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Association of pathogenic agents isoladed from microbiological analysis of water with the
presence of clinical or subclinical mastitis in cows of dairy farms of Cerqueira Cesar region SP
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RESUMO

Objetivou-se, neste trabalho, pesquisar a relagdo entre os microrganismos patogénicos isolados e identificados em agua
utilizada na ordenha, com o isolamento e identificagdo dos mesmos em amostras de leite, de quartos mamérios apresentando mastite
clinica ou subclinica nas mesmas propriedades. Foram utilizadas 16 propriedades rurais | eiteiras, escolhidas aleatoriamente, naregido
de Cerqueira César — SP, que utilizavam ordenha mecanica. A &gua utilizada na ordenhafoi classificada em relacéo a presencade
coliformestotais e fecais, como dentro dos padrdes ou fora dos padrdes de potabilidade humana. Nos resultados obtidos, 94% das
amostras foram classificadas como fora dos padres em relagéo a coliformes totais e fecais. Os microrganismos identificados foram:
Escherichia coli (51%), Enterobacter spp. (25%), Enterobacter cloacae (8%) Edwardsiella tarda (8%) eKlebsiella oxytoca (8%). Em
relacdo ao leite, foram analisadas 373 amostras provenientes de vacas em lactacdo, com mastite clinica (n=19; 5%) e subclinica (n=354;
95%). Os animais com mastite subclinica foram identificados pela contagem de células sométicas (CCS), utilizando-se o aparelho
eletronico (Somacount 300, Bentley), onde a média observada foi de 1.631 x 10° células/mL. Os principais microrganismos identificados
foram: Staphylococcus aureus (30%), Corynebacterium bovis (23%) e Saphylococcus spp. (15%). Conforme os dados obtidos, os
agentes coliformes encontrados na &gua, utilizada na ordenha, ndio estavam presentes nas andlises das amostras de leite dos quartos
maméarios com mastite clinica ou subclinica das respectivas propriedades, demonstrando ndo haver associagdo entre a qualidade da
agua e a ocorréncia de mastite.

Termos paraindexagdo: Bovinos, mastite; |eite; microorganismos.

ABSTRACT

The aim of the present study was to research the relation between the isolated and identified pathogenic microorganismsin
the water used in the milking, with the isolation and identification of the same in milk samples of teats showing clinical or subclinical
mastitis. Sixteen dairy farms were randomly chosen, in Cerqueira Cesar town - SP, which used mechanical milking. Water of the farms
was classified in relation to the presence of total and fecal coliforms such asin the standard or out of the standard of human potability.
In the results obtained, 94% of the samples were classified as being out of the standardsin relation to total and fecal coliforms. The
identified microorganisms were Escherichia coli (51%), Enterobacter spp. (25%), Enterobacter cloacae (8%), Edwardsiella tarda
(8%) and Klebsiella oxytoca (8%). Regarding the milk samples, 373 samples from suckling cows were analyzed, presenting clinical
mastitis (n=19; 5%) and subclinical mastitis (n=354; 95%).Animals presenting subclinical mastitis were identified by somatic cell
count (SCC), utilizing electronic equipment (Somacount 300 — Bentley), where the mean found was 1,631 x 10° cellmL. Themain
identified microorganisms were Staphylococcus aureus (30%), Corynebacterium bovis (23%) and Staphylococcus spp. (15%).
According to the results obtained, coliform agents found in the water used in the milking were not present in the analysis of the milk
samples of quarters presenting clinical or subclinical mastitis from the respective farms, showing that there was not an association
between water quality and mastitis occurrence.

Index terms: Bovine, mastitis, milk, microorganisms.
(Recebido em 12 de dezembro de 2006 e aprovado em 12 de agosto de 2008)

INTRODUCAO mais importantes problemas sanitarios que afeta a producéo

leiteira. Determina perdas devido a reducdo na producdo

O manejo sanitério do rebanho leiteiro € o principal  de leite, diminuicdo de sua qualidade, gastos com

fator para obtencdo de um produto final com todos os  medicamentos, honorarios profissionais além do descarte
requisitos de qualidade. A mastite é, sem divida, umdos  em muitos casos do leite e dos animais. Sua etiologia é
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bastante diversificada e pode apresentar-se sob as formas
de mastite clinica ou subclinica, esta Ultima de maior
importancia, pois pode permanecer quiescente no rebanho
sem apresentar ateracdes macroscopicas no Ubere e no
leite. Sabe-se que varios fatores contribuem para a sanidade
do rebanho e dentre eles a qualidade da agua é fundamental,
pois mesmo sendo elemento ideal para limpeza e
dessedentacdo dos animais poderé contribuir como veiculo
de impurezas bem como de microrgani smos patogénicos.
Com base nesses aspectos, objetivou-se, neste trabalho,
pesquisar arelacdo entre 0s microrgani sSmos patogénicos
isolados e identificados em &gua utilizada na ordenha, com
o isolamento e identificagdo dos mesmos em amostras de
leite, de quartos mamérios apresentando mastite clinica ou
subclinica nas mesmas propriedades.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 16 propriedades rurais leiteiras,
tecnificadas escolhidas aleatoriamente, na regido de
Cerqueira César — SP que utilizavam ordenha mecanica, no
periodo de novembro de 2002 afevereiro de 2003. Foram
colhidas duas amostras de agua de cada uma das 16
propriedades rurais, sendo que uma amostra foi colhida
diretamente da torneira que disponibiliza essa &gua para
uso na sala de ordenha e outra na fonte de onde esta &gua
se originava e era captada pela propriedade, totalizando
assim 32 amostras. Os resultados das andlises da égua
classificaram as propriedades em relagdo a presenca de
coliformes totais e fecais como dentro dos padrfes ou fora
dos padrdes de potabilidade humana (menos de 2
coliformestotais /100 mL de &gua). A técnica utilizada para
as andlises da dguafoi ade tubos multiplos (APHA, 1992).
Os microrganismos foram identificados segundo as
caracteristicas morfotintoriais (coloracdo de Gram),
bioquimicas e de cultivo (CARTER & COLE JUNIOR, 1990).
Em relag@o ao |eite, foram analisadas amostras de 423 vacas
em lactag8o, primiparas e multiparas, em diferentes fases
de lactacdo, mesticas e das ragas Holandés, Gir, Girolando,
Pardo Suico e Jersey, com quartos positivos para mastite
clinica ou subclinica, desconsiderando os quartos em
tratamento e afuncionais. Os animais gque se encontravam
em periodo colostral e em fase de secagem n&o foram
incluidos no grupo de estudo. Os animais foram
submetidos, antes da ordenha, pela manhé ou atarde, ao
exame de Tamis (“caneca de fundo negro”), para a deteccdo
de mastite clinica (BLOOD & RADOSTITS, 1991). Os casos
de mastite subclinicaforam identificados pelo California
Masdtitis Test — CMT, segundo Schalm & Noorlander (1957)
e pela contagem de células somédticas (CCS), em aparelho
eletrénico (Somacount 300 — Bentley). Os microrganismos

foram identificados segundo as caracteristicas de cultivo
morfotintoriais (coloragdo de Gram) e bioguimicas
(CARTER & COLE JUNIOR, 1990).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Observaram-se nos resultados relacionados a origem
da &gua que das 16 fontes utilizadas, 57% advinham de
minas, 31% de pocos, 6% tratadas e 6% derio (Figura 1).

6%
6%
- OMINA
EWPOCO
# RIO
31% 57% TRATADA

Figura 1 — Origem das amostras das fontes de &gua.

Apbs a andlise das fontes de agua, verificou-se
que 56% das amostras estavam fora dos padrdes de
potabilidade humana e que 44% apresentaram-se dentro
dos padrdes (Figura 2). A bactéria Escherichia coli foi
isolada em todas as amostras consideradas fora dos
padrdes de potabilidade.

44% EMPOTAVEL

56% CONAO POTAVEL

Figura 2 — Caracteristicas de potabilidade humana das
fontes de agua.

Segundo a OPAS (1987), a contaminagdo das fontes
dé&-se pela incorporacdo de residuos, principalmente de
excretas humanas e de animais. Amaral et al. (1995),
verificaram que, em muitas propriedades rurais, ocorre a
disposi¢&o inadequada de residuos orgénicos das atividades
humana e animal, confirmando a contaminaco das fontes,
como a Situagdo encontrada nesse estudo. A semelhanca
das andlises realizadas por Falco et al. (1993), em diferentes
fontes em Araraquara — SP, no presente trabalho ndo se
observou contaminagdo por coliformes fecais em éguas de
pocos e tratadas (SABESP), em contrapartida nas andlises
de &gua de rio e minas, obteve-se 0 mesmo resultado de
contaminacdo por Escherichia coli.

Avaliou-se no presente estudo, a possibilidade das
aguas de fontes potaveis estarem fora dos padrfes de
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potabilidade na torneira utilizada na ordenha, pela
contaminagdo por agentes patogénicos no percurso ou
pela falta de manutencdo de caixas d’ agua. Observou-se
que, 94% estavam fora dos padrdes de potabilidade
humana e apenas 6% estavam dentro dos padrdes de
potabilidade humana (Figura 3), concluindo-se que os
produtores ndo cuidavam da manutencéo de suas caixas
d’ &gua tornando-as importantes veicul os de transmissio
de enfermidades, tanto para os animais estudados como
para consumo humano.

6%

W POTAVEL

ONAO POTAVEL

94%

Figura 3 — Caracteristicas de potabilidade humana da &gua
utilizada na ordenha.

Pode-se verificar na Figura 4, os principais
microrganismos isolados nas amostras de agua:
Escherichia coli (51%), Enterobacter cloacae (8%),
Enterobacter spp. (25%), Edwardsiella tarda (8%) e
Klebsiella oxytoca (8%), demonstrando a importancia
daEscherichia coli na contaminagdo das aguas utilizadas
na ordenha e para consumo humano. Alguns desses
agentes foram relatados por Christovao (1997) como
representantes importantes de coliformes totais e fecais.
Eley (1992), citou que a presenga principamente da
Escherichia coli indica contaminagdo fecal dessas aguas.
Wight et al. (1997), relacionam a presenca de Escherichia
coli, com ocorréncias de surtos de gastroenterites em
humanos.

Com relagdo as amostras de leite colhidas neste
trabalho, verificou-se que, dos 1692 tetos avaliados, 1269
tetos (75%) foram CMT negativo, 373 tetos (22%) foram
CMT positivo, 33 tetos (2%) afuncionais e 17 tetos (1%)
em tratamento (Figura 5), demonstrando que as
propriedades apresentavam um controle sanitério animal
muito superior ao que comumente é observado no Brasil.

Na Figura 6, observa-se a porcentagem de mastites
clinicas (5%) e subclinicas (95%), das 373 amostras de
leite positivasno CMT.

Pelo fato da agua poder atuar como via de
transmissdo de microrganismos patogénicos para a
glandula mamaria, muitos autores estudaram essa
possibilidade obtendo resultados comprobatérios nessa

associacdo (AMARAL et al., 1995, 2003; COSTA, 1998;
CULLOR, 1993; HUTABARAT et a., 1986). Observou-se
gue das amostras de leite CMT positivas, 9% das analises
foram negativas e 91% foram positivas nas anélises
microbiolégicas para confirmagéo da mastite clinica ou
subclinica

Na Figura 7, observam-se os principais agentes
patogénicos, isolados nas amostras de leite de tetos
positivos para mastite clinica ou subclinica, sendo;
Saphylococcus aureus (30%), Corynebacterium bovis
(23%), Saphylococcus spp. (15%), Saphylococcus hycus
(6%), Streptococcus spp. (6%), Sreptococcus uberis (5%)
e Streptococcus dysgalactiae (2%).

Os agentes patogénicos isolados nos casos de
mastite clinica ou subclinica foram, na grande maioria,
agentes considerados contagiosos. Os cuidados com a
manutencdo dos equipamentos de ordenha, a utilizagdo
de “pébs-dipping”, a avaliagdo constante do rebanho,
reposicdo de animais considerados cronicos e a terapia
de vaca seca sé@o efetivas agbes para que se possa
diminuir a ocorréncia da mastite considerada contagiosa.
E importante salientar que o controle da mastite depende
mai s da prevencdo do que de tratamentos (COSTA, 1998;
KIRK et al., 1994; TIMMIS & SCHULTZ, 1987). O
resultado da etiologia da mastite, no presente estudo,
vem confirmar o que Schukken et al. (1991) citaram em
seu estudo, ou seja, um aumento do risco na ocorréncia
de mastite por Staphylococcus aureus, quando se utiliza
agua ndo tratada no processo de obtencdo do leite ou
gquando a agua de lavagem do Ubere estd contaminada
por coliformes.

A contagem de células sométicas (Tabela 1),
demonstrou que tanto os agentes ambientais como 0s
agentes contagiosos resultaram em contagens
extremamente altas, comprometendo a qualidade do leite
nas propriedades estudadas. Os problemas com a
qualidade do leite pela presenca de agentes
contagiosos, principa mente pelo Staphylococcus
aureus nos casos de mastite clinica ou subclinica, com
altas contagens de células sométicas no leite ja foi
relatada por varios autores (ADESIYUN et al., 1997;
TIMMIS & SCHULTZ, 1987).

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

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 33, n. 2, p. 580-585, mar./abr., 2009



Associacdo de agentes patogénicos isolados... 583

O Escherichia coli
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8%

W Klebsiella oxytoca
Figura 4 — Agentes bacterianos isolados nas amostras positivas de &gua utilizada na ordenha.
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Figura 6 — Distribuicéo da porcentagem de mastite clinica
Figura5 — Situagdo geral dos 1692 tetos estudados. e subclinica.
B Corynebacterium bovis
OStaphylococcus aureus
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B Staphylococcus spp.
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Figura 7 — Principais agentes patogénicos isolados em amostras de leite de tetos positivos para mastite clinica ou
subclinica.
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Tabela 1 — Microorganismos isolados nas amostras de leite com mastite clinica ou subclinica, das 16 propriedades
estudadas, e o resultado das respectivas médias na contagem de células sométicas (10° cel/mL).

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

Saphylococcus aureus 127 14 1432
Corynebacterium bovis 93 15 1.220
Saphylococcus spp. 64 14 1.082
Saphylococcus hycus 23 5 794

Streptococcus spp. 23 6 1.556
Streptococcus uberis 21 4 2.247
Alcalygenes faecalis 14 2 2741
Micrococcus 9 8 747

Streptococcus dysgalactiae 8 3 1.992
Enterobacter aerogenes 6 2 3.596
Citrobacter diversus 4 2 2.320
Escherichia coli 4 1 77

Nocardia spp. 3 3 7.115
Pasteurella multocida 3 2 7.569
Sreptococcus agalactiae 3 1 3.989
Klebsiella oxytoca 2 1 1.669
Klebsiella pneumoniae 2 2 3.918
Saphylococcus epidermidis 2 2 2.308
Arcanobacterium pyogenes 1 1 7.000
Serratia spp. 1 1 661

Saphylococcus intermedius 1 1 1.078
Total 414 - 1.631

CONCLUSOES AMARAL, L. A.: NADER FILHO, A.; ROSSI JUNIOR, O.

Os agentes coliformes encontrados na agua,
utilizada na ordenha, ndo estavam presentes nas andlises
das amostras de leite dos quartos mamérios com mastite
clinica ou subclinica das respectivas propriedades,
demonstrando ndo haver associacdo entre a qualidade da
agua e a ocorréncia de mastite. Os agentes ambientais
relacionados com a utilizagéo de &gua fora dos indices de
potabilidade na ordenha néo foram significativos quando
associados aos agentes ambientais isolados de quartos
mamarios positivos para mastite clinica ou subclinica. A
bactéria Escherichia coli foi isolada em todas as amostras
de &gua das fontes estudadas que se apresentavam fora
dos padrdes de potabilidade.
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