de transformagdo) devem atender & demanda dos
consumidores por qualidade e seguranga alimentar. Por outro lado, a garantia da qualidade
dos produtos lacteos depende, fundamentalmente, das caracteristicas da matéria prima, ou

seja, do leite cru entregue nas plataformas de recepg¢ao das usinas de beneficiamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar a ocorréncia de Staphylococcus aureus e Escherichia coli O157: H7 em

rebanhos leiteiros das regides de Sao Carlos e Ribeirdo Preto, Estado de Sao Paulo;

3.2 Objetivos Especificos:

% Avaliar a ocorréncia de Staphylococcus aureus e Escherichia coli O157: H7 no leite de

vacas acometidas de mastite subclinica e no leite de mistura das propriedades leiteiras;
 ldentificar entre os isolados de Staphylococcus aureus:

» Os produtores de enterotoxinas (A, B, C e D) e TSST-1;

» As variacOes genéticas existentes através da PFGE.

« Avaliar a qualidade do leite de mistura das propriedades leiteiras através da contagem
de células somaticas e contagem dos microrganismos aerdbios e anaerébios facultativos

mesofilos e psicrotroéficos;

7
0’0

Verificar a relagéo das ocorréncias de Staphylococcus aureus e Escherichia coli O157:
H7 no leite individual e de mistura com as condigcbes de ordenha dos animais nas
propriedades leiteiras.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao do universo amostral

A amostragem foi definida considerando-se o estudo como sendo descritivo,
tratando-se, portanto, de um levantamento epidemiolégico para determinar a ocorréncia e a
distribuicao de frequéncias de S. aureus e E. coli O157: H7 entre rebanhos leiteiros de duas
importantes regides produtoras de leite do Estado de Sao Paulo.

Foram utilizadas 42 propriedades leiteiras produtoras de leite B, localizadas a um
raio de no maximo 150 quildmetros da cidade de Pirassununga, Estado de Sao Paulo. As
propriedades foram escolhidas de forma aleatéria e visitadas somente uma vez durante todo
0 periodo do estudo. Como critério de selegao das propriedades utilizou-se a localizagao
das mesmas que, deveriam estar localizadas entre duas regides de importancia na captagéo
de leite, Sao Carlos e Ribeirao Preto (Figura 1).

As condicbes gerais de manejo dos animais e higiene de ordenha foram
avaliadas através de um questionario (Anexo 1) aplicado em cada propriedade,
considerando os seguintes itens: dados de producdo leiteira, equipamentos utilizados na
ordenha e armazenamento do leite, manejo de ordenha, habitos de higiene dos
ordenhadores, medidas de diagnéstico e prevencdo de mastite, rotina de tratamentos e
medicamentos habitualmente utilizados em animais com mastite clinica.

A partir das informagdes obtidas no questionario, foram selecionados os
seguintes itens com a finalidade de classificar as propriedades de acordo com as condi¢bes
gerais de ordenha: (1) mdo de obra qualificada (com treinamento), (2) uso de luvas
descartaveis durante a ordenha, (3) realizacao de pré dipping, (4) realizacado de pos dipping,
(5) realizagao de teste diagndstico para mastite clinica, (6) limpeza diaria das instalacées de
ordenha com agua corrente, (7) ambiente de ordenha calmo sem a presenca de outros
animais, (8) registro de dados, (9) acompanhamento veterinario e, (10) sala de ordenha com
estrutura adequada. As propriedades que atenderam acima de 8 itens foram classificadas
como grupo 1 (condigdes satisfatérias de ordenha), enquanto que as propriedades
classificadas como grupo 2 (condi¢des regulares) foram aquelas que atenderam de cinco a
oito dos itens. As propriedades classificadas como grupo 3 (condi¢ées ruins) foram aquelas

que atenderam menos de cinco itens.



FIGURA 1: Mapa do Estado de Sao Paulo com a
localizagcao das cidades em que foram coletadas
as amostras de leite em um raio de 150

quildmetros.
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4.2 Amostragem

4.2.1 Periodo de colheita

As colheitas das amostras de leite foram realizadas de Fevereiro de 2005 a
Marco de 2006. As andlises laboratoriais foram conduzidas no Laboratério de Microbiologia

e Micotoxicologia de Alimentos da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos/ USP.

4.2.2 Critérios para amostragem

As amostras de leite foram colhidas individualmente, de forma composta apés a
ordenha, de animais que apresentaram mastite subclinica de acordo com o escore de CMT
(“Califérnia Mastitis Test”). Coletaram-se duas amostras por animal sendo uma para analise

microbioldgica e outra para contagem de células somaticas (CCS).

De acordo com Schalm e Noorlander (1957), o teste do CMT é considerado a
melhor forma de diagnéstico indireto de mastite subclinica e consiste na comparagéo do
escore de viscosidade da mistura (leite + reagente proprio) e a intensidade do processo
inflamatério na glandula mamaria. Assim, determinou-se que animais que apresentassem
escore maior que um (escala de 0 a 3, sendo o 0 o escore negativo e 3 o escore maximo de

inflamacao) seriam os selecionados para a colheita das amostras de leite individual.

Foi avaliada simultaneamente em cada propriedade a presenca de mastite
clinica, através do teste da caneca de fundo preto, e o resultado anexado a ficha de
caracterizacdo de cada propriedade. O teste da caneca foi interpretado segundo os
diferentes escores observados nos primeiros jatos de leite retirados da glandula mamaria
momentos antes do inicio da ordenha:

v' Escore zero: leite normal (auséncia de particulas).

v Escore um: leite ligeiramente descolorido, com presenga de grumos finos e
delicados.

v' Escore dois: leite com muitos grumos.

v' Escore trés: secregdes ndo semelhantes ao leite, apresentando pus e/ou sangue

e/ou fibrina, ou ainda aspecto viscoso, similar ao colostro (WATANABE, 1999).

Finalmente, amostras em friplicata do tanque de resfriamento de cada
propriedade leiteira foram colhidas ao término da ordenha e apds completa agitacdo do

tanque de mistura durante 10 minutos. Da mesma forma que no leite individual, foram
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coletadas amostras do leite de mistura para andlise microbiolégica e contagem de células

somaticas.

Foram utilizados para colheita das amostras de leite para a analise
microbioldgica, tubos esterilizados e previamente identificados com o numero de cada
animal (Figura 2). As amostras foram acondicionadas e resfriadas em recipiente térmico até
serem processadas. As amostras nao sofreram congelamento para manter um padréo de

analise e ndo haver interferéncia nos resultados.

4.3 Analises laboratoriais

O fluxograma dos procedimentos realizados para isolamento e identificagdo de
S. aureus e E. coli O157: H7 no leite individual das vacas e no leite de mistura, bem como
as provas indicativas (contagem em placa de aerdbios mesdfilos e psicrotréficos)
encontram-se esquematizados nas Figuras 3 e 4, respectivamente. A marcha analitica foi
realizada seguindo as recomendagdoes de Silva et al. (2001), adotando-se,
complementarmente, os critérios contidos no Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2001)

para identificagao visual e bioquimica das colbnias isoladas.

4.3.1 Contagem global de microrganismos

Para a contagem de microrganismos aerébios e anaerdbios facultativos
mesofilos e psicrotroficos nas amostras de leite de mistura, foi utilizado Petrifim® (3M -
EUA) a partir de trés diluigdes, sendo 10°3,10* e 10° para mesdfilos, e 102,10° e 10™ para
psicrotroficos. As andlises destes indicadores foram realizadas apenas nas amostras de leite
de mistura, pois o objetivo principal foi avaliar a qualidade do leite como um todo, e ndo
individualmente por animal.

As placas Petrifilm® (Figura 5) consistem de cartdes de papel quadriculado
revestido de polietileno e recoberto com nutrientes desidratados em um gel hidrossoluvel a
frio. O sistema € protegido por um filme plastico transparente revestido internamente pelo
mesmo gel e um corante indicador (2,3,5 cloreto de trifeniltetrazolio - TTC). Ao adicionar a
amostra em teste, os nutrientes sdo imediatamente re-hidratados, ocorre a solidificacdo do
gel, apds o que a placa estara pronta para ser incubada (SANT ANA et al. 2002).

O TTC é um corante amplamente utilizado em meios de cultura para a
enumeracao de bactérias, em amostras contendo interferentes. Os microrganismos vivos
reduzem o TTC através de enzimas, originando um composto de cor vermelha (formazano)

que fica acumulado no interior dos granulos das células coradas (SANT ANA et al. 2002).
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4.3.2 Contagem de células somaticas

A CCS foi realizada na Clinica do Leite ESALQ/USP — Piracicaba/SP. Utilizaram-
se frascos plasticos préoprios enviados pela Clinica do Leite contendo conservante
(Bronopol) (Figura 4). O bronopol € um conservante em forma de pastilha que em contato

com o leite, forma esta mistura de coloragao rosa claro. Utilizou-se a técnica de citometria de

fluxo, através do aparelho Somacount 500 - Bentley.

FIGURA 2: Frascos estéreis de coleta de leite para analise microbiologica (esquerda) e
frascos contendo leite e o conservante bronopol para a andlise de células somaticas
(direita).

As amostras de leite individual dos animais e do leite de mistura (triplicata)
ficaram sob refrigeragéo a 4°C e foram enviadas para a Clinica do Leite em no maximo trés
dias apods a colheita para serem analisadas.

No Brasil, os equipamentos mais utilizados para realizar contagem de células
somaticas sdo o Fossomatic (Foss Electric — Dinamarca) e o Somacount (Bentley
Instruments Incorporated - EUA). Os analisadores eletronicos baseiam-se em diferentes
técnicas de analises, como a contagem de impulsos elétricos gerados pela passagem de
particulas entre dois eletrodos, a fluorescéncia optica e a citometria de fluxo (BABAK E
RYSANEK, 1999).

Na técnica de fluorescéncia optica, o DNA das células é corado e ao ser
estimulado por uma fonte de luz, emite fluorescéncia. A energia emitida € medida como

pulsos elétricos e convertida em quantidade de células somaticas presentes na amostra
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(CHRISTEN, 1993). Na citometria de fluxo, as células coradas sao carreadas por um liquido
sendo excitadas por um feixe de laser. Os nucleos corados emitem, por fluorescéncia,
impulsos luminosos que sao ampliados por um foto multiplicador, contados e convertidos em

concentracao de células somaticas (SILVEIRA et al. 2005)

+1 mL da amostra (leite individual por vaca)

v

N

Frasco com leite (107) 107

—
1mL 1mL + 9 mL de agua peptonada.
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Coagulase (+ 6 horas) para caldo MacConkey, e identificacdo IMVC

9 - esperar 24 horas. (indol, vermelho de metila,
Termonuclease (1 a 4 horas) Voges Proskauer, citrato).

Producgédo de acetoina (VM-VP) (48 horas)

Fermentagcdo aerébia da maltose (48 horas)

FIGURA 3: Fluxograma de analise das amostras de leite individual de vacas leiteiras.
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FIGURA 4: Fluxograma de analise das amostras de leite de mistura das propriedades

leiteiras.
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FIGURA 5: Petrifilm® (3M — EUA) com colbénias de microrganismos coradas em vermelho.

4.3.3 Isolamento e identificacdo de Staphylococcus aureus

A identificagdo de Staphylococcus aureus foi realizada em amostras de leite
individual das vacas e no leite de mistura, de acordo com Silva et al. (2001). Diluicbes
decimais das amostras (10" e 10?) foram semeadas em superficie de placas contendo Agar
Baird Parker (BP) (Oxoid) enriquecido com gema de ovo mais telurito de potassio (Oxoid). O
periodo de incubagéo utilizado foi 35°C por 48 horas.

Para confirmacgdo, foram selecionadas seis col6nias, sendo trés tipicas (colonia
preta com halo precipitado e transparente — Figura 6) e trés atipicas (col6nia descolorida ou
preta, sem halo de precipitagdo), enriquecidas em caldo BHI (Brain and Heart Infusion —
Oxoid), para primeiramente realizar os testes da catalase, coagulase e termonuclease. Além
dessas trés importantes técnicas de confirmagdo bioquimica de cepas de S. aureus
utilizaram-se mais duas provas de confirmacdo, a fermentacido aerdbia da maltose
(incubagao a 37°C, 48 horas) e a produgao de acetoina (incubagao a 37°C, 48 horas) (SILVA
et al. 2001).

Os isolados de S. aureus sao caracterizados por apresentarem reagoes positivas
para catalase, coagulase, termonuclease, produgcdo de acetoina (Voges Proskauer) e
fermentacio da maltose, sem producgao de gas.

Em todas as analises realizadas foi utilizada cepa padrado como controle positivo
de S. aureus (ATCC 2592) (Bac-Far, Cefar Diagndstica Ltda.).
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FIGURA 6. Agar Baird Parker com colbnias tipicas de S. aureus. A seta indica colbnias
pretas ao centro, circundadas por um halo de precipitagdo (interno) e outro transparente

(externo).
4.3.4.1solamento e identificacdo de Escherichia coli O157: H7.

Para o isolamento das cepas de E. coli O157: H7, diluicdes decimais das
amostras (107", 102 e 10°®) foram semeadas em superficie de placas contendo Agar Sorbitol
— MacConkey (Difco) + MUG (4 - metilumbeliferil - B - D - glicuronidio) (Oxoid) e incubadas a
37°C. Apos 24 horas, as placas foram examinadas para a identificagdo das colbnias sorbitol
e MUG negativas, ou seja, sem alteragdo de cor do meio (sorbitol negativas) e sem
fluorescéncia sob luz u.v. (MUG negativa), de acordo com Massa et al. (1999) (Figura 7 e 8).

Para confirmacgao, foram selecionadas seis colbnias tipicas de cada amostra,
enriquecidas em caldo peptona caseina-peptona de soja (CASO) (Merck), para os testes do
indol, citrato, vermelho de metila e Voges Proskauer (IMVC) (SILVA et al. 2001). Em todas as
analises realizadas foi utilizada uma cepa padrao como controle positivo de E. coli O157: H7
obtida no Instituto Adolf Lutz, na secédo de Colecao de Culturas.

Os isolados de E. coli O157: H7 sao caracterizados por apresentarem reacoes
positivas para indol e vermelho de metila (VM) e reagcbes negativas para Voges Proskauer
(VP) e citrato.

Apods o isolamento e confirmacéo bioquimica, os isolados foram submetidos ao
teste de sorologia (aglutinagdo em lamina) para detectar a presenga do antigeno O157
através do kit Soro Anti E. coli O 157 (Probac), pois somente a identificacao bioquimica nao

é suficiente para caracterizar os isolados como sendo E. coli O157: H7. O resultado foi
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considerado positivo quando ocorreu formagao de uma suspensado completa e homogénea
com formagado de grumos apos 2 minutos de leve agitagdo manual (EDWARDS e EWING,
1972).

FIGURA 7: Colbnias tipicas de E. coli O157: H7, sem alteragao de cor do meio (sorbitol

negativas).

FIGURA 8: Colbnias tipicas de E. coli O157: H7 (placa a esquerda) sem fluorescéncia sob

luz u.v. (MUG negativa). A direita, coldnias MUG positivas (fluorescéncia a luz u.v.).
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4.3.5 Detecgéo das toxinas estafilococdcicas

Foram testadas os isolados de S. aureus, que, de acordo com a seérie bioquimica
foram positivos para as seguintes provas: catalase, coagulase e termonuclease. Apds
descongelamento estes isolados foram cultivados em BHI e incubados a 37°C por 18 horas
em estufa com temperatura controlada.

Para a detecgao da TSST-1 (Figura 9) e das enterotoxinas A, B, C e D utilizou-se
a técnica de aglutinacao reversa passiva em latex (RPLA) descrita por Igarashi et al. (1986)
através dos kits TST-RPLA e SET-RPLA (Denka Seiken, Japao), respectivamente. Takeuchi
et al. (1998) utilizaram a mesma metodologia para a avaliagao das enterotoxinas e da TSST-
1 em amostras de leite de vacas com mastite e leite de mistura em propriedades no Japao.

Apébs o periodo de incubacéo, transferiu-se 1 mL do caldo BHI, de cada amostra,
para tubos de Eppendorf previamente esterilizado e identificado e as amostras foram
submetidas a resfriamento a 4°C por 20 minutos. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas (Cientec, modelo CT 14000) a 900 x g durante 20 minutos.

Apés centrifugagao, retirou-se de cada amostra, uma aliquota de 25 ul do
sobrenadante que foi imediatamente colocado em placas de micro titulagdo contendo pogos
cujo fundo possuia formato em “v’. O mesmo volume de latex sensibilizado com
imunoglobulinas antitoxinas (TSST-1 e A, B, C e D) foi adicionado em cada poco contendo
as amostras.

As placas foram agitadas manualmente em movimentos circulares durante 5
minutos. Apds agitacdo completa, as placas foram tampadas e incubadas em temperatura
ambiente por 24 horas para posterior leitura.

O resultado foi considerado positivo quando houve a formagao de uma camada
difusa do conteddo no interior da placa, enquanto que a formagdo de um depdsito
consistente no fundo do pocgo da placa de micro titulagao foi interpretada como resultado

negativo.
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FIGURA 9: Kit de deteccao de toxina TSST-1 (TST — RPLA) e o material utilizado para a

execugao da técnica.

4.3.6. ldentificacdo genotipica dos isolados de S. aureus através da técnica de
PFGE

A identificacdo genotipica de S. aureus foi realizada através da técnica de PFGE
de acordo com o protocolo estabelecido por McDougal et al. (2003). A analise foi realizada
no Laboratério de Medicina Preventiva Veterinaria da Universidade Estadual Paulista -
UNESP, Campus de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo.

Foram selecionados 35 isolados de S. aureus (66 % do total) para a analise. Foi
considerada na escolha dos isolados a origem da amostra (fazenda, leite de mistura ou
individual).

Os isolados selecionados foram descongelados (Freezer a - 80°C) e semeados
em placas contendo Agar Sangue de Carneiro a 5% (Acumedia) e incubados a 35°C por 24
horas. Em seguida, uma unica colbnia da placa foi inoculada em 15 mL de meio Todd-Hewitt
Broth (THB) (Sigma - Aldrich), em tubo de centrifuga de 50 mL. Os tubos foram incubados
com agitacao constante e vigorosa, a 35 - 37°C por 18 - 24 horas, com a tampa levemente

aberta, para que a cultura recebesse oxigénio durante a agitagao.
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Apods a incubagéao, a concentragdo bacteriana de cada solugao foi ajustada para
absorbancia 0,6, utilizando solugdo salina 0,9% e espectrofotdmetro (Thermo Spectronic,
modelo Bio Mate 3) com comprimento de onda de 610 nm. Foi transferido 1 mL da solugéo
ajustada para um tubo de eppendorf e armazenado a 4°C, como garantia, caso precisasse
de repeticdo a partir desta fase. Da mesma solugao, foram transferidos 200 uL para outro
microtubo e centrifugado a 10.000 rpm a 4°C por 10 minutos (Centrifuge 5804R /
Eppendorf). O sobrenadante obtido foi aspirado e ressuspendido em 260 uL em tampé&o TE
(10 mM Tris CI, 5 mM EDTA) (Sigma - Aldrich) e o microtubo foi incubado em banho-maria a
37°C por 10 minutos. Em seguida, foi acrescentado 40 uL de solugio de lisostafina (1mg/mL
em 20 mM de acetato de sodio) (Lisostaphin®, Sigma - Aldrich).

Simultaneamente foram preparados os blocos de gel de agarose contendo as
amostras a serem testadas. Para a preparacgéao foi utilizada uma solugéo de 2% de agarose
(BIO-RAD) low-melting em tampao TE (10 mM Tris Cl, 5 mM EDTA) (Sigma - Aldrich) a 55 -
65°C. Posteriormente foi acrescentado 300 L desta solugdo a cada microtubo com amostra.
A solucdo de cada amostra com agarose foi colocada em moldes para que os blocos fossem
formados, deixando solidificar por 10 minutos.

Depois de solidificados, os blocos foram colocados em tubo contendo 3 mL de
tampéao de lise EC (6 mM Tris Cl, 1 M NaCl, 0,1 M EDTA, 0,5% Brij 58, 0,2% de deoxicolato,
0,5% de sacosil) (Sigma - Aldrich), e incubados a 37°C por 4 horas. Apds este periodo, o
tampéo de lise foi trocado por 4 mL de tampéao TE por trés vezes seguidas, permanecendo
30 minutos em cada troca. Em seguida, a amostra foi colocada em novo tubo e equilibrada
com 200 uL do tampao 10x (React 4) da enzima Sma | (10U/uL, Invitrogen), a 30°C por 30
minutos. Logo apds, o tampao foi retirado e acrescentado 200 pL de solugdo com a enzima
Sma |, incubando a 30°C por 4 horas.

No equipamento de eletroforese (CHEF-DR Ill System Power Module / Bio-Rad)
foi preparado 2,5 L de tampao TBE 0,5X, separando 100 mL para a preparacéo do gel e
armazenando o restante a 4°C até o momento da utilizagdo. Foi preparado o gel a 1% de
agarose de grau cromossomal, em tampao TBE 0,5X, acrescentando 10 uL de brometo de
etidio.

Apods a solidificacdo do gel, as amostras foram colocadas nos pogos formados
pelo pente na posicao vertical. No primeiro e no ultimo pogo foram colocados os marcadores
de pesos moleculares para PFGE (lambda e concatameros), e todos foram cobertos com

solugéo de agarose 1%.
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Na cuba de eletroforese foi adicionado o tampao TBE 0,5X, e o aparelho foi
programado para as condi¢cdes de pulso de 5 a 40 segundos, voltagem de 6 V/cm, por 21
horas a 14°C (Figura 10).

FIGURA 10: Cuba de eletroforese contendo o gel posicionado para a corrida.

Apoés este periodo, o gel foi corado com brometo de etidio (1,5 ug/mL) por 45
minutos, em 200 mL de tampao TBE 0,5X, sob leve agitacdo. Em seguida, o gel foi
descorado com agua destilada por 25 minutos. A leitura foi realizada em aparelho de
fotodocumentagéo (Universal Hood Il / Bio-Rad).

A capacidade discriminatoria foi determinada de acordo com o indice numérico
descrito por Hunter e Gaston (1988), para determinar a habilidade do teste em diferenciar os
isolados sem relagcao epidemiolégica. O valor (D) indica a probabilidade de duas cepas
isoladas de forma aleatéria, em uma populagado-teste, estarem relacionadas em grupos
distintos através do método de tipagem avaliado (FERREIRA, 2004).

A férmula foi utilizada para o calculo dos valores D, sendo (s) numero total de
tipos (padrdes) diferentes, (n;) numero de isolados representativos de cada padrdo e (N)

numero de isolados na populagao-teste.

1 S
Dzl—man(nj —1)

j=1
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4.4 Delineamento experimental e andlise estatistica

O desenho experimental utilizado caracterizou-se como um estudo de dispersao
de frequéncia, o qual é também conhecido como survey ou levantamento epidemiolégico
(JEKEL et al. 1999). Neste contexto, as hipdteses propostas inicialmente para este estudo

foram:

H, = Ocorréncia de S. aureus e E. coli O157: H7 no leite de vacas acometidas

de mastite subclinica e no leite de mistura de propriedade leiteiras amostradas.
H, = N&o ocorréncia de S. aureus e E. coli O157: H7 no leite de vacas

acometidas de mastite subclinica e no leite de mistura de propriedade leiteiras amostradas.

A ocorréncia de S. aureus e E. coli O157: H7 foi avaliada de acordo com as

seguintes variaveis, selecionadas e distribuidas em categorias:
e Regido: Categorias: 1 (Sao Carlos) ou 2 (Ribeirao Preto);
e Producao de leite: Categorias: abaixo de 400 L, 400 a 1.000 L ou acima de 1.000 L;
¢ Contagem de células somaticas: Categorias: abaixo de 200.000 células/mL ou acima
de 200.000 células/mL;
e Sistema de ordenha: Categorias: Sistema balde ao pé ou sistema canalizado (sala
de ordenha);
e Pratica de pré dipping: Categorias: sim ou nao;
e Pratica de pés dipping: Categorias: sim ou nao;
e Uso de luvas descartaveis durante a ordenha dos animais: Categorias: sim ou nao;
¢ Uso do teste da caneca de fundo preto para deteccao de mastite clinica: Categorias:
sim ou nao;
¢ Desinfeccao das teteiras apds a ordenha do animal: Categorias: sim ou nao;
e Tipo de desinfetante utilizado na desinfeccdo dos tetos dos animais: Categorias:
iodo, cloro ou nenhum;
e Contagem de bactérias mesdéfilas (leite de mistura): Categorias: abaixo de 500.000
UFC/mL ou acima de 500.000 UFC/mL.

Aos resultados obtidos no estudo, foi aplicado o teste “Z” de duas proporgoes,
com aproximagao normal, para verificar a existéncia ou nao de diferengas significantes entre
as frequéncias de S. aureus e E. coli O157: H7 nas categorias de variaveis selecionadas.
Adotou-se, como nivel de rejeicdo, alfa igual a 0,05 e o valor critico de "Z" de alfa igual a
1,96 (BERQUO et al. 1981).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas gerais das propriedades leiteiras avaliadas (Regides 1 e 2)

Na Tabela 1 encontra-se disposto um resumo das principais caracteristicas
observadas entre as 42 propriedades leiteiras produtoras de leite B avaliadas nas regides de
abrangéncia do estudo.

Tabela 1: Resumo das principais caracteristicas observadas entre as 42 propriedades

leiteiras avaliadas nas regides 1 (Sao Carlos) e 2 (Ribeirdo Preto).

Caracteristica Regido 1 Regido 2
Condicoes satisfatérias de ordenha 33,3% 19,1%
Condicdes regulares de ordenha 19,1% 33,3%
Condigdes ruins de ordenha 47,6% 47,6%
Uso de tanque de expansao 90,5% 100%

Tipo de sistema de ordenha
Média de produgao de leite
N° médio de animais em lactagcao
N° de animais com mastite clinica

CCS média do leite de mistura

57% canalizada e
43% balde ao né

Aprox. 1.000 L/dia
64 animais
38 animais

558.524 céls/mL

67% canalizada e
33% balde ao né

Aprox. 1.000 L/dia
62 animais
44 animais

806.238 céls/mL

Em relagdo a Regido 1 (S&o Carlos), de acordo com os critérios elaborados e
descritos no item 5.3 do capitulo Material e Métodos, dentre as 21 fazendas visitadas, 7
(33,3%) apresentavam condicbes de ordenha satisfatorias, 10 (47,6%) apresentavam
condigdes ruins e as 11 restantes (19,1%), condigdes regulares de ordenha. Ja na regiao 2
(Ribeirdo Preto) das 21 propriedades avaliadas, somente 4 (19,1%) apresentavam
condigbes satisfatorias durante os processos de obtencéo do leite na ordenha, 10 (47,6%)
apresentavam condigdes ruins e as restantes (33,3%), condi¢cdes regulares.

Nota-se que nas duas regides foi encontrado o mesmo numero de fazendas
apresentando condi¢gdes ruins durante a ordenha. Entretanto, na Regido 1, um numero
maior de propriedades apresentou condicdes de ordenha consideradas satisfatérias,
indicando melhores niveis de produgao leiteira nesta regiao.

Observou-se que 19 propriedades leiteiras (90,5%) localizadas na regiao 1,

independentemente do volume de leite produzido, utilizavam tanque de expansao para
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resfriamento do leite e apenas duas ainda persistiam no uso de tanque de imersido com
agua gelada. Enquanto que na regido 2, todas as propriedades ja possuiam sistema de
resfriamento através de tanque de expansao.

A refrigeragdo do leite imediatamente apdés a ordenha na propriedade nao
elimina os microorganismos ja presentes no leite, apenas diminui sua velocidade de
multiplicagdo. Por isso, quanto mais rapido for reduzida a temperatura, melhor sera a
conservagao do leite. Os refrigeradores de expansao oferecem melhores condigbes para um
resfriamento acelerado, além de conservar a temperatura a 4°C quando comparados ao
sistema de resfriamento por imerséo.

Na regido 1 quanto ao sistema de ordenha utilizado para a obtencao do leite, 12
propriedades leiteiras (57%) utilizavam sistema canalizado com circuito fechado em sala de
ordenha com fosso, enquanto que 9 (43%) utilizavam sistema balde ao pé em estabulagéo
coberta com cochos, Na regido 2 predominou o uso do sistema de ordenha canalizado
(67%).

As Figuras 11 e 12 ilustram os dois sistemas de ordenha (sistema balde ao pé e
canalizado, respectivamente) encontrados nas propriedades leiteiras avaliadas no presente
estudo.

Em relacdo a CCS do leite de mistura da regido 1, o menor valor encontrado foi
de 80.000 céls/mL e o maior foi 1.240.000 céls/mL de leite, sendo a média de CCS no leite
de mistura de 558.524 céls/mL. Para a regido 2 o menor valor encontrado de CCS do leite
de mistura na regiao 2 foi 68.000 céls/ mL e o maior foi 1.821.000 céls/ mL, sendo a média
de 806.238 céls/ mL.

Observou-se que a Regidao 2 apresentou CCS média superior a Regido 1,
possivelmente devido ao maior numero de propriedades apresentando condigdes ruins de
higiene nos processos de obtencido do leite, 0 que conseqlientemente pode causar um
aumento na disseminacado de agentes causadores de mastite, elevando a CCS do leite de
mistura. Outro fator relacionado as condigdes de higiene e células somaticas, diz respeito ao
numero de animais que apresentavam mastite clinica no dia da avaliagdo em cada
propriedade, onde na regidao 2 foi superior (44 animais/311) ao numero de animais com
mastite clinica na regido 1 (38 animais/307).

Nas Tabelas 2 e 3 estdo dispostas mais detalhadamente as caracteristicas de
cada propriedade avaliada no estudo. A Tabela 2 destaca as caracteristicas da Regiao 1
(Sao Carlos) e a Tabela 3 as caracteristicas das propriedades avaliadas na Regido 2
(Ribeirao Preto).
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FIGURA 11: Sistema de ordenha tipo balde ao pé, utilizado principalmente em propriedade

leiteira de pequeno e médio porte.
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FIGURA 12: Sistema de ordenha tipo canalizada em sistema fechado, utilizado geralmente

em propriedades leiteiras de grande porte.
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Tabela 2: Caracteristicas gerais das propriedades leiteiras avaliadas na Regido de Sao Carlos, Sao Paulo.

Propriedades Leiteiras — Regido 1

Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
N° animais do rebanho 60 623 150 690 330 50 300 60 85 170 135
0
N® animais em 18 98 60 300 156 10 100 25 25 60 60
lactagéo
Producgéo total/dia (L) 300 1.450 850 7.000 2.700 200 2.200 600 300 350 950
0
N® animais com 0 4 1 10 4 5 0 0 2 1 0
mastite clinica
Faz toste masfite N30 Sim Sim Sim Sim N30 Sim N30 Sim Sim NZo
Faz teste CMT Sim Nao Sim Sim Nao Nao Sim Nao Sim Nao Nao
Tipo de ordenha Balde ao pé Canalizada Canalizada Canalizada Canalizada Balde ao pé Canalizada Balde aopé Balde aopé Balde aopé Balde ao pé
Condigdes de higiene Ruim Satisfatoria Satisfatoria Satisfatéria Satisfatoria Ruim Satisfatoria Ruim Ruim Ruim Ruim
Pré dipping Sim Sim Sim Sim Nao Nao Sim Nao Sim Nao Sim
Pés dipping Nao Sim Sim Sim Sim Nao Sim Nao Nao Sim Nao
Desinfeccdo teteiras N3o Sim N3o N&o N&o sim Nao Nao N3o Sim sim
entre ordenhas
Resfriamento do leite Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Tipo de resfriador Expanséao Expansdo  Expanséao Expansdo Expansdo Expansao Expanséao Expanséao Expanséao Expansdo  Expanséo
N° animais avaliados 9 14 15 20 20 2 20 8 16 20 17

CCS média do tanque 384.000 563.000 936.000 911.000 725.000 80.000 498.000 225.000 672.000 1.240.000 752.000

N° animais do rebanho: numero total de animais incluindo bezerras e novilhas; N° de animais em lactagao: vacas leiteiras em produgao; Produgéo total/dia (L): volume de leite (L)
medido no dia da avaliagdo; N° animais com mastite clinica: numero de vacas com presenca de grumos no leite no momento do teste da caneca de fundo preto indicando mastite
clinica; Faz teste mastite clinica: uso pela propriedade do teste da caneca do fundo preto como rotina na ordenha; Faz teste CMT: uso pela propriedade do Califérnia mastitis test
para diagnostico de mastite subclinica no rebanho; Pré dipping: limpeza dos tetos através da imersdo com desinfetante antes da ordenha; Pés dipping: imersdo dos tetos com
desinfetante apds a ordenha; Desinfecgéo teteiras entre ordenhas: procedimento para higienizagéo das teteiras entre um animal e outro durante a ordenha; CCS média do tanque:

contagem de células somaticas do leite de mistura (céls/mL).
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Propriedades Leiteiras — Regido 1

Caracteristicas 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

N° animais do rebanho 253 45 39 76 121 166 250 150 32 240

N° animais em lactagéo 90 2 15 13 41 53 60 50 12 100
Producéo total/dia (L) 1.200 320 230 150 850 1.100 1.200 900 150 2.000
g?naigaimais com mastite 2 0 0 0 0 1 3 > 0 3
Faz teste mastite clinica Sim Sim Nao Nao Sim Sim Sim Sim Sim Nao
Faz teste CMT Nao Nao Nao Nao Sim Sim Nao Sim Sim Nao
Tipo de ordenha Canalizada Baldeaopé Baldeaopé Baldeaopé Canalizada Canalizada Canalizada Canalizada Canalizada Canalizada
Condicdes de higiene Regular Ruim Ruim Ruim Satisfatoria Satisfatéria Ruim Regular Regular Regular
Pré dipping Sim Nao Nao Nao Sim Sim Nao Sim Sim Nao
Pos dipping Sim Nao Nao Nao Sim Sim Nao Sim Sim Sim
Desinfecgao teteiras Nao Nao N&o Néo Nao N&o sim N&o Nao Nao
Resfriamento do leite Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Tipo de resfriador Expansao Expanséao Imerséao Imerséao Expanséao Expansao Expanséao Expansao Expanséao Expansao
N° animais avaliados 14 11 11 9 16 18 20 20 9 19
CCS média do tanque 698.000 507.000 355.000 593.000 397.000 166.000 790.000 307.000 331.000 599.000

N° animais do rebanho: numero total de animais incluindo bezerras e novilhas; N° de animais em lactagdo: vacas leiteiras em producéo; Produgao total/dia (L): volume de leite (L)

medido no dia da avaliagdo; N° animais com mastite clinica: numero de vacas com presenca de grumos no leite no momento do teste da caneca de fundo preto indicando mastite

clinica; Faz teste mastite clinica: uso pela propriedade do teste da caneca do fundo preto como rotina na ordenha; Faz teste CMT: uso pela propriedade do Califérnia mastitis test

para diagnostico de mastite subclinica no rebanho; Pré dipping: limpeza dos tetos através da imersdo com desinfetante antes da ordenha; Pds dipping: imersédo dos tetos com

desinfetante apds a ordenha; Desinfeccdo teteiras entre ordenhas: procedimento para higienizacdo das teteiras entre um animal e outro durante a ordenha; CCS média do tanque:

contagem de células somaticas do leite de mistura (céls/mL).
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Tabela 3: Caracteristicas gerais das propriedades leiteiras avaliadas na Regido de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.

Propriedades Leiteiras — Regido 2

Caracteristicas 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

N° animais do rebanho 170 140 300 300 420 280 147 40 21 178 370

N° animais em lactacéo 70 70 136 59 173 85 49 14 9 71 130
Produgéo total/dia (L) 500 1.300 3.100 2.863 3.800 1.300 1.100 150 100 1.400 2.700
z‘i’n?g;mais com mastite 2 2 3 0 1 1 1 1 0 10 3
Faz teste mastite clinica Nao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim
Faz teste CMT Nao Nao Nao Sim Sim Nao Sim Nao Nao Sim Sim
Tipo de ordenha Canalizada Canalizada Canalizada Canalizada Canalizada Canalizada Canalizada Balde aopé Balde ao pé Canalizada Canalizada
Condicdes de higiene Regular  Satisfatéria Satisfatéria Satisfatéria  Regular Ruim Regular Regular Regular Regular Regular
Pré dipping Nao Sim Sim Sim Nao Nao Sim Sim Sim Sim Sim
Pés dipping Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim
Desinfocgao teteiras N&o N&o sim sim Néo N&o N&o N&o Nao Nao Sim
Resfriamento do leite Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Tipo de resfriador Expansdo Expansdo Expansdo Expansdo Expansdo Expansdo Expanséao Expansao Expansdo Expansdo Expansao
N° animais avaliados 18 20 20 20 20 20 12 3 5 20 20
CCS média do tanque 309.000  1.002.000  383.000 322.000  1.004.000 1.152.000  493.000 789.000 68.000 1.662.000 307.000

N° animais do rebanho: numero total de animais incluindo bezerras e novilhas; N° de animais em lactacdo: vacas leiteiras em produgéo; Produgéo total/dia (L): volume de leite
(L) medido no dia da avaliagédo; N° animais com mastite clinica: numero de vacas com presenga de grumos no leite no momento do teste da caneca de fundo preto indicando
mastite clinica; Faz teste mastite clinica: uso pela propriedade do teste da caneca do fundo preto como rotina na ordenha; Faz teste CMT: uso pela propriedade do Califérnia
mastitis test para diagnostico de mastite subclinica no rebanho; Pré dipping: limpeza dos tetos através da imersdo com desinfetante antes da ordenha; Pés dipping: imerséo
dos tetos com desinfetante apos a ordenha; Desinfecgao teteiras entre ordenhas: procedimento para higienizagao das teteiras entre um animal e outro durante a ordenha; CCS

média do tanque: contagem de células somaticas do leite de mistura (céls/mL).
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Tabela 3: Caracteristicas gerais das propriedades leiteiras avaliadas na Regido de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo (continuagao).

Propriedades Leiteiras — Regiéo 2

Caracteristicas 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

N° animais do rebanho 110 41 400 120 70 88 44 85 80 65

N° animais em lactacédo 43 21 140 90 19 39 17 15 30 22
Produgéo total/dia (L) 600 320 2.500 850 360 900 350 250 200 150
(I:ll?nziaé\;mais com mastite 1 1 12 1 1 0 2 0 1 1

Faz teste mastite clinica Sim Sim Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao Sim
Faz teste CMT Nao N&o Néo Nao N&o Nao Nao N&o Nao Nao
Tipo de ordenha Canalizada Canalizada Canalizada Balde aopé Canalizada Canalizada Balde ao pé Balde ao pé Balde ao pé Balde ao pé
Condigdes de higiene Ruim Ruim Ruim Ruim Ruim Satisfatoria Ruim Ruim Ruim Ruim
Pré dipping Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Sim Nao Sim
Pdés dipping Sim Nao Sim Nao Nao Sim Sim Nao Nao Sim
Bff;g;eacsgéo teteiras entre NZo N30 N30 N&o N30 Sim N30 NZo NZo N30
Resfriamento do leite Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Tipo de resfriador Expanséao Expansao Expansao Expansao Expanséao Expansao Expansao Expanséao Expansao Expanséao
N° animais avaliados 15 10 20 15 18 15 12 11 12 10
CCS média do tanque 604.000 1.699.000 914.000 1.742.000 1.821.000 951.000 721.000 180.000 293.000 515.000

N° animais do rebanho: numero total de animais incluindo bezerras e novilhas; N° de animais em lactacdo: vacas leiteiras em produgéo; Produgéo total/dia (L): volume de leite
(L) medido no dia da avaliagédo; N° animais com mastite clinica: numero de vacas com presenga de grumos no leite no momento do teste da caneca de fundo preto indicando
mastite clinica; Faz teste mastite clinica: uso pela propriedade do teste da caneca do fundo preto como rotina na ordenha; Faz teste CMT: uso pela propriedade do Califérnia
mastitis test para diagnostico de mastite subclinica no rebanho; Pré dipping: limpeza dos tetos através da imersdo com desinfetante antes da ordenha; Pés dipping: imerséo
dos tetos com desinfetante apos a ordenha; Desinfecgao teteiras entre ordenhas: procedimento para higienizagao das teteiras entre um animal e outro durante a ordenha; CCS

média do tanque: contagem de células somaticas do leite de mistura (céls/mL).
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5.2 Parametros de qualidade do leite de mistura

Com o objetivo de avaliar a qualidade do leite produzido nas propriedades
leiteiras avaliadas neste estudo, foram avaliados os parametros de qualidade determinados
pela IN 51 (BRASIL, 2002) para leite “in natura” tipo B. Os resultados encontrados em
ambas as regides avaliadas quanto a distribuicdo das contagens de aerdébios mesdfilos e

psicrotroficos estdo dispostos nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4: Distribuicao das propriedades leiteiras avaliadas nas regides 1 (Sao Carlos) e 2
(Ribeirao Preto) de acordo com a contagem de mesofilos no leite de mistura, através do uso
de Petrifim®.

Mesofilos Regido 1 Regido 2 Total
UFC/mL N % N % N %
<10* 2 9,5 0 0,0 2 4,8
10*-10° 3 14,3 2 9,5 5 11,9
10° - 10° 4 19,0 5 23,8 9 21,4
108 - 107 10 47,6 10 47,6 20 47,6
> 107 2 9,5 4 19,0 6 14,3
Total 21 100,0 21 100,0 42 100,0

UFC/mL: unidades formadoras de coldnias por mililitros; N: nimero de propriedades leiteiras; %: porcentagem.

Tabela 5: Distribuicdo das propriedades leiteiras avaliadas nas regides 1 (Sao Carlos) e 2
(Ribeirdo Preto) de acordo com a contagem de psicrotréficos no leite de mistura

determinado, através do uso de Petrifim®.

Psicrotréficos Regido 1 Regiéo 2 Total
UFC/mL N % N % N %
<10* 13 61,9 13 61,9 26 61,9
10* - 10° 5 23,8 3 14,3 8 19,0
10°-10° 0 0,0 1 4,7 1 2,4
10° - 107 3 14,3 3 14,4 6 14,3
> 10’ 0 0,0 1 47 1 2,4
Total 21 100,0 21 100,0 42 100,0

UFC/mL: unidades formadoras de coldnias por mililitros; N: nimero de propriedades leiteiras; %: porcentagem;

Considerando o limite de 10° UFC/ mL determinado pela IN 51 para aerdbios
mesofilos em leite tipo B (BRASIL, 2002), 83,3% das amostras de leite de mistura

analisadas no presente estudo apresentaram-se em desacordo com a legislagdo. Altas
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contagens de aerdbios mesdfilos no leite de mistura indicam falhas nos procedimentos de
higiene de ordenha e limpeza dos equipamentos. Portanto, a adequacao e fiscalizagdo dos
procedimentos higiénico sanitarios relacionados a rotina de ordenha dos animais deve ser
um foco importante para o controle da qualidade do leite entre os produtores.

Nero et al. (2005) avaliando quatro areas de quatro grandes estados produtores
de leite no Brasil, concluiu que algumas areas enfrentam dificuldades de adequacido as
normas estabelecidas pela IN 51 para a producédo de leite cru refrigerado. Segundo os
autores os resultados obtidos mostraram uma alta frequéncia de amostras de leite de
mistura (48,57%) com elevados niveis de contaminagao por aerdbios mesofilos.

Quanto a contagem de psicrotréficos, a IN 51 ndo determina um limite
especifico, porém altas contagens indicam conservacao térmica inadequada do leite na
propriedade apds a sua obtencdo. Somente para efeito de comparagao, considerou-se o
valor maximo determinado para aerdbios meséfilos (10° UFC/ mL) pela legislagdo vigente.
E, constatou-se que aproximadamente 80% das propriedades das duas regides avaliadas
apresentaram valores menores que 10° UFC/ mL para psicrotréficos.

A contaminacao do leite por bactérias psicrotroficas € considerada, de acordo
com Santos e Fonseca (2002) como um fator critico, que influencia na manutengéo da
qualidade do leite refrigerado. Estes microrganismos estdo amplamente distribuidos no
ambiente, podendo ser encontrados na agua, solo e animais. De acordo com Desmasures et
al. (1997) as principais fontes de psicrotréficos no leite durante sua obtencdo séo a
superficie dos tetos e o equipamento de ordenha.

De acordo com a IN 51, o leite devera ser refrigerado e atingir a temperatura de
4°C (tanques de expansdo) ou 7°C (tanques de imersdo), num periodo nao superior a 3
horas apos o término da ordenha. Na recepcgao dos laticinios, o leite desses tanques nao
devera apresentar temperatura superior a 7°C para leite B.

A CCS no leite de mistura € uma ferramenta importante para se avaliar o nivel
de mastite subclinica no rebanho, estimar as perdas quantitativas e qualitativas de producéao
do leite na propriedade e posteriormente de seus derivados, indicar a qualidade do leite
produzido e estabelecer medidas de prevencéo e controle da mastite.

Na Tabela 6 estdo dispostos os resultados quanto a distribuicdo da CCS do leite
de mistura das 42 propriedades leiteiras avaliadas. A IN 51 determina valores menores que
600.000 céls/ mL para o leite tipo B. Das 42 propriedades, 21,4% apresentaram valores
acima de 1.000.000 céls/ mL indicando sérios problemas de mastite entre os animais em
producdo. A maioria das propriedades, 30,9% apresentou valores entre 200 e 500.000 céls/

mL, que é considerado adequado para leite tipo B.
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Esperavam-se valores mais elevados entre os resultados de CCS do leite de
mistura das propriedades leiteiras avaliadas, visto que a mastite, inflamacao da glandula
mamaria e considerada a principal enfermidade entre os bovinos leiteiros, € a principal
responsavel pela elevagdo da CCS do leite dos animais, bem como do leite de mistura.

O aumento da CCS é resultante da transferéncia de células inflamatérias do
sangue, principalmente leucécitos, para o leite. Estas alteragdes no leite significam reducao
na sua qualidade inicial e conseqlientemente na qualidade dos seus derivados (SMITH et al.
2001).

No entanto, verificou-se que as mastites e, por conseguinte as células somaticas
nao se caracterizaram como o principal fator determinante para diminuir a qualidade do leite
neste estudo. Entretanto, a contagem de bactérias mesdfilas, parametro que indica boas
condi¢gbes de higiene antes, durante e apds os processos de obtencao do leite, apresentou
valores muito elevados, indicando que este parametro pode ser um obstaculo na adequacéao

das propriedades leiteiras a IN 51 e aos avancos na melhoria da qualidade do leite no pais.

Tabela 6: Distribuicdo das propriedades leiteiras avaliadas nas regides 1 (Sao Carlos) e 2
(Ribeirao Preto) de acordo com a contagem de células somaticas (CCS) no leite de mistura,

realizado através da técnica de citometria de fluxo.

CCs Regido 1 Regido 2 Total
Céls/mL (x10°) N % N % N %
<200 2 9,5 2 9,5 4 9,5
200 - 500 7 33,3 6 28,6 13 30,9
500 - 700 5 23,8 2 9,5 7 16,6
700 - 1.000 5 23,8 4 19,0 9 21,4
> 1.000 2 9,5 7 33,3 9 21,4
Total 21 100,0 21 100,0 42 100,0

céls/mL: células por mililitro de leite; N: nUmero de propriedades leiteiras; %: porcentagem;

5.3. Isolamento e identificacdo de Staphylococcus aureus

5.3.1 Amostras de leite individuais (vacas leiteiras em producéo)

O numero de animais amostrados e o numero de animais positivos para
Staphylococcus aureus em cada propriedade de acordo com a regido de localizagédo

encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7: Numero de animais amostrados por regido e por fazenda e o nimero de animais

positivos encontrado em cada fazenda para Staphylococcus aureus.

Regido 1 Regiéo 2
Fazenda N animais S. % Fazenda N animais S. %
amostrados aureus + amostrados aureus +
1 9 0 0,0 22 13 2 15,4
2 14 1 7,1 23 20 2 10,0
3 15 2 13,3 24 20 0 0,0
4 20 0 0,0 25 20 2 10,0
5 20 1 5,0 26 20 2 10,0
6 2 0 0,0 27 20 0 0,0
7 20 0 0,0 28 12 0 0,0
8 8 4 50,0 29 3 0 0,0
9 16 0 0,0 30 5 0 0,0
10 20 0 0,0 31 20 0 0,0
11 17 0 0,0 32 20 0 0,0
12 14 0 0,0 33 15 5 33,3
13 11 0 0,0 34 10 0 0,0
14 11 1 9,0 35 20 0 0,0
15 9 0 0,0 36 15 1 6,6
16 16 0 0,0 37 18 2 1.1
17 18 0 0,0 38 15 3 20,0
18 19 0 0,0 39 12 0 0,0
19 20 1 5,0 40 11 0 0,0
20 9 0 0,0 41 12 2 16,6
21 19 0 0,0 42 10 2 20,0
Total 307 12 3,9 Total 311 21 6,7

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais totais indicados
na ultima linha.

Na regido 1 (Sdo Carlos) foram coletadas amostras de leite de 307 animais,
totalizando 21 propriedades leiteiras e, destes animais, 12 apresentaram-se positivos para
S. aureus (3,9%). Na regido 2 (Ribeirdo Preto) foram avaliados 311 animais, sendo que 21
(6,7%) animais foram positivos. De acordo com Sa et al. (2004) as taxas de isolamento
podem variar de 9,1% a 85%, embora se devam considerar as diferengas locais dentro de
uma mesma regido ou estado, diferengas de metodologia de coleta e armazenamento de

amostras e de analises laboratoriais.
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Um aspecto a ser considerado em relagdo a taxa de isolamento de S. aureus
nas amostras de leite, € que muitas vezes esta bactéria tem padrdo intermitente de
eliminagao, além do fato de encontrar-se geralmente dentro de células, sobretudo leucécitos
e neutrofilos, o que dificulta o seu isolamento (RISTOW e PEREZ JUNIOR, 2006).

Godden et al. (2002) avaliaram o efeito do momento (antes ou depois da
ordenha) e forma (refrigerada ou congelada) de colheita das amostras de leite de vacas com
mastite para detectar a presenca de S. aureus. Os autores afirmaram que a probabilidade de
detectar este agente através de cultura de uma unica amostra composta de leite de vacas

com mastite subclinica & de apenas 58% a 63%.

No presente estudo, utilizaram-se amostras compostas de leite, colhidas apds a
ordenha completa dos animais. Segundo Godden et al. (2002), a baixa sensibilidade das
amostras compostas ocorre devido ao efeito diluigdo do leite pelos quartos mamarios nao
infectados. A sensibilidade aumenta para 94% a 99% se duas ou trés amostras consecutivas
sdo coletadas ao longo de um periodo.

O volume de producdo de leite diario de uma propriedade pode indicar o seu
tamanho e importancia e o grau de tecnologia aplicado na produgdo. Com o propdsito de
avaliar a relacado entre a ocorréncia de S. aureus e estas caracteristicas, as propriedades
avaliadas nas duas regides foram divididas em trés grupos de acordo com o volume total de
producao de leite diaria, sendo: Grupo de produ¢cao menor que 400 L de leite/dia, Grupo de
producao entre 400 e 1.000 L de leite/dia e Grupo de producdo maior que 1.000 L de
leite/dia (Tabela 8).

Tabela 8: Numero de animais amostrados e positivos para Staphylococcus aureus

agrupados de acordo com o volume de produgao de leite/dia.

<400 L/dia 400 - 1.000 L/dia >1.000 L/ dia Total
N % N % N % N %
S.aureus+ 12 4,1° 12 16,9° 9 3,5° 33 54
S.aureus- 182 959 87 83,1 316 96,5 585 94,6
Total 194 100,0 99 100,0 325 100,0 618 100,0

Em uma mesma linha, percentuais com letras sobrescritas diferentes diferem estatisticamente pelo teste “Z” a
5%.

A ocorréncia de S. aureus foi maior (16,9%) nos animais pertencentes as
propriedades com producdo de leite intermediaria (entre 400 a 1.000 L/dia), quando
comparada aos dois outros grupos (p < 0,05). Deve-se ressaltar a relevancia deste fato para

a Saude Publica, ao se considerar o risco de veiculagao de S. aureus através do leite, uma
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vez que grande parte das propriedades leiteiras do Estado de Sao Paulo apresenta um
volume de producao dentro desta faixa.

Observou-se também que propriedades pequenas (produgdo < 400 L/dia) e
propriedades maiores (producao > 1.000 L/dia) ndo diferiram estatisticamente entre si,
indicando ndo haver diferenga entre as freqiiéncias de isolamento de S. aureus entre elas.
Logo, propriedades pequenas e grandes por apresentarem menor volume de leite e
melhores condigdes de producdo, respectivamente, ndo seriam consideradas um risco de
veiculacdo de S. aureus através do leite.

Quanto a CCS os animais foram distribuidos em dois grupos para fins de
comparacgao na analise estatistica: Grupo de baixa CCS (< 200.000 céls/mL de leite), que
representa a auséncia de mastite subclinica e Grupo de alta CCS (> 200.000 céls/mL de
leite), que representa a presenga de qualquer grau de mastite subclinica.

O numero de animais amostrados positivos em cada grupo esta descrito na
Tabela 9. Pode-se notar que o numero geral de animais avaliados com CCS maior que
200.000 céls/mL de leite foi muito superior (458 animais) aos animais com CCS menor que
200.000 céls/mL (160 animais), evidenciando claramente a presenca de mastite subclinica
entre os animais avaliados neste estudo.

Quanto a ocorréncia de S. aureus, ndao houve diferenca estatistica em relagao a
presenca deste patégeno e a CCS do leite dos animais, o que permite afirmar que o S.
aureus pode ser isolado tanto de animais sadios como de animais com mastite subclinica,

nas condigcdes em que este estudo foi realizado.

Tabela 9: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a contagem de células somaticas (CCS).

< 200.000 céls/mL > 200.000 céls/mL Total
N % N % N %
S. aureus + 9 5,6 24 5,2 33 54
S. aureus - 151 944 434 94,8 585 94,6
Total 160 100,0 458 100,0 618 100,0

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

A seguir sao descritos os resultados quanto ao numero de animais amostrados em
relacdo ao sistema de ordenha utilizado na propriedade (canalizado ou balde ao pé) (Tabela
10). Verificou-se uma maior ocorréncia de S. aureus entre os animais que foram ordenhados
em sistema balde ao pé (7%), porém nao foram observadas diferencas estatisticas entre os

grupos avaliados.
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Na caracterizacdo de propriedades leiteiras em Minas Gerais com base na
contaminagao bacteriana do leite cru, Guerreiro et al. (2005) verificaram que uma das trés
propriedades avaliadas com ordenha mecanica apresentou contagem bacteriana inicial do leite
de mistura de 3,5 x 10° UFC/mI, considerado relativamente elevado. Este resultado de
contagem bacteriana no leite de mistura foi maior do que o observado na propriedade com
ordenha manual rudimentar, indicando que a tecnologia quanto aos sistemas de ordenha
utilizados n&o implica, necessariamente, em um leite com melhor qualidade microbiolégica e
sim em mais um item a ser considerado como possivel agente de contaminagao bacteriana.

Diferentemente do que afirmou Guerreiro et al. (2005), o presente estudo indicou
que propriedades com sistemas de ordenha mais simples com equipamento balde ao pé,
possuem maior risco de veicularem S. aureus e apresentarem conseqlientemente maior
contaminacao inicial do leite cru do que propriedades com sistemas de ordenha canalizados.

Deve-se considerar que o equipamento de ordenha é uma fonte importante de
contaminacao do leite e os procedimentos de limpeza e higienizagao, nesse componente,

podem influenciar diretamente no indice de contaminagao microbiana do leite.

Tabela 10: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com o sistema de ordenha utilizado na propriedade.

Canalizada Balde ao pé Total
N % N % N %
S. aureus + 21 4,7 12 7,0 33 54
S. aureus - 426 95,3 159 93,0 585 94,6
Total 447 100,0 171 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Pelo fato do S. aureus ser uma bactéria de origem contagiosa e sua
disseminacdo entre os animais dar-se principalmente durante a ordenha, pelas mas
condi¢cdes de higiene dos animais, dos ordenhadores e dos procedimentos de ordenha,
relacionou-se a presengca de S. aureus as condicbes de higiene encontradas nas
propriedades.

Relativamente ao diagnéstico e prevengao de mastites, os procedimentos
avaliados foram: realizacdo do pré dipping e pés dipping, uso de luvas descartaveis,
realizacdo do teste da caneca de fundo preto para detec¢cao de mastite clinica, desinfeccao
de teteiras com cloro durante a ordenha e o tipo de desinfetante utilizado no pré e/ou no poés

dipping. Os dados obtidos estdo dispostos nas Tabelas 11 a 16.
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Quanto a ocorréncia de S. aureus e as praticas de pré e pos dipping, nao foram
detectadas diferengas estatisticas (Tabela 11 e 12). Entretanto, verificou-se que o uso do pré
dipping em termos absolutos interferiu na ocorréncia de S. aureus, em torno de 50%. Ja o
pos dipping nao interferiu na ocorréncia de S. aureus uma vez que esta pratica é realizada
apo6s a ordenha dos animais. Estes dois procedimentos sdo essenciais na rotina de ordenha
para que se mantenha um padréo de higiene adequado no momento da obtengdo do leite e
se previna o aparecimento de mastite entre os animais (TAVERNA, 2004). Os dados obtidos
no presente experimento indicam que somente o pré dipping apresenta importancia para

reduzir a ocorréncia de S. aureus no leite.

Tabela 11: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a pratica de pré dipping.

Pré Dipping
Sim N&o Total
N % N % N %
S. aureus + 18 4,3 15 7,3 33 5,4
S. aureus - 396 95,7 189 92,7 585 94,6
Total 414 100,0 204 100,0 618 100,0

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais totais indicados

na ultima linha.

Tabela 12: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a pratica de pos dipping.

P&6s Dipping
Sim N&o Total
N % N % N %
S. aureus + 23 5,3 10 5,3 33 54
S. aureus - 409 94,7 176 94,7 585 94,6
Total 432 100,0 186 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais totais indicados

na ultima linha.

Em relacdo ao uso de luvas descartaveis durante a ordenha (Tabela 13),
verificou-se uma maior ocorréncia de S. aureus entre os animais ordenhados sem a
utilizacao de luvas descartaveis (6,7%), no entanto, este resultado nao foi estatisticamente
diferente. As luvas descartaveis quando usadas corretamente, diminuem a contaminacgao

cruzada entre os animais e entre o homem e os animais.
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De acordo com varios autores (BRYAN, 1976; GENIGEORGIS, 1989; MURRAY,
1998; CHAPAVAL, 1999), a fonte mais provavel de contaminagao primaria de alimentos por
S. aureus € o proprio ser humano. Uma grande parte da populagdo humana possui S.
aureus como parte da microbiota do nariz, pescogo e méos, e, conseqlientemente, essas
pessoas que manuseiam alimentos podem contaminar o produto cru, os equipamentos, e/ou

o produto final.

Tabela 13: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a pratica de uso de luvas descartaveis durante a ordenha.

Luvas descartaveis

Sim N&o Total
N % N % N %
S. aureus + 8 3,2 25 6,7 33 5,4
S. aureus - 240 96,8 345 93,3 585 94,6
Total 248 100,0 370 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Tondo et al. (2000) examinando a contaminagdo por S. aureus em leite e
derivados e sua relagcdo com os isolados e as fontes de contaminagdo, verificaram
ocorréncia de 35,2% de S. aureus nos seres humanos, manipuladores dos alimentos.

Na Tabela 14 estdo dispostos os resultados quanto ao numero de animais
amostrados e os positivos para S. aureus de acordo com a pratica de verificagdo de mastite
clinica antes da ordenha (teste da caneca de fundo preto). Observou-se entre as 42
propriedades avaliadas que na maioria dos animais esta pratica era adotada como rotina
(434 animais/ 618 animais). O teste da caneca de fundo preto se encontra bastante
difundida entre os produtores, pois se sabe que o leite contendo grumos n&o pode ser
incorporado ao leite de mistura, por alterar a qualidade do produto.

A Tabela 15 apresenta a ocorréncia de S. aureus de acordo com a pratica de
desinfeccdo de teteiras com cloro durante a ordenha. Pode-se observar que em animais
onde esta pratica é realizada, a taxa de isolamento de S. aureus foi menor (4%), embora

nao tenha sido detectada nenhuma diferenca estatistica entre os grupos avaliados.
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Tabela 14: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com o uso do teste da caneca de fundo preto para detec¢cao de mastite clinica.

Teste da caneca de fundo preto

Sim N&o Total
N % N % N %
S. aureus + 20 4,6 13 7,0 33 54
S. aureus - 414 954 171 93,0 585 94,6
Total 434 100,0 184 100,0 618 100,0

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

O uso de desinfeccdo de teteiras durante a ordenha é, de fato, muito
questionavel entre os pesquisadores e técnicos. Em trabalho realizado por Amaral et al.
(2004), a desinfecgao das teteiras com hipoclorito de sédio ou dicloroisocianurato de sodio
durante a ordenha nao foi eficiente como método preventivo de reducdo da acao das
teteiras como veiculo de transmissdo de microrganismos para o Ubere e para o leite. Os
autores constataram que a pratica de desinfecgéo de teteiras ndo reduziu significativamente
o numero de coliformes e Staphylococcus sp., destacando que em algumas teteiras, apds o

uso do desinfetante ocorreu aumento no nimero de microrganismos isolados.

Tabela 15: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a pratica de desinfecgao de teteiras com cloro.

Desinfeccéo de Teteiras

Sim N&o Total
N % N % N %
S. aureus + 6 4,0 27 5,7 33 5,4
S. aureus - 141 96,0 444 94,3 585 94,6
Total 147 100,0 471 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Na Tabela 16 estédo dispostos os animais amostrados positivos para S. aureus de
acordo com o tipo de desinfetante utilizado no pré e pds dipping. Verificou-se uma tendéncia
no uso do iodo ao invés de cloro, verificado através do numero de animais em que foi usado
iodo (438 animais) quando comparado ao numero de animais em que foi usado o cloro (65

animais). Este fato é devido provavelmente a maior facilidade de uso do iodo, pois ndo ha a
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necessidade de diluicdo e pela sua melhor estabilidade em relagdo a concentragcéo de

matéria organica (fezes, urina e barro) no ambiente da ordenha.

Tabela 16: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com o tipo de desinfetante utilizado no pré e pds dipping.

Desinfetantes

lodo Cloro Nenhum Total
N % N % N % N %
S. aureus + 22 5,0 3 4,6 8 7,0 33 54
S. aureus - 416 95,0 62 95,4 107 93,0 585 94,6
Total 438 100,0 65 100,0 115 100,0 618 100,0

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

5.3.2 Amostras de leite de mistura (Tanques de expansao)

Quanto a localizacdo das propriedades leiteiras avaliadas neste estudo, as
amostras de leite de mistura que foram positivas para S. aureus encontram-se na Tabela 17.
A freqléncia de isolamento de S. aureus no leite de mistura foi a mesma nas duas regides
(19%). No entanto, quando se compara a frequéncia geral de isolamento de S. aureus no
leite individual dos animais (5,4%) percebe-se que no leite de mistura foi aproximadamente
trés vezes maior, indicando que possivelmente ocorram contaminagdes por este
microrganismo ao longo do trajeto do leite desde a extracdo da glandula mamaria até o
tanque de mistura.

As contagens de S. aureus em Agar BP nas amostras de leite de mistura
variaram de 10% a 10* UFC/mL. Tondo et al. (2000) analisando leite cru, verificaram
contagens variando desde n&o detectavel até 1,8 x 10* UFC/mL, com média de 3,5 x 103
UFC/mL. No Brasil, a contagem média de S. aureus no leite in natura esta em torno de 10°
UFC/mL (SENA, 2000).

Na Tabela 18, estao dispostos os resultados referentes as amostras de leite de
mistura positivos para S. aureus de acordo com o volume de leite produzido em cada
propriedade. Nao foram detectadas diferencas estatisticas significativas entre os grupos
avaliados. Entretanto, em valores absolutos, verificou-se que houve maior ocorréncia de S.
aureus no leite de mistura de propriedades que produziam volumes inferiores a 400 L
leite/dia (29,4%). Entre as possiveis causas desta maior ocorréncia de S. aureus, pode-se

citar o efeito de concentracao devido ao menor volume de leite produzido, menor nimero de
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animais em ordenha, sistemas de resfriamento pouco eficientes e transporte do leite em

condi¢des precarias.

Tabela 17: Numero de amostras de leite de mistura, positivos para Staphylococcus aureus,

agrupados de acordo com a regido (1 — Sao Carlos e 2 — Ribeirdo Preto).

Regido 1 Regido 2 Total
N % N % N %
S. aureus + 4 19,0 4 19,0 8 19,0
S. aureus - 17 81,0 17 81,0 34 81,0
Total 21 100,0 21 100,0 42 100,0

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Tabela 18: Numero de amostras de leite de mistura, positivos para Staphylococcus aureus

agrupados de acordo com o volume de leite produzido na propriedade.

<400 L/dia 400 - 1.000 L/dia > 1.000 L/dia Total
N % N % N % N %
S. aureus + 5 29,4 1 12,5 2 11,8 8 19,0
S. aureus - 12 70,6 7 87,5 15 88,2 34 81,0
Total 17 100,0 8 100,0 17 100,0 42 100,0

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Os resultados quanto a ocorréncia de S. aureus de acordo com a CCS do leite
de mistura encontram-se na Tabela 19. Utilizou-se como critério de divisdo dos grupos o
limite maximo de CCS permitido pela IN 51, de 600.000 céls/mL para leite B. Nao foi
verificada diferengca estatistica significativa entre os grupos, indicando que tanto
propriedades com CCS acima do limite critico, como propriedades em condi¢cbes adequadas
em relacdo a este parametro, podem veicular S. aureus através do leite de mistura. Os
resultados obtidos no presente experimento sao, portanto, diferentes dos dados reportados
por Jayahao et al. (2004), os quais afirmam que o isolamento de S. aureus esta associado a
CCS do leite de mistura. Os autores observaram que em rebanhos infectados por S. aureus,
apresentaram a CCS do leite de mistura entre 250.000 a 400.000 céls/mL.

No entanto, em valores absolutos, a ocorréncia de S. aureus foi maior (25%)
entre as propriedades em que o leite de mistura apresentou niveis acima de 600.000

céls/mL.
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Tabela 19: Numero de amostras de leite de mistura, positivos para Staphylococcus aureus

agrupados de acordo com a contagem de ceélulas somaticas.

< 600.000 céls/mL > 600.000 céls/mL Total
N % N % N %
S. aureus + 3 13,6 5 25,0 8 19,0
S. aureus - 19 86,4 15 75,0 34 81,0
Total 22 100,0 20 100,0 42 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

A seguir, na Tabela 20 estido dispostos os resultados da ocorréncia de S. aureus
em relagao a contagem de aerobios mesofilos no leite de mistura. Da mesma forma que na
CCS, utilizou-se como critério de divisdo dos grupos o limite maximo permitido pela IN 51
para leite B (500.000 UFC/mL).

Nao houve diferengca estatistica em relagdo a ocorréncia de S. aureus e a
contagem de mesdfilos. No entanto, em valores absolutos, a ocorréncia de S. aureus foi
maior (21,5%) em propriedades em que o leite de mistura apresentou niveis acima de
500.000 UFC/mL. Este resultado indica uma possivel relagdo negativa entre a ocorréncia de
S. aureus e a qualidade do leite de mistura, ou seja, quanto menos adequadas forem as
condi¢bes higiénico-sanitarias de obtencdo do leite nas propriedades leiteiras, maior sera o

risco da presenga de S. aureus no leite de mistura.

Tabela 20: Numero de amostras de leite de mistura, positivos para Staphylococcus aureus

agrupados de acordo com a contagem de aerdbios mesdfilos.

< 500.000 UFC/mL > 500.000 UFC/mL Total
N % N % N %
S. aureus + 2 14,3 6 21,5 8 19,0
S. aureus - 12 85,7 22 78,5 34 81,0
Total 14 100,0 28 100,0 42 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Na Tabela 21 estdo dispostos os resultados quanto ao numero de amostras de
leite de mistura, positivos para S. aureus de acordo com o sistema de ordenha utilizado na

propriedade (balde ao pé ou canalizado em sistema fechado).
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Tabela 21: Numero de amostras de leite de mistura, positivos para Staphylococcus aureus

agrupados de acordo com o tipo de sistema de ordenha utilizado.

Balde ao pé Canalizada Total
% N % N %
S. aureus + 4 22,2 4 16,7 8 19,0
S. aureus - 14 77,8 20 83,3 34 81,0
Total 18 100,0 24 100,0 42 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

O numero de amostras de leite de mistura, positivos para S. aureus nas
propriedades avaliadas, classificadas de acordo com os procedimentos utilizados de higiene

durante os processos de obtencao do leite, encontram-se dispostos nas Tabelas 22 a 27.

Tabela 22: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a pratica de pré dipping.

Pré Dipping
Sim Néo Total
N % N % N %
S. aureus + 7 26,0 1 6,6 8 19,0
S. aureus - 20 74,0 14 93,4 34 81,0
Total 27 100,0 15 100,0 42 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Pode-se verificar que os procedimentos de higiene de ordenha, utilizados com o
objetivo de prevenir mastites e contaminagdes decorrentes da ordenha e do ambiente em
geral refletem melhor e mais eficientemente nos animais individualmente do que na higiene
e qualidade do leite de mistura, pois existe todo o trajeto que o leite percorre até a chegada
ao tanque de expansao, sendo assim mais um interferente na contaminagéo microbioldgica

inicial do leite cru.
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Tabela 23: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a pratica de pos dipping.

P6s Dipping
Sim N&o Total
N % N % N %
S. aureus + 6 21,4 2 14,3 8 19,0
S. aureus - 22 78,6 12 85,7 34 81,0
Total 28 100,0 14 100,0 42 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Tabela 24: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a pratica de uso de luvas descartaveis durante a ordenha.

Luvas descartaveis

Sim N&o Total
% N % N %
S. aureus + 3 21,4 5 18,0 8 19,0
S. aureus - 11 78,6 23 82,0 34 81,0
Total 14 100,0 28 100,0 42 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Tabela 25: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com o uso do teste da caneca de fundo preto para deteccdo de mastite clinica.

Teste da caneca de fundo preto

Sim N&o Total
N % N % N %
S. aureus + 7 26,0 1 6,6 8 19,0
S. aureus - 20 74,0 14 93,4 34 81,0
Total 27 100,0 15 100,0 42 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.
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Tabela 26: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com a pratica de desinfeccao de teteiras.

Desinfeccéo de Teteiras

Sim N&o Total
N % N % N %
S. aureus + 0 0,0 8 24,2 8 19,0
S. aureus - 9 100,0 25 75,8 34 81,0
Total 9 100,0 33 100,0 42 100,0

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Tabela 27: Numero de animais amostrados positivos para Staphylococcus aureus de acordo

com o tipo de desinfetante utilizado no pré e pés dipping.

Desinfetantes

lodo Cloro Nenhum Total
N % N % N % N %
S. aureus + 5 18,0 2 40,0 1 11,1 8 19,0
S. aureus - 23 82,0 3 60,0 8 88,9 34 81,0
Total 28 100,0 5 100,0 9 100,0 42 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

5.4 ldentificacdo dos isolados enterotoxigénicos de S. aureus no leite individual e

no leite de mistura

Em um total de 660 amostras analisadas, sendo 618 amostras de leite individual
e 42 amostras de leite de mistura, detectou-se 41 amostras de leite positivas para S. aureus
(6,2%). No entanto, em algumas amostras de leite foram detectados mais de um isolado,
gerando 53 isolados, entre amostras de leite individual e leite de mistura neste estudo.

Para a identificagdo dos S. aureus produtores de enterotoxinas e de TSST-1
utilizaram-se 40 isolados, dentre eles, 30 provenientes de 21 amostras de leite individual
(animais) e 10 provenientes de 8 amostras de leite de mistura.

Na Tabela 28 estao dispostos os resultados quanto a identificagdo dos isolados
de S. aureus produtores de toxinas de acordo com o nimero de amostras analisadas (leite

individual e de mistura). Verificou-se que das 21 amostras analisadas de leite individual em
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uma (4,7%) foi detectada concomitantemente as enterotoxinas B e C, em uma (4,7%) as
toxinas A e TSST-1 e em 2 (14,3%) amostras foram encontradas a toxina TSST-1.

Isolados de S. aureus produtores de toxinas s&0 uma preocupagao por varias
razbes. Primeiramente, estas toxinas sdo consideradas superantigenos que modulam a
resposta imune e afetam a saude animal. Outra razdo é a preocupacdao com a Saude
Publica, pois estas toxinas podem estar envolvidas nas DVAs.

Sa et al. (2004) nao detectou TSST-1 em suas amostras de leite individual
proveniente de casos de mastite, no entanto, a producao de enterotoxinas foi detectada em
nove amostras de leite (4,39%), sendo uma (0,49%) produtora da enterotoxina D, trés
(1,46%) produtoras da enterotoxina C e trés (1,46%) produtoras de enterotoxina B.

Quanto ao leite de mistura, foram detectadas no presente estudo duas amostras
(25%) contendo a somente toxina TSST-1. Araujo et al. (1989) encontraram apenas uma
amostra (0,5%) de S. aureus enterotoxigénica em leite cru proveniente de tanque de
expansao. Em outro estudo realizado no Brasil, em 127 isolados de S. aureus procedentes
de mastite subclinica foram encontradas seis (4,7%) produtores de enterotoxinas, sendo um
produtor da enterotoxina C, um da enterotoxina A e trés de A e C concomitantemente
(LOPES et al. 1990).

Tabela 28: Freqliéncia de deteccao de toxinas de isolados de S. aureus testados em

amostras de leite individual e leite de mistura.

Toxinas Leite Individual® Leite de Mistura® Total®
Positivas % Positivas % Positivas %
A 0 0,0 0 0,0 0 0,0
B 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C 0 0,0 0 0,0 0 0,0
D 0 0,0 0 0,0 0 0,0
B+C 1 4,7 0 0,0 1 3,5
A+ TSST-1 1 4,7 0 0,0 1 3,5
TSST-1 2 14,3 2 25,0 4 13,8
Total 4 19,0 2 25,0 6 20,7

' Total de amostras analisadas: 21; 2 Total de amostras analisadas: 8; % Total de amostras analisadas: 29.

Segundo Cardoso et al. (2000), que descreveram pela primeira vez a produgao
da toxina TSST-1 por S. aureus isolado de mastite subclinica, no Brasil, € possivel que esta
toxina apresente fator de viruléncia importante em casos graves de mastite. Os autores
relatam que a co-produgdo de diferentes tipos de toxinas pode aumentar os efeitos

toxigénicos desses antigenos, sugerindo que esta co-produgdo de toxinas seja importante
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na patogenia das mastites. No presente estudo, ndo houve relagdo entre a presenga de
mastite clinica e subclinica e a deteccdo das toxinas.

Na Tabela 29 esta ilustrado o perfil bioquimico das amostras positivas para as
toxinas estafilococécicas. Pode se observar que todas as amostras foram positivas para
catalase, coagulase e termonuclease, porém entre a produgdo de acetoina (VP) e a
maltose, houve divergéncia nos resultados.

Como critério de escolha dos isolados de S. aureus a serem testados utilizou-se
a série bioquimica. De modo que, 13 (32,5%) isolados apresentaram reagéo positiva em
todas as provas utilizadas, 20 (50%) isolados para catalase, coagulase, termonuclease e VP,
3 (7,5%) isolados para catalase, coagulase, termonuclease e fermentacdo aerObia de
maltose e 4 (10%) foram positivas apenas para catalase, coagulase e termonuclease e

negativas para VP e fermentag&o aerdbia de maltose.

Tabela 29: Perfil bioquimico dos isolados de S. aureus positivos para as toxinas

estafilococdcicas.

Isolados Série Bioquimica
produtores de L )
_ Catalase Coagulase Termonuclease VP Maltose
toxinas
B+C + + + + -
A+ TSST-1 + + + + -
TSST-1 leite
+ + + + -
individual
TSST-1 leite
+ + + - +
individual
TSST-1 leite de
+ + + - +
mistura
TSST-1 leite de
+ + + - +
mistura

! Produco de Acetoina (37°C, 48 horas); % Fermentag&o aerdbia da maltose (37°C, 48 horas).

Sa et al. (2004) detectaram que dos 209 isolados de S. aureus, 205 (98,86%)
foram positivos para a termonuclease, resultado semelhante ao encontrado por De Freitas e
Magalhdes (1990), que detectaram esta enzima em 91,4% dos isolados. No presente
estudo, utilizou-se rigorosamente este critério de positividade para os isolados a serem
testados, pois de acordo com Bergdoll (1989) e Bennett (1996) esta enzima é um forte

indicativo da producao de toxinas pelo S. aureus.
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A diversidade de provas bioquimicas utilizadas para identificacdo deste agente
entre amostras de leite provenientes de mastite e a falta de consenso entre os
pesquisadores de quais provas seriam melhores e mais confiaveis, evidencia que somente a
serie bioquimica para identificar S. aureus é insuficiente e que técnicas de genotipagem

seriam necessarias para melhor interpretacdo dos resultados.

5.5 Identificacdo genotipica dos isolados de S. aureus

Para se conseguir relacionar a origem epidemioldgica dos S. aureus encontrados
nas 42 propriedades leiteiras nas duas regides de abrangéncia do presente estudo, avaliou-
se 35 isolados.

O aparelho de foto documentacgao utilizado no procedimento permite a analise de
13 isolados por vez. Desta forma, os isolados foram divididos em 3 grupos com 13 cada. Os
S. aureus do Grupo 1 (1 a 13) estao especificadas na Tabela 30, quanto a fazenda, regiado e
origem das amostras de leite.

A leitura da PFGE dos isolados do Grupo 1 pode ser visualizada na Figura 13.
Pode-se observar que os isolados 1, 3, 7, 8, 9, 11 e 13 ndo apresentaram bandas, n&o
sendo, portanto considerados como S. aureus. Isto pode estar relacionado a contaminacgao
apos o isolamento, ou a baixa especificidade das técnicas de identificagdo bioquimica.

Os isolados 4 (amostra de leite individual) e 5 (amostra de leite de mistura)
visualizados na Figura 13, oriundos da mesma propriedade leiteira apresentaram
similaridade genotipica, comprovando a transferéncia de S. aureus de um animal infectado
para o leite de mistura. Da mesma forma, os isolados 2 (amostra de leite individual) e 12
(amostra de leite de mistura) oriundos de propriedades diferentes, porém pertencentes a
mesma regido (Ribeirdo Preto) também apresentaram bandas semelhantes, logo,
apresentando similaridade genética (Figura 13). A disseminagdo de S. aureus entre
diferentes propriedades, possivelmente pode ter sido através da troca ou venda de animais
entre as propriedades ou devido a falhas decorrentes dos procedimentos de coleta de leite,

visto que ambas as propriedades entregavam o leite na mesma cooperativa.
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Tabela 30: Especificagdo dos isolados de S. aureus analisados por PFGE no Grupo 1,

quanto a fazenda, regido e origem da amostra de leite.

Isolados S. aureus Fazenda Regido Origem do leite
1 2 12 Individual
2 22 2° Individual
3 22 2 Individual
4 3 1 Individual
5 3 1 Mistura
6 5 1 Individual
7 8 1 Individual
8 8 1 Individual
9 9 1 Mistura
10 23 2 Individual
11 23 2 Individual
12 23 2 Mistura
13 14 1 Individual

@ Propriedades pertencentes a regido de S&o Carlos; ° Propriedades pertencentes & regido de Ribeirdo Preto.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

FIGURA 13: Leitura da PFGE do grupo 1 (isolados de S. aureus de 1 a 13). Sequéncia da
esquerda para direita: padrdo lambda, isolados 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13,

padrao concatameros.
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Os isolados de S. aureus do Grupo 2 (14 a 26) estao especificadas na Tabela 31,
quanto a fazenda, regido e origem das amostras. A leitura da PFGE pode ser visualizada na
Figura 14. Similarmente ao que ocorreu na analise do Grupo 1, alguns isolados nao
apresentaram banda (isolados 14, 15, 16, 18, 24, 25 e 26).

Os isolados 19, 20, 21 e 22, provenientes de amostras de leite de mistura de
uma mesma propriedade, foram todos similares, indicando n&o haver diversidade genética
entre os isolados de S. aureus encontrados nesta propriedade. Este resultado demonstra um
possivel carater endémico de infecgdes intramamarias (mastites) neste rebanho, uma vez

que os isolados de S. aureus eram todos similares geneticamente.

Tabela 31: Especificagdo dos isolados de S. aureus analisados por PFGE no Grupo 2,

quanto a fazenda, regido e tipo de amostra de leite.

Isolados S. aureus Fazenda Regido Origem do leite
14 25 2° Individual
15 26 2 Individual
16 17 1° Mistura
17 17 1 Mistura
18 17 1 Mistura
19 29 2 Mistura
20 29 2 Mistura
21 29 2 Mistura
22 29 2 Mistura
23 19 1 Individual
24 20 1 Mistura
25 33 2 Individual
26 33 2 Individual

? Propriedades pertencentes & regido de Ribeirdo Preto;” Propriedades pertencentes a regido de Sao Carlos.
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FIGURA 14: Leitura da PFGE do grupo 2 (isolados de S. aureus 14 a 26). Seqiéncia da
esquerda para direita: padrao lambda, isolados 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25

e 26, padrao concatadmeros.

Os isolados de S. aureus do Grupo 3 (27 a 35), analisados através da PFGE,

estao especificados na Tabela 32.

Tabela 32: Especificagdo dos isolados de S. aureus analisados por PFGE no Grupo 3,

quanto a fazenda, regiao, tipo de amostra de leite.

Isolados S. aureus Fazenda Regido Origem do leite

27 36 2° Individual
28 37 2 Individual
29 38 2 Individual
30 38 2 Individual
31 41 2 Individual
32 41 2 Individual
33 41 2 Mistura

34 42 2 Individual
35 42 2 Mistura

® Propriedades pertencentes a regido de Ribeiréo Preto.
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A leitura do gel de agarose do Grupo 3 pode ser visualizada na Figura 15.
Similarmente ao que ocorreu na analise do Grupo 1, alguns isolados ndo apresentaram
banda (isolados 33, 34, 35). Com relagao aos isolados que apresentaram bandas no gel,

nio foi observada nenhuma similaridade entre eles.

27 28 29 30 31 32 33 34 35

-
-
-
-
-
-
-
——

FIGURA 15: Leitura da PFGE do grupo 3 (isolados de S. aureus de 27 a 35). Seqliéncia da
esquerda para direita: padrao lambda, isolados 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, padrao

concatameros.

Na Tabela 33 estdo apresentados os 13 padrdes distintos encontrados para os
isolados de Staphylococcus aureus do leite de mistura e individual provenientes das 42
propriedades leiteiras avaliadas.

Houve heterogeneidade genética entre os isolados, visto o grande numero de
padrdes encontrados. A elevada variabilidade entre os padrbes fenotipicos e genotipicos
pode decorrer da diversidade dos locais nos quais os S. aureus sao encontrados, uma vez
que estes microrganismos podem ser isolados do leite de vacas acometidas de mastite
clinica e subclinica, da superficie da pele dos tetos, dos conjuntos de teteiras utilizados para
a ordenha, e dos ordenhadores (ROBERSON et al. 1994).

Devido a contaminacao de alguns S. aureus utilizados na analise, 0 numero de
isolados na populacao-teste foi reduzida de 35 para 18. Assim, a capacidade discriminatéria
do método de PFGE entre as amostras analisadas foi de D = 0,95, demonstrando a eficacia

do método para a identificagdo genotipica desta espécie.
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Tabela 33: Padrdes de identificagdo de Staphylococcus aureus isolados de vacas leiteiras e

tanques de resfriamento.

Padrdes Isolados
1 2e12
2 4eb5
3 6
4 10
5 17
6 19, 20,21 e 22
7 23
8 27
9 28
10 29
11 30
12 31
13 32

5.6 Isolamento e identificacdo de Escherichia coli O157: H7

5.6.1 Amostras de leite Individual (vacas leiteiras em produc¢éo)

O numero de animais amostrados e o nimero de animais positivos para E. coli
0157: H7 em cada propriedade de acordo com a regiao avaliada encontram-se na Tabela
34. Na regido 1 (Séo Carlos) foram amostrados 307 animais, sendo que 3 (1%) foram
positivos para E. coli O157: H7. Na regiao 2 (Ribeirdo Preto) foram avaliados 311 animais e
5 (1,6%) foram positivos para E. coli 0O157: H7.

Pode-se verificar que a taxa de isolamento de E. coli O157: H7 foi muito baixa
nas condicbes em que este estudo foi desenvolvido. Segundo Forsythe (2002), a E. coli
0157: H7 pode se abrigar nas fezes do bovino durante um periodo médio de 21 dias,
podendo variar de 5 a 124 dias e este pode ser considerado o portador desta bactéria por
longos periodos. No entanto, como causadora de mastite e principalmente mastite
subclinica, a E. coli O157: H7 ndo parece ser um agente importante.

Os resultados encontrados na literatura quanto a E. coli causar mastite clinica
e/ou subclinica, sua intensidade e duragao sdo bastante controversos (COSTA et al. (1998);
CULLOR (1993); DUNN (1994); DOPFER et al. (1999); BRADLEY e GREEN (2000)). Estes

autores relatam que normalmente os casos de mastite causados por E. coli se manifestam
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de forma clinica e aguda, porém afirmam que pode haver casos subclinicos e a E. coli

persistir na glandula mamaria por longos periodos.

No entanto, poucos estudos relatam o sorotipo O157: H7 como causadora de

mastite bovina. Stephen e Kuhn (1999) encontraram 6% de E. coli em amostras de leite

obtidas assepticamente de quartos mamarios de diferentes animais com mastite clinica

aguda. Destes isolados de E. coli, 2,8% foram confirmados como ECVT.

Tabela 34: Numero de animais amostrados por regido e por fazenda e o nimero de animais

positivos encontrado em cada propriedade para E. coli 0157: H7.

Regido 1 Regido 2
Fazenda N animais  O157: H7 % Fazenda N animais  O157: H7 %
amostrados + amostrados +
1 9 0 0,0 22 13 2 15,4
2 14 0 0,0 23 20 1 50
3 15 0 0,0 24 20 0 0,0
4 20 0 0,0 25 20 0 0,0
5 20 0 0,0 26 20 0 0,0
6 2 0 0,0 27 20 0 0,0
7 20 0 0,0 28 12 0 0,0
8 8 0 0,0 29 3 0 0,0
9 16 0 0,0 30 5 0 0,0
10 20 0 0,0 31 20 0 0,0
11 17 0 0,0 32 20 0 0,0
12 14 0 0,0 33 15 0 0,0
13 11 0 0,0 34 10 0 0,0
14 11 0 0,0 35 20 2 10,0
15 9 0 0,0 36 15 0 0,0
16 16 0 0,0 37 18 0 0,0
17 18 0 0,0 38 15 0 0,0
18 19 0 0,0 39 12 0 0,0
19 20 3 15,0 40 11 0 0,0
20 9 0 0,0 41 12 0 0,0
21 19 0 0,0 42 10 0 0,0
Total 307 3 1,0 Total 311 5 1,6

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais totais indicados

na ultima linha.
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A distribuicdo dos animais positivos para E. coli O157: H7 de acordo com o
volume de producao de leite (L/dia) na propriedade encontra-se na Tabela 35. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos avaliados. Entretanto, as propriedades do grupo de
menor producao (< 400 L/dia) ndo apresentaram amostras positivas para E. coli O157: H7,
enquanto que as propriedades de média e alta producédo apresentaram taxas de ocorréncia

de E. coli O157: H7 bastante semelhantes.

Tabela 35: Numero de animais amostrados positivos para E. coli 0157: H7 de acordo com o

volume de leite produzido na propriedade (L/dia).

< 400 L/dia 400 - 1.000 L/dia > 1.000 L/ dia Total
N % N % N % N %
0157: H7 + 0 0,0 2 2,0 6 1,8 8 1,3
0O157: HY - 194 100,0 97 98,0 319 98,2 610 98,7
Total 194 100,0 99 100,0 325 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Em relacdo a contagem de células somaticas (CCS), as propriedades foram
categorizadas da mesma maneira descrita para S. aureus: Grupo de baixa CCS (< 200.000
céls / mL de leite - auséncia de processo inflamatério) e Grupo de alta CCS (> 200.000 céls /
mL de leite - presenca de qualquer grau de mastite subclinica). O numero de animais
positivos encontrados em cada grupo esta apresentado na Tabela 36. Pode-se observar
que, dos 8 animais positivos para E. coli O157: H7 encontrados neste estudo, 7 deles
apresentaram CCS acima de 200.000 céls/mL, indicando que estes animais, em que foi
isolado E. coli O157: H7, possuiam algum grau de processo inflamatério no momento da
colheita das amostras. Os dados obtidos no experimento indicam que a ocorréncia de E. coli
0157: H7 no leite, embora pequena, é preocupante, uma vez que os animais com mastite
subclinica causada por este agente representam uma importante fonte de infecgao para o

rebanho e para o leite de mistura da propriedade.



87

Tabela 36: Numero de animais amostrados positivos para E. coli O157: H7 de acordo com a

contagem de células somaticas (CCS).

< 200.000 céls/mL > 200.000 céls/mL Total
N % N % N %
O157: H7 + 1 0,6 7 1,5 8 1,3
0157: H7 - 159 99,4 451 98,5 610 98,7
Total 160 100,0 458 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

O numero de animais positivos para E. coli O157: H7 de acordo com o sistema
de ordenha utilizado em cada propriedade esta descrito na Tabela 37. Verificou-se que
houve uma maior ocorréncia de E. coli O157: H7 entre os animais ordenhados através de
sistema canalizado, no entanto ndo foi detectada diferenca estatistica significativa entre os
grupos testados.

Em valores absolutos, houve um maior isolamento de E. coli O157: H7 entre os
animais ordenhados através de equipamentos canalizados (salas de ordenha com fosso).
Deve-se ressaltar que a E. coli é considerada como um microrganismo de origem ambiental e,
consequentemente, pode ser disseminado em todos os ambientes, incluindo a sala de
ordenha. Assim, o equipamento de ordenha é uma fonte importante de contaminacao do leite
por este microrganismo, principalmente se houver falhas nos procedimentos de higienizagéo,
ou mesmo durante as operacdes de ordenha, através do contato direto do leite com as

superficies dos equipamentos contaminados.

Tabela 37: Numero de animais amostrados positivos para E. coli O157: H7 de acordo com o

sistema de ordenha utilizado na propriedade.

Canalizada Balde ao pé Total
N % N % N %
O157: H7 + 6 1,3 2 1,1 8 1,3
0157: H7 - 439 98,7 169 98,9 610 98,7
Total 447 100,0 171 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.
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A E. coli O157: H7 pertence ao grupo de bactérias relacionadas a contaminagao
ambiental e é conhecida por seu comportamento oportunista. Desta forma, relacionou-se sua
presenca com as condigdes de higiene e praticas de ordenha encontradas nas propriedades
avaliadas (Tabelas 38 a 43).

Dentre as praticas de ordenha, o pré dipping € a que mais controla a
contaminagao do leite e a ocorréncia de mastite por bactérias de origem ambiental na rotina de
ordenha. Na Tabela 38, estdo dispostos os resultados quanto ao numero de animais
amostrados e positivos de acordo com esta pratica. Nao foi detectada diferenca estatistica
entre a aplicacdo do pré dipping e a ocorréncia de E. coli O157: H7. No entanto, pode-se
verificar que a taxa de ocorréncia de E. coli O157: H7 foi 50% menor entre os animais que
eram submetidos a este procedimento.

Quanto a utilizagcdo do pré e pos dipping como importantes praticas de
desinfeccao e controle de mastite, pode-se notar, através do nimero de animais que ambas as

praticas sao freqlientemente utilizadas entre as propriedades avaliadas neste estudo.

Tabela 38: Numero de animais amostrados positivos para E. coli O157: H7 de acordo com a

pratica de pré dipping.

Pré Dipping
Sim N&o Total
N % N % N %
O157: H7 + 4 1,0 4 2,0 8 1,3
0157: H7 - 410 99,0 200 98,0 610 98,7
Total 414 100,0 204 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Tabela 39: Numero de animais amostrados positivos para E. coli O157: H7 de acordo com a

pratica de pés dipping.

Pés Dipping
Sim N&o Total
N % N % N %
O157: H7 + 4 1,0 4 2,0 8 1,3
0157: H7 - 428 99,0 182 98,0 610 98,7
Total 432 100,0 186 100,0 618 100,0

N&o foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.
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Tabela 40: Numero de animais amostrados positivos para E. coli O157: H7 de acordo com a

pratica de uso de luvas descartaveis durante a ordenha.

Luvas descartaveis

Sim N&o Total
N % N % N %
0157: H7 + 3 1,2 5 1,3 8 1,3
0157: H7 - 245 98,8 365 98,7 610 98,7
Total 248 100,0 370 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Tabela 41: Numero de animais amostrados positivos para E. coli O157: H7 de acordo com o

uso do teste da caneca de fundo preto para detecgcido de mastite clinica.

Teste da caneca de fundo preto

Sim N&o Total
N % N % N %
O157: H7 + 6 1,4 2 1,0 8 1,3
0O157: H7 - 428 98,6 182 99,0 610 98,7
Total 434 100,0 184 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferencas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

Tabela 42: Numero de animais amostrados positivos para E. coli O157: H7 de acordo com a

pratica de desinfecgao de teteiras.

Desinfeccéo de Teteiras

Sim N&o Total
N % N % N %
O157: H7 + 3 2,0 5 1,0 8 1,3
0O157: H7 - 144 98,0 466 99,0 610 98,7
Total 147 100,0 471 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.
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Tabela 43: Numero de animais amostrados positivos para E. coli O157: H7 de acordo com o

tipo de desinfetante utilizado no pré e pés dipping.

Desinfetantes

lodo Cloro Nenhum Total
N % N % N % N %
0157: H7 + 4 1,0 0 0,0 4 3,5 8 1,3
0157: H7 - 434 99,0 65 100,0 111 96,5 610 98,7
Total 438 100,0 65 100,0 115 100,0 618 100,0

Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas, pelo teste “Z” a 5%, nos percentuais indicados em

uma mesma linha.

5.6.2 Amostras de leite de mistura (tanques de expansao)

A E. coli O157: H7 nao foi detectada nas amostras de leite de mistura das 42
propriedades leiteiras avaliadas neste estudo.

A taxa de isolamento de E. coli O157: H7, de acordo com varios autores, & baixa.
Jayarao e Wang (1999) encontraram somente 7,3% das amostras de leite contaminadas
com E. coli, concluindo que o risco de contaminagcdo do leite de mistura com E. coli
patogénica é baixo. Estudos anteriores sobre a prevaléncia de isolados ECVT em amostras
de leite cru indicaram valores de 3,8% (JAYARAO e HENNING, 2001), 3,9% (KLIE et al.
1997) e 0,87% (STEELE et al. 1997).

De acordo com Stephen e Kuhn (1999), significado especial na contaminagéo do
leite com ECVT deve ser atribuido a contaminacédo fecal. No entanto, de acordo com os
autores, em amostras de leite colhidas assepticamente de quartos mamarios deve-se
considerar os isolados de ECVT como possiveis causadores de mastites em vacas
lactantes.

No presente estudo, a contagem presuntiva de E. coli O157: H7 em Agar
MacConkey Sorbitol MUG no leite de mistura das propriedades avaliadas variou de 10°a 10°
UFC/mL de leite.

Segundo Silva et al. (2001), o principal método de isolamento de Escherichia coli
0157: H7 em alimentos consiste na observacdo de colbnias tipicas em agar Sorbitol—
MacConkey suplementado com MUG. No entanto, verifica-se que quando se emprega este
meio na analise de leite in natura, outras bactérias nao fermentadoras de sorbitol tipicas
deste alimento, como Proteus spp., Aeromonas spp. e outras E. coli, também se
desenvolvem, levando a um excesso de colénias na placa e dificultando o isolamento de
colbnias de E. coli O157: H7 para testes confirmatorios (FAGUNDES et al. 2005).
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Considerando as limitagdes da técnica utilizada, é possivel que a baixa taxa de
isolamento de E. coli O157: H7 encontrada neste estudo no leite individual dos animais
(média geral nas duas regides: 1,3%) tenha sido acarretada pela dificuldade de isolamento
do agente em amostras de leite cru, devido a contaminacgao inicial elevada. Com relagao ao
leite de mistura, pode-se afirmar que a baixa frequéncia encontrada nas amostras
individuais contribuiu para que houvesse um efeito de diluicdo no leite de mistura, nao sendo
detectada a presenca de E. coli O157: H7.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, ndo é possivel concluir se a E.
coli O157: H7 é um potencial agente causador de mastite. E importante ressaltar, porém,
que o delineamento experimental do trabalho ndo contemplou este objetivo, pois foram
utilizadas amostras compostas de leite colhidas apds a ordenha dos animais e ndo amostras
individuais colhidas assepticamente dos quartos mamarios. Entretanto, o isolamento de E.
coli O157: H7 no leite de animais com mastite subclinica pode ser considerado como um
importante indicador desta relacdo de causalidade, a qual necessita de confirmacao através

de estudos direcionados para esta finalidade.
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6 CONCLUSOES

S. aureus e E. coli O157: H7 podem ser isolados do leite de vacas leiteiras sadias e
de vacas com mastite subclinica, assim consideradas aquelas com leite contendo
CCS abaixo ou acima de 200.000 céls./mL, respectivamente.

A deteccao de isolados de S. aureus enterotoxigénicos evidencia a existéncia do
risco de veiculagio de intoxicagdes decorrentes do consumo de leite e derivados.
Houve similaridade genética entre os isolados de S. aureus, de leites de uma mesma
propriedade e entre propriedades distintas, indicando a dispersao epidemioldgica
deste agente entre os rebanhos leiteiros estudados.

Propriedades leiteiras com volume de producédo diaria entre 400 L e 1.000 L
apresentaram maior risco de veiculagao de S. aureus através do leite.

As condi¢des de manejo de ordenha (tipo de ordenhadeira, uso de luvas, pré e pés
dipping, desinfecg¢ado de teteiras e tipo de sanitizante), diagnéstico de mastite (teste
de caneca de fundo preto) e a contagem de células somaticas ndo apresentaram
relagdo com a ocorréncia de S. aureus e E. coli O157: H7 no leite.

A contagem de células somaticas no leite de mistura apresentou-se, de modo geral,
de acordo com o limite estabelecido pela IN 51, indicando boa capacidade de
adequacgéao dos produtores a este parametro.

A contagem de aerébios meséfilos no leite de mistura da maioria das propriedades
ultrapassou o limite estabelecido pela IN 51, o que revela a existéncia de dificuldades
enfrentadas pelos produtores para a obtencdo de leite em condi¢des higiénico-

sanitarias de acordo com a legislagdo em vigor.
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