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RESUMO

A producéo leiteira no vale do Sdo Francisco é considerada importante atividade
econdmica que visa garantir a produtividade em pequenas propriedades rurais.
Entretanto, a mastite se constitui uma grave fonte de prejuizos, seja pela reducéo na
guantidade e qualidade do leite produzido, como nos gastos com medicamentos e
servicos veterinarios. Objetivou-se avaliar as condicbes de criacdo de caprinos
leiteiros, conhecer os fatores de risco bem como os principais patégenos da mastite
nesses animais, correlacionar técnicas de deteccdo da mastite subclinica, além de
caracterizar, fenotipica e genotipicamente, micro-organismos formadores de
biofilmes. Foram visitadas 16 propriedades localizadas em Pernambuco onde foram
aplicados questionarios e, posteriormente, coletou-se amostras de leite de 269
cabras, totalizando 538 amostras. Foram realizados os testes de California Mastitis
Test (CMT), lactocultura e citologia de expresséo, além das técnicas de violeta de
Genciana e PCR para determinar o potencial de producdo de biofilme dos micro-
organismos. Foram isoladas 95 cepas de Staphylococcus sendo, em sua maioria, do
grupo dos coagulase-negativos. Quanto a analise de concordancia entre CMT,
lactocultura e citologia de expressdo, os valores relativos ao indice kappa foram:
K=0,13, K=0,03 e K=0,05, para CMT, citologia de expressédo entre 50 e 70% de
neutréfilos e com quantidade de neutréfilos acima de 70%, respectivamente.
Observou-se que o numero de animais do rebanho, pasto inadequado, fonte de
agua de origem duvidosa, aquisi¢cdo de animais de propriedades vizinhas, mao-de-
obra familiar, assisténcia veterindria e realizacdo de pds-dipping, sdo fatores
associados a presenca de infeccdo da glandula mamaria em cabras leiteiras. No
estudo feito para andlise de biofilme, 75 isolados foram produtores de biofilme em
placas, sendo que 38 apresentaram o gene icaD. As praticas de manejo adotadas
devem estar adequadas para uma criacdo leiteira, de forma a ndo comprometer a
qualidade do leite, evitando o aparecimento de micro-organismos resistentes e,
consequentemente, melhorando a producao.

Palavras-chave: mastite caprina, CMT, Staphylococcus spp., biofilme, PCR



ABSTRACT

Milk production in the valley of San Francisco is considered an important economic
activity that aims to ensure productivity on small farms. However, if mastitis is a
serious source of loss, either by reducing the quantity and quality of milk produced,
as the medical expenses and veterinary services. The objective was to evaluate the
conditions for rearing dairy goats, known risk factors as well as major mastitis
pathogens in these animals, correlating techniques for detecting subclinical mastitis,
and characterize phenotypic and phenotypically, microorganisms forming biofilms.
We visited 16 properties located in Pernambuco where questionnaires were applied
and subsequently was collected milk samples from 269 goats, totaling 538 samples.
Tests were California Mastitis Test (CMT), microbiological examination and cytology
of expression, besides the techniques of gentian violet and PCR to determine the
potential of biofilm production of micro-organisms. We isolated 95 strains of
Staphylococcus and, mostly, the group of coagulase-negative. The analysis of
correlation between CMT, microbiological examination and cytology of expression,
the values for the kappa index were: K = 0.13, K = 0.03 and K = 0.05, for CMT,
cytology of expression between 50 and 70 % neutrophils and number of neutrophils
is above 70%, respectively. It was observed that the number of herd animals,
inappropriate grazing, water source of dubious origin, acquisition of animals from
neighboring properties, labor, family labor, veterinary assistance and conducting
post-dipping, are factors associated with the presence of mastitis infection in dairy
goats. In the study of biofilms for analysis, 75 were isolated on plates of biofilm-
producing, and 38 had the gene icaD. The cultural practices must be taken to an
appropriate setting of milk, so as not to compromise the quality of milk, preventing
the emergence of resistant microorganisms, and thereby improving the production.

Key-words: mastitis goats, CMT, Staphylococcus spp., biofilms, PCR.
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1. Introducéao

A espécie caprina encontra-se bastante difundida, onde 74% dos rebanhos
encontram-se distribuidos nas regibes tropicais e aridas. E considerada uma espécie
de expressiva economia, sendo este fato atribuido a sua rusticidade, que Ihe
proporciona uma melhor adaptacdo as adversidades do meio, contribuindo para o
desenvolvimento das areas rurais, além de proporcionar renda direta aos criadores
pela comercializacéo de seus diferentes produtos (DUBEUF et al., 2004).

Em determinados paises, a caprinocultura leiteira mostra-se mais organizada
ja que as técnicas e 0s processos aplicados a matéria-prima promovem sua maior
exploracdo econdmica, em funcdo do melhoramento animal. Ha, portanto, um
mercado crescente para o consumo de derivados de leite caprino com elevado valor
agregado (COSTA et al., 2007). No Brasil, a caprinocultura tem crescido de forma
significativa. Porém, na regido Nordeste (NE), a maior parte da producdo visa a
subsisténcia, sendo consumida proximo aos locais de producdo (NOGUEIRA, et al.,
2008).

A producéo leiteira pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles:
condicbes ambientais, escassez de alimentos, idade dos animais e enfermidades.
Dentre as enfermidades causadoras de prejuizos econdémicos relacionados a
producao de leite em todo o mundo, destaca-se a mastite (CASTRO et al., 2001).

A mastite ocorre, na maioria das vezes, como resposta a uma infeccéo
causada por microrganismos. Tal enfermidade é caracterizada por mudancas fisicas,
guimicas e bacteriologicas no leite, provocando também alteracbes patolégicas no
Ubere. O reconhecimento precoce ligado ao rapido tratamento consiste em
importantes medidas para limitar os danos teciduais e as perdas ocasionadas por
essa enfermidade (SHEARER; HARRIS, 2003).

Para tentar diminuir os riscos dos animais adquirirem a mastite € necessario
que haja a conscientizacdo dos produtores sobre 0s prejuizos causados por essa
enfermidade, a fim de que adotem medidas preventivas e de controle contra a
doenca, estabelecendo maior renda ao final do periodo de lactacdo dos animais
(SANTOS, 2009).

Dessa forma, torna-se fundamental o estudo sobre 0 manejo nas diferentes

propriedades de caprinos leiteiros, pois a incidéncia de mastite causada por
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microrganismos produtores de biofilme pode se tornar irreversivel, podendo haver
perda dos animais e, consequentemente, da producado de leite ocasionado prejuizos

ao produtor.

2. Revisao de Literatura

2.1. Caprinocultura Leiteira no Brasil

O Brasil possui, de acordo com dados da FAO (2008), um rebanho caprino
com cerca de 10 milhdes de cabecas e produz anualmente 135 milhdes de litros de
leite de cabra, sendo o maior produtor do continente americano. Apesar do
expressivo efetivo que torna o pais detentor do 11° maior rebanho do mundo, a
contribuicdo brasileira para producéo de leite de cabra é de apenas 1,38% do leite
produzido em todo o mundo (CORDEIRO, 2001).

Durante muitos séculos a caprinocultura foi tida como uma atividade marginal
nas fazendas de maior dimensao, onde nem sempre era permitida a sua exploracéo
(LIMA, 2006). Atualmente, a caprinocultura no Brasil é uma atividade realizada
majoritariamente por pequenos produtores, pois 68% do rebanho séo criados em
propriedades com até 100 hectares (IBGE, 2006).

A criacdo de cabras leiteiras tornou-se uma boa opcéo para 0S pequenos
produtores. Por se tratar de uma atividade que demanda um trabalho leve e
relativamente facil, admite-se que toda a familia faca parte do negocio, sem a
necessidade de contratacdo de mao-de-obra extra. Algumas experiéncias bem-
sucedidas, principalmente no Nordeste e na regido serrana fluminense, relinem
associacfes de pequenos produtores que negociam o leite para laticinios, onde é
industrializado (FROTA, 2005).

A criacdo de caprinos se apresenta como uma das atividades mais viaveis
para as condi¢cbes do semiarido brasileiro onde os indices pluviométricos sédo baixos
e de distribuicdo irregular. Nos ultimos anos a caprinocultura leiteira vem assumindo
um importante papel no agronegécio brasileiro, deixando de ser uma atividade de

subsisténcia e passando a ser uma atividade de grande importancia
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socioeconOmica, principalmente para a regido Nordeste do Brasil (SOUZA, et. al.,
2011).

2.2. Caprinocultura Leiteira no Nordeste

Na regido Nordeste do Brasil concentra-se 92% do rebanho caprino brasileiro
e, h& algum tempo, teve inicio o Sistema Organizado de Aquisi¢do, Industrializagédo
e Distribuicdo de Leite com os programas institucionais de governos estaduais. Até
1988, no Brasil ndo havia comercializacdo legalizada de leite de cabra, todo
comércio era clandestino, quanto aos aspectos sanitarios e fiscais (CORDEIRO,
2006).

Segundo dados do IBGE (2006), a criagcdo de caprinos estad fortemente
concentrada na regido Nordeste. No que tange a producdo, sabe-se que 67% do
leite de cabra sdo produzidos por agricultores familiares sendo que, no nordeste,
essa taxa chega a 73% do total.

Pelo tamanho do rebanho caprino, estimado em 11,2 milhdes de animais, e
pelas caracteristicas da regido nordeste, a criacdo de caprinos desponta como uma
alternativa econdémica e socialmente viavel (LIMA, 2006). Dessa forma, as condi¢cdes
favoraveis do nordeste torna a criagcdo destes pequenos ruminantes uma boa
alternativa para a geracdo de renda e garantia de seguranca alimentar para a
populacdo dessa regido, principalmente aquela localizada nas areas semiaridas
(HOLANDA JUNIOR; ARAUJO, 2004).

No entanto, esta regido apresenta um pequeno aproveitamento de seu
potencial de producédo de leite e seus derivados; isto se deve principalmente ao
custo elevado, falta de organizacdo de criadores, aliada a auséncia de assisténcia
técnica especializada, além da precariedade do manejo higiénico-sanitario (VIEIRA
et al., 1998). Além disso, os problemas sanitarios, nutricionais e de manejo, em
geral, limitam o potencial produtivo dos animais (VIEIRA, et al., 1998), sendo que um
dos principais problemas sanitarios é a mastite, considerada um sério problema, seja

pela reducéo na produtividade ou riscos a saude publica (CONTRERAS et al., 2007).
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Dessa forma, h4 a necessidade de mais programas e incentivos para que se
possa alcancar um grande desenvolvimento do setor da caprinocultura leiteira
(CORDEIRO, 2006).

2.3. Impacto da Mastite na Caprinocultura Leiteira

A producéo de caprinos e ovinos no semiarido € uma atividade relacionada a
agricultura familiar, possuindo um forte compromisso com o desenvolvimento
regional. No entanto, algumas doencas de ordem sanitaria acometem o rebanho
leiteiro e comprometem a qualidade do leite acarretando diminuicdo do potencial
produtivo dos animais. Dentre estas doencas, a mastite ocupa lugar de destaque por
possuir importancia econdmica e para a salde publica. Apesar de ser a doenca mais
importante em termos econdémicos para a industria leiteira, é dificil de ser controlada
(PYORALA, 2002).

A preocupagdo com a mastite se justifica, pois estima-se no rebanho
brasileiro a prevaléncia de 20 a 38% desta doenca o que representaria perda da
producdo entre 12 a 15%, sendo assim a causa de perda econdmica mais
significativa na industria leiteira. Devem ser computados gastos com medicamentos,
leite descartado, servicos veterinarios, descarte prematuro dos animais e a
diminuicao do valor comercial dos animais (FONSECA; SANTOS, 2000; REIS et al.,
2005).

Vale ressaltar que é de fundamental importancia avaliar a qualidade do leite,
ja que a mesma assume destacada importancia sob o ponto de vista da saude
publica. No Brasil, embora néo existam estatisticas disponiveis sobre o0 assunto, sdo
frequentes os casos de doencas associadas ao consumo de leite cru ou de
derivados produzidos com leite contaminado com microrganismos patogénicos
(FAGUNDES; OLIVEIRA 2004). Contribui para isto, entre outras causas, o fato de
mais de 44% do leite consumido no pais ser proveniente do mercado informal
(ANUARIO, 1999), ou seja, comercializado sem qualquer tratamento térmico ou

controle laboratorial.
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2.4. Aspectos gerais da Mastite

Mastite € a denominacdo do processo inflamatorio da glandula mamaria
(COSTA, 1998), classificada quanto a forma de apresentagcdo em clinica e subclinica
(MENDONCA et al.,, 1999) e contagiosa ou ambiental de acordo com o tipo de
microrganismo causador da maioria das infec¢cdes nos rebanhos (ESSLEMONT,;
KOSSAIBATI, 2002).

A mastite subclinica apresenta prevaléncia muito maior que a forma clinica e
caracteriza-se por alterac6es na composicéo do leite, tais como aumento no nimero
de células sométicas e dos teores de cloro e sédio, além da diminuicdo nos teores
de caseina, lactose e gordura (FONSECA; SANTOS, 2000). E de dificil deteccéo,
longa duracdo e 40% precedem a forma clinica (ANDRADE, 2001). E responséavel
por até 70% das perdas de producdo sendo estas, ha maioria das vezes,
imperceptiveis e necessitam de exames complementares (RIBEIRO et al., 2003).

Ja a mastite clinica, segundo Anderson et al. 2004, pode ser considerada de
facil diagnéstico devido as alteragdes visiveis no leite e no Ubere. Nesse tipo de
mastite, embora haja o envolvimento dos sinais clinicos caracteristicos da
enfermidade, como dor e edema nos quartos afetados, o diagndstico nem sempre é
facil. Da mesma forma, o diagndstico da mastite subclinica é bastante complicado e
envolve a deteccao de células somaticas e o cultivo bacteriano (KLAAS et al., 2004).

Do ponto de vista epidemioldgico, a mastite é classificada em contagiosa ou
ambiental. A mastite contagiosa caracteriza-se por baixa incidéncia de casos clinicos
e alta incidéncia de casos subclinicos, geralmente de longa duragédo ou crénicos e
apresentam alta contagem de células somaticas (CCS). Os agentes etioldgicos da
mastite contagiosa necessitam do animal para a sobrevivéncia, pois se multiplicam
na glandula maméria, canal do teto ou sobre a pele. Desta forma, o principal
momento de transmissao ocorre durante a ordenha (SVILAND; WAAGE, 2002).

J& a mastite ambiental é causada por agentes que vivem preferencialmente
no habitat do animal, em locais que apresentam esterco, urina, barro e matéria
organica (FREITAS et al., 2005). Este tipo de mastite caracteriza-se por alta
incidéncia de casos clinicos, geralmente de curta duracdo, com manifestagdo aguda
e com maior concentragdo nos momentos do pré e pos-parto imediato (ERSKINE et

al., 1988). Além disso, a infeccdo ocorre preferencialmente no periodo entre as
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ordenhas, sendo fundamental a higienizacdo do ambiente no qual os animais sao
criados (COSTA, 1998).

2.5. Género Staphylococcus x mastite caprina

O género Staphylococcus reune diversas espécies e subespécies que se
encontram amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas principalmente
na pele, membranas e mucosas de aves e mamiferos (KLOOS; BANNERMAN,
1999). Este género foi proposto em 1884 por Rosenbach e foi inserido dentro da
familia Micrococaceae. Recentemente, estudos de biologia molecular, composicéo
da parede celular, perfis de &cidos graxos e, principalmente, estudos com RNA
ribossémico 16S promoveram a inclusdo do género Staphylococcus em uma nova
familia, a Staphylococaceae (GARRITY, 2006). Atualmente, jA sdo 41 espécies
descritas dentro deste género (BANNERMAN, 2003; EUZEBY, 2007), sendo a
maioria negativa para a presenca da coagulase. A sintese dessa enzima —
propriedade que caracteriza e identifica as outras espécies do género — é restrita ao
S. aureus, S. schleiferi subsps. coagulans, S. intermedius, S. hycus e S. delphini
(BANNERMAN, 2003).

Uma das principais caracteristicas da mastite diz respeito a diversidade de
agentes com potencial patogénico. Os microrganismos sao 0s agentes etioldgicos
mais comuns das mastites e as bactérias as mais envolvidas (FREITAS et al., 2005).
Os principais microrganismos isolados de casos de mastite em pequenos ruminantes
no Brasil sdo os Staphylococcus spp. (ALMEIDA 2009, BOLSANELLO et at., 2009)
com destaque para os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) que para outras
espécies animais sdo considerados patdgenos menores (CONTRERAS et al., 2007).

Dentre as espécies de SCN mais prevalentes, tém-se os Staphylococcus
epidermidis, S. xylosus, S. chromogenes e S. simulans, como as espécies com
maior frequéncia de isolamento em ovelhas. Com relacdo a espécie caprina,
pesquisas demonstram maior ocorréncia de S. caprae. Entre as espécies de SCN,
S. epidermidis esta associada, na maioria das vezes, com elevadas contagens de
células somaticas (CCS) em ovelhas e cabras, ndo sendo o mesmo fato observado
para o S. caprae (BERGONIER et al., 2003). O isolamento de SCN geralmente esta
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associado a auséncia de sinais clinicos evidentes. Contudo, podem causar infec¢des
persistentes, as quais resultam em maiores CSS, tendo como principal
consequéncia a diminuicdo da qualidade do leite. Além disso, o surgimento da
resisténcia antimicrobiana é mais comum entre as espécies de SCN, que também
podem causar injurias ao tecido mamario ocasionando queda da producdo de leite
(TAPONEN; PYORALA, 2009).

O papel dos estafilococos coagulase negativos foi revisto e esses
microrganismos, antes considerados contaminantes, agora sao causa frequente de
mastite, principalmente subclinica (TAPONEN et al., 2007). Todavia, o controle da
mastite causada por SCN ainda € complicado (CAPURRO et al., 2009;
DSMZ.DE/DSMZ, 2012), sendo causa persistente de inflamacédo intramamaria, que
pode persistir durante os meses de lactacdo, caso ndo seja feito uma intervencao
(GILLESPIE et al., 2009).

Com relacdo aos Staphylococcus coagulase positivos (SCP) o S. aureus
sempre foi a espécie de maior prevaléncia e importancia clinica relacionada com
uma série de infeccdes e intoxicacdes nos seres humanos e nos animais. Estes
microrganismos destacam-se como 0s principais causadores de mastites
contagiosas de maior importancia, maior ocorréncia nos rebanhos mundiais e de
tratamento mais dificil devido a elevada resisténcia aos antimicrobianos
(FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). Vérios fatores de viruléncia sdo responsaveis pelos
sinais clinicos e gravidade das infeccbes causadas por S. aureus. Esses fatores
incluem as hemolisinas a, B, y, 8, a leucocidina e um grupo de superantigenos
toxicos pirogénicos (BANNERMAN, 2003). Alguns trabalhos evidenciam maior
incidéncia de S. aureus em rebanhos de cabras leiteiras em contraste com a
presenca dos SCN. Nestes casos, tém-se quadros mais severos de mastite (AMEH,;
TARI, 2000).

2.6. Importancia dos biofilmes

Os biofilmes sdo constituidos de bactérias, onde estas estdo aderidas a uma
superficie qualquer, que por sua vez sao envolvidas por uma matriz de polimeros

organicos, ou seja, sdo depodsitos onde o0s microrganismos estdo fortemente



17

aderidos a uma superficie por meio de filamentos de natureza protéica ou
polissacaridica, denominados glicocalice (COSTERTON et al., 1999).

Estas estruturas contém particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos,
carboidratos, sais minerais e vitaminas, que formam uma espécie de crosta, debaixo
das quais 0os microrganismos continuam a se multiplicar, seja em cultivo puro ou em
associacdo com outros microrganismos. Dessa forma, nos biofiimes os
microrganismos encontram-se mais resistentes a acdo de agentes fisicos e quimicos
como os utilizados nos procedimentos de higienizacdo (MARQUES, 2005).

Existem vérias razbes pelas quais uma bactéria decide crescer em modo
biofilme sendo estas resumidas a: defesa, colonizacdo do ambiente e crescimento
em comunidade (JEFFERSON, 2004). Entretanto, acredita-se que as modificacdes
ambientais sdo os principais fatores contribuintes para o acionamento dos processos
de formagé&o do biofilme (APARNA; SARITA, 2008).

Os biofilmes tém papel fundamental nas infec¢gées bacterianas. A cronicidade
e resisténcia a agentes antimicrobianos de determinadas infeccfes estao
intimamente ligadas a presenca de biofilmes. De fato, o biofilme é considerado um
fator de viruléncia importante sendo observado em algumas bactérias como, por
exemplo, Staphylococcus spp. (JAIN; AGARWAL, 2009).

A capacidade que os biofilmes tém de proporcionar protecdo aos
microrganismos vem trazendo grandes preocupacdes a clinica médica e veterinaria.
Segundo Olson et al., (2002) a prevaléncia de mastite estafilococica bovina vai de 7
a 40% de todo o gado leiteiro onde tal infeccéo esta diretamente relacionada com a
producdo de biofilme bacteriano. Ainda segundo o autor, duas espécies bacterianas
patogénicas consideradas como as mais isoladas em casos de infeccdes em
animais sdo Staphylococcus aureus e S. epidermidis produtores de biofilmes.
Estudos realizados por Melchior et al., (2009) mostram que a divisdo de cepas de S.
aureus causadoras de mastite bovina e penicilina resistentes ou sensiveis
dependem, além de outros fatores, de um intimo relacionamento com a habilidade
de formar biofilmes. Essa informacdo é essencial, pois alerta que a estratégia de
utilizacao de antibidticos no combate apenas de infec¢des bacterianas pode nao ser
a mais apropriada e eficiente precisando, talvez, ser repensada.

A proliferacdo das células para aderir e formar biofilme é mediada pela
producéo do polissacarideo capsular adesina (PS/A), um antigeno capsular que faz

com que a bactéria tenha aderéncia na superficie. A sintese do polissacarideo



18

7

capsular-PS/A é mediada por um operon ica que uma vez ativado, um
polissacarideo de adesdao intercelular-PIA é sintetizado (BERNARDI, 2005).

Um dos componentes genéticos mais estudados e utlizados para
identificacdo de Staphylococccus produtores de biofilme € o locus ica. Este locus é
um conjunto de quatro genes organizados em um operon (icaADBC) que, como
mencionado anteriormente, é responsavel pela expressdo de uma adesina
intercelular polissacaridica (PIA) ou de N-acetilglicosamina polimérica (PNAG) e a
co-expressdo dos genes icaA e icaD é fundamental para a sintese completa do
muco. O locus ica € o componente genético melhor compreendido na sintese de
biofilmes de Staphylococcus spp. e esta presente na maioria dos isolados clinicos
humanos e de mastite bovina (O' GARA, 2007).

2.7. Métodos de Diagnostico da Mastite

Diferentes métodos podem ser utilizados para o diagndstico da mastite sendo
estes classificados como diretos e indiretos. Os exames diretos baseiam-se na
identificacdo do agente etiolégico mediante a demonstracdo da presenca de
microrganismos nas amostras de leite encaminhadas aos laboratorios. Por outro
lado, os testes indiretos fundamentam-se em varios critérios de evolucdo de
intensidade da reacéo inflamatéria (MOTA, 2008).

O aumento na CCS ¢ a principal caracteristica utilizada para o diagndstico da
mastite subclinica. Dessa forma, existem varios testes que avaliam o teor de células
somaticas do leite, e entre esses testes destacam-se o CMT (Califérnia Mastitis
Test), o WMT (Wisconsin Mastitis Test) e a contagem eletrénica de células
somaticas (CECS) (SCHRODER; HAMMAN, 2005). SILVA, et al., (2001), ao estudar
a correlacdo entre o CMT e a contagem de células soméaticas de leite de cabras,
observaram correlagéo positiva e significativa entre esses testes.

E importante ressaltar que a contagem de células somaticas constitui a base
das técnicas de diagnostico indireto das mastites em todas as espécies de
ruminantes leiteiros (MOTA, 2008). As maiores diferencas encontradas entre
caprinos e ovinos que comprometem o diagnéstico da mastite sao relacionadas a

CCS. Estas diferencas ocorrem, principalmente, em virtude da elevada CCS em
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cabras nédo infectadas, o alto componente apdcrino na secrecao do leite e o elevado
namero de fatores ndo infecciosos que podem aumentar a contagem de células
somaticas em cabras quando comparado com ovelhas (PAAPE et al. 2001). Estudos
acerca da correlacao entre técnicas diagndsticas utilizadas para deteccdo da mastite
sdo imprescindiveis, especialmente na espécie caprina devido as particularidades
encontradas na fisiologia da glandula maméria nesta espécie (PEIXOTO, et al.,
2010).

O CMT é a melhor técnica para deteccdo da mastite subclinica em ovinos a
campo (CLEMENTS et al., 2003). Além deste, outros testes como a microscopia
direta com azul de metileno (citologia de expresséo) e o diagndstico bacterioldgico
sao considerados técnicas simples, todavia, exigem pessoal treinado para coleta das
amostras e laboratdrio para a contagem de células somaticas e identificacdo dos
agentes etioldgicos (BUSWELL, 1995).

2.7.1. California Mastitis Test (CMT)

Dentre os véarios métodos que podem ser empregados no diagndstico da
mastite, 0 CMT tem a vantagem de ser empregado no proprio rebanho, no momento
em gue os animais sao ordenhados e a sua interpretacdo baseia-se na observacao
visual da mistura do leite com o reagente. A reacao se processa entre o reagente e 0
material genético das células somaticas presentes no leite, formando um gel cuja
concentracdo é proporcional ao numero de células sométicas. O resultado do CMT é
dado como negativo, suspeito, fracamente positivo e fortemente positivo (BRITO et
al., 2002).

Devido a sua féacil execucdo e interpretacdo, baixo custo e por permitir um
resultado satisfatorio acerca da situacdo da mastite em rebanhos leiteiros (MOTA
2008), o CMT tem sido foco de muitos estudos, nos quais o principal objetivo é o de
determinar o escore que melhor reflita a quantidade de células somaticas existentes
no leite e, consequentemente, o estado sanitario da glandula mamaria caprina
(CONTRERAS et al., 1996; WINTER et al., 1999). Pelo fato de o leite de cabra
apresentar um maior numero de células somaticas, estudos apontam uma maior

confiabilidade do CMT quanto a sua sensibilidade a partir do nivel de 2+. Os escores
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(tracos e 1+) devem ser interpretados como negativos (CONTRERAS et al., 1996;
BEZERRA et al., 2006; ALMEIDA, 2009). No entanto, a concordancia entre o escore
“tragos” e a positividade na lactocultura em algumas situagdes, mostra a importancia
de se considerar qualquer grau de reatividade ao CMT, principalmente quando se
pretende realizar a triagem de casos de mastite subclinica em cabras (TONIN;
NADER FILHO, 2005).

2.7.2. Citologia de Expressao

Segundo Pedersen et al.,, (2003) quando um agente patogénico invade a
glandula mamaria, o organismo do animal reage, enviando para o local células de
defesa, principalmente leucdcitos, a maioria neutréfilos polimorfonucleares, para
tentar reverter o processo infeccioso. Essas células de defesa somadas as células
de descamacdo do epitélio secretor sdo chamadas células somaticas (RUPP et al.,
2000).

Os constituintes celulares do leite tém recebido atencdo especial ao longo das
pesquisas voltadas para a mastite. A interpretacdo geralmente tem sido feita com
base no numero total de células somaticas, onde os neutrofilos sdo as células
predominantes no leite mastitico, seguidos por linfocitos, células epiteliais e
monadcitos (DHAKAL et al., 1992).

A técnica de citologia de expressdao (ou microscopia direta com azul de
metileno) constitui o método padrdo para contagem de células soméaticas (IDF,
1995), embora possa superestimar a CCS em leite de cabra (PAAPE et al., 2001). A
microscopia direta, padronizada por Prescott & Breed (1910), serve como método de
controle dos contadores eletrénicos (ZENG, 1996). A contagem microscépica direta
tem sido preconizada como um dos métodos mais confiaveis para a determinacéo
do namero de células somaticas no leite caprino (ZENG et. al., 1999). Além disso, a
contagem de células somaticas, em geral, é considerada uma boa ferramenta para
monitorar a qualidade do leite de ovelhas e cabras, no entanto, é indispensavel o
estabelecimento de critérios para estas duas espécies. Além disso, novos estudos

sSao necessarios, visando considerar fatores que podem interferir nessa contagem e
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que séo distintos daqueles que influenciam o mesmo parametro no leite de vacas
(RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2007).

2.7.3. Cultura Bacteriologica

A cultura bacteriologica do leite é considerada o teste padrdo ouro para o
diagndstico das infec¢Bes intramamarias em espécies leiteiras. Varios trabalhos vém
sendo desenvolvidos visando alcancar maiores taxas de recuperagdo de patégenos
em amostras de leite contaminadas (CONTRERAS et al., 2007). Devido ao tipo de
secrecdo apocrina da glandula mamaria caprina, a lactocultura € o método mais
indicado para o diagnostico da mastite subclinica em cabras leiteiras, apesar de
também ser o mais oneroso (BIANCHINI et al., 2010).

Com relacéo a influéncia do tempo de coleta no diagndstico bacterioldgico,
Sanchez et al., (2004) observaram que a especificidade da lactocultura realizada
apos a ordenha foi de 99,4%, 99,9%, 100%, 99,9% e 100% para o isolamento de
SCN, bacilos gram-negativos, Streptococcus spp., corinebactérias e culturas mistas
respectivamente, sendo sugerido que a coleta de amostras de leite apds a ordenha

pode ser um procedimento eficiente para o diagnéstico de infecgcfes intramamarias.

2.8. Estratégias de Controle e Prevencéo

A higiene durante a ordenha constitui a base para o sucesso de um programa
de controle das mastites em pequenos ruminantes (ERSKINE et al.,, 1993). A
higienizag&o prévia dos tetos previne doencas como a mastite, sendo de grande
importancia para reduzir o numero de microrganismos patogénicos no leite e
melhorar as condic¢fes higiénicas do mesmo (NADER FILHO et al., 1982).

Diversas medidas sanitarias devem ser adotadas durante o processo de
ordenha para minimizar a transmissdo de agentes causadores de mastites que
podem ser transferidos ao leite depreciando sua qualidade microbiol6gica. Dentre

elas, o bom funcionamento da sala de ordenha € obrigatério para se medir o nivel de



22

eficiéncia e qualidade, devendo ser limpa e arejada, e desinfetada uma vez por
semana (SANTOS, et al., 2004).

Vale ressaltar também a importancia de se estabelecer a "linha de ordenha”,
ou seja, cabras com infec¢les, principalmente mastite, devem ser ordenhadas por
altimo, para ndo contaminarem animais sadios (PEELER et al., 2003). Indica-se que
seja feita, antes da ordenha, a lavagem completa das mé&os dos ordenadores,
retirada dos trés ou quatro primeiros jatos em uma “caneca de fundo preto”, com
objetivo de diagnosticar a mastite clinica e estimular a descida do leite (SANTOS et
al., 2004), realizacéo de pré e pds-dipping para reduzir o nimero de novas infec¢cbes
(DINGWELL et al., 2004) e, como objetivo principal no manejo de ordenha, deve-se
assegurar que os tetos estejam limpos e secos antes do seu inicio (SANTOS et al.,
2004).

Além disso, a desinfeccdo dos tetos apdés a ordenha tem sido usada,
principalmente, em rebanhos altamente infectados (BERGONIER; BERTHELOT
2003, CONTRERAS et al., 2003), e esta tem se revelado como método muito eficaz
para prevenir a mastite em pequenos ruminantes.

Deve-se, portanto, ficar atento a ordenhadeira, a mdo do ordenhador e a
lesbes nos tetos, pois estes sdo considerados fatores importantes que expdem a
superficie dos tetos aos microrganismos (AMARAL et al., 2004).

Ao mesmo tempo, outra estratégia de prevencdo da mastite € a
suplementacdo com vitamina E onde esta € importante para a manutencdo de
alguns dos principais mecanismos de defesa animal, incluindo a produgéo de
anticorpos, a proliferacdo celular, a producdo de citocinas, o metabolismo da
prostaglandina e as funcdes dos neutrofilos (HOGAN et al., 1993). Paes et al.,
(2003) evidenciou que a CCS e o numero de Staphylococcus aureus sao menores
em caprinos suplementados com vitamina E.

Assim sendo, é fundamental aplicar técnicas de prevencdo e controle para
evitar maiores perdas econdmicas, jA que 0 prejuizo acarretado pela mastite
constitui cerca de 25% de todas as doencas de importancia econémica. A0 mesmo
tempo, a mastite clinica representa 18% do prejuizo total por causar morte ou
descarte prematuro e, ainda, a reducdo na producdo total € representada
principalmente pela mastite subclinica (82%). Além disso, tal doenga compromete a
qualidade do leite por determinar alteragbes na sua composi¢cdo, devido a

diminuicdo na gordura, lactose, caseina, calcio e fosforo (BUSATO et al., 2000) .
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3 - Artigo 1

Perfil produtivo e sanitario associados a mastite subclinica de propriedades de
caprinos leiteiros no sertdo de Pernambuco
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Resumo

Objetivou-se com esse estudo verificar a prevaléncia e os fatores de risco
associados a mastite subclinica, o estado sanitario e o perfil produtivo de cabras
leiteiras criadas no sertdo de Pernambuco. Foram visitadas 16 propriedades,
totalizando 269 cabras em lactacdo e 538 metades mamarias. Para o estudo do
perfil produtivo e sanitario foram aplicados questionarios com perguntas referentes
ao manejo dos rebanhos. Para avaliagdo da ocorréncia de mastite, foi realizado o
teste de CMT de amostras de leite coletadas apds prévia antissepsia dos tetos,
sendo que a positividade para a mastite subclinica foi considerada a partir do escore
= 2+. A partir dos questionarios aplicados, foi observado que o nimero de animais
do rebanho, pasto inadequado, fonte de 4gua de origem duvidosa, aquisicdo de
animais de propriedades vizinhas, mao-de-obra familiar, assisténcia veterinaria e
realizacdo de pos-dipping sdo considerados fatores de risco para a mastite em
cabras leiteiras. Também foi observada que a distribuicAo da mastite entre as
propriedades visitadas foi alta, sendo que aquelas com baixa producéo leiteira
também apresentaram baixa ocorréncia de mastite. Das 538 amostras de leite
analisadas, 66 foram consideradas positivas no CMT, sendo estas distribuidas entre
15 propriedades, onde apenas uma propriedade ndo apresentou animais positivos
para o teste. Com os resultados obtidos observa-se que os problemas com mastite
ou com baixa producéo de leite podem ser decorrentes de negligéncia no manejo
realizado, pois a maioria dos produtores tinha curso de capacitacdo na atividade.
Assim, € necessario praticar 0 manejo corretamente para que, dessa forma, seja
possivel elevar as taxas de produtividade do rebanho.

Palavras-chave: mastite, pequenos ruminantes, producao, sanidade.
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Abstract

The objective of this study investigated the prevalence and risk factors associated
with subclinical mastitis, the health and productive profile of dairy goats raised in the
backwoods of Pernambuco. We visited 16 properties, totaling 269 goats and 538
lactating mammary gland. To study the production profile and health questionnaires
were filled with questions regarding herd management. To evaluate the incidence of
mastitis test was performed for CMT from milk samples collected after previous teat
antisepsis, and the positivity for subclinical mastitis was considered from the score
22+. From the questionnaires, it was observed that the number of herd animals,
inappropriate grazing, water source of dubious origin, purchase of animals from
neighboring properties, labor, family labor, veterinary assistance and conducting
post-dipping are considered risk factors for mastitis in dairy goats. It was also
observed that the distribution of mastitis among the farms visited was high, and those
with low milk production also showed a low incidence of mastitis. Of the 538 milk
samples analyzed, 66 were positive in the CMT, which were distributed among 15
properties, where only one property had no positive animals for testing. With these
results it is observed that the problems with mastitis or low milk production may be
caused by negligence in the management carried out, since most producers had
ongoing training in the activity. Thus, it is necessary to practice properly for the
management, thus it is possible to raise rates of productivity of the herd.

Key-words: mastitis, small ruminants, production, health.
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1. Introducéao

Uma das atividades agropecuarias que se destacam no semiarido nordestino
€ a criacao de caprinos que, desde o inicio da civilizacdo € uma atividade que esta
ligada ao homem, pois, fornecendo leite, carne e peles, ajudou na fixacdo dos
primeiros nucleos de assentamentos (CORDEIRO e CORDEIRO, 2008).

Na regido Nordeste encontra-se 92% do rebanho caprino nacional (FAO,
2008), participando com, aproximadamente, 14.201 mil litros (66,74%) da producao
nacional de leite de cabras, que é de 21.775 mil litros (IBGE, 2006).

Apesar dos paises em desenvolvimento apresentarem 0s maiores rebanhos,
€ observado que eles ndo sdo os que lideram na industrializacdo e comercializacao
de laticinios derivados da exploracdo caprina (CORDEIRO, 2006). Isso pode
acontecer pelo fato de a caprinocultura ser severamente afetada por inUmeros
fatores, entre eles, a alta incidéncia de problemas sanitérios. A criacdo de caprinos
nas regides semiaridas brasileiras € caracterizada por praticas de manejo
inadequadas, relacionadas principalmente aos aspectos sanitarios, o que interfere
na produtividade do rebanho (OLIVEIRA et. al., 1995).

Segundo Pinheiro et. al.,, (2000), o que limita a criacdo empresarial de
caprinos no nordeste sdo a alta incidéncia de problemas sanitarios, aliados as
praticas inadequadas de manejo, falta de pastagem cultivada e crédito rural, onde
estes fatores representam parcela consideravel das perdas em animais, com grande
repercussao econdmica.

A falta de controle profilatico das principais doencas, em conjunto com a
deficiéncia nutricional, a qual diminui a resisténcia dos animais, € responsavel pelo
baixo desempenho produtivo e reprodutivo, além disso, na maior parte das
pequenas exploracbes, o rebanho é criado solto, ndo havendo instalacdes que
permitam manejo adequado. Esta limitacdo resulta em falta de acompanhamento e
perda de desempenho (CRUZ et. al., 2009).

Uma das principais doengas de ordem sanitaria que acometem o rebanho
leiteiro comprometendo a qualidade do leite e acarretando diminuicdo do potencial
produtivo dos animais € a mastite (PYORALA, 2002). A mastite & considerada como
uma doenca que causa um grande impacto nas areas econdémica, social e de saude
publica (CONTRERAS & RODRIGUEZ, 2011). O diagndstico da mastite subclinica
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em cabras é controverso e dessa forma varias técnicas tém sido estudadas, sendo
as mais aceitas o California Mastitis Test (CMT), pela facilidade de uso a campo e a
contagem de células somaticas (CCS), em razdo de sua sensibilidade e
especificidade (CONTRERAS et al. 1996).

SANTOS & FONSECA (2006) destacam que, do ponto de vista
epidemiologico, a maior incidéncia de casos de mastite causada por agentes
contagiosos no rebanho indica falhas no sistema de ordenha, periodo em que
geralmente ocorre a transmissdo desses agentes durante a ordenha manual ou
mecanica. Ainda de acordo com esses autores, 0s principais métodos indicados
para o controle da doenca seriam a diminuicdo da exposicdo dos animais aos
agentes (manejo de ordenha, treinamento dos ordenhadores, desinfeccdo das
teteiras, desinfeccdo da superficie dos tetos), aumento da resisténcia imunolégica
das fémeas e antibioticoterapia.

Considerando-se a importancia do manejo dos animais produtores de leite e
0s cuidados necessarios na obtencdo deste produto, objetivou-se verificar a
prevaléncia e os fatores de riscos associados a mastite subclinica, o estado sanitario
e o perfil produtivo de rebanhos de caprinos leiteiros localizados em propriedades do
sertdo de Pernambuco.

2. Material e métodos

2.1. Local e animais do estudo

As propriedades consideradas nesse estudo foram aquelas cujo rebanho é
voltado para a producéo leiteira, onde os animais sdo ordenhados regularmente e o
leite utilizado para consumo e/ou comercializado.

As visitas foram realizadas no periodo de abril de 2011 a maio de 2012. Na
investigacdo, foram utilizados questionarios (Anexo) constituidos por perguntas
fechadas, que foram aplicados visando conhecer caracteristicas da exploragédo
(producéo, aspectos sanitarios e zootécnicos) em 16 propriedades distribuidas entre
as cidades de Petrolina-PE e Santa Maria da Boa Vista — PE.
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2.2. California Mastitis Test (CMT) e Exame Microbiolégico

Para deteccdo da mastite subclinica foi realizado o teste de CMT conforme
descricbes de Schalm & Noorlander (1957). O teste foi realizado apds a lavagem
dos tetos e antissepsia com alcool 70%, sendo que os trés primeiros jatos foram
desprezados. O CMT foi realizado a partir do leite de 269 animais, totalizando 538
amostras.

Para fazer a analise do CMT o leite foi misturado ao reativo, que é uma
mistura de detergente e purpura de bromocresol que, ao reagir com o material
genético das células somaticas, forma um gel, cuja concentracdo € proporcional ao
namero de células somaticas eliminadas pelo animal. A positividade foi considerada
a partir do escore = 2+,

Para avaliar os fatores de risco associados a mastite subclinica, foi realizado
0 exame microbiolégico, onde amostras de leite, apds antissepsia dos tetos com
alcool 70%, foram coletadas e levadas ao laboratério para o isolamento de micro-
organismos envolvidos na enfermidade, sendo que as amostras consideradas
positivas para a mastite foram aquelas que apresentaram o crescimento de uma
colénia hemolitica e/ou aquelas que continham quatro colénias ndo hemoliticas ou

mais com as mesmas caracteristicas morfologicas

2.3. Andlise estatistica

Para a identificacdo dos fatores de risco associados a mastite foi realizada
uma analise estatistica univariada para aquelas varidveis de interesse através do
teste qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher, quando necessario.
Posteriormente aplicou-se uma andlise multivariada através do modelo de regressao
logistica considerando como variavel dependente o exame microbiolégico (positivo
ou negativo). As variaveis independentes ou explanatorias consideradas no modelo
foram aquelas que apresentaram significancia < 0,20. Essa probabilidade foi

estipulada para que possiveis fatores de risco do evento ndo sejam excluidos da
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andlise (HOSMER E LEMESHOW, 1989). O programa Epiinfo versdo 3.5.1 foi
utilizado para a execucgédo dos calculos estatisticos.

3. Resultados

Com base nos 16 questionéarios aplicados, foi determinado o perfil de criacao
das propriedades avaliadas (Tabelas 1, 2 e 3).
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Tabela 1. Caracterizacdo dos estabelecimentos rurais de propriedades localizadas
nos municipios de Petrolina-PE e Santa Maria da Boa Vista-PE,

2011/2012.

Especificacdes das variaveis

Valores (%)

Até 50 hectares

10 (62,5%)

Area total da fazenda De 50 a 100 hectares 2 (12,5%)
Acima de 100 hectares 4 (25%)
Finalidade da Apenas leite 6 (37,5%)
producédo Carne e leite 10 (62,5%)
Intensivo -

Tipo de criagéo

Semiextensivo

10 (62,5%)

Extensivo 6 (37,5%)
Mao de obra Familiar 12 (75%)
Empregados com salario 4 (25%)
Primério: completo 2 (12,5%)
incompleto 5 (31,25%)
Secundario: completo 1 (6,25%)
Grau de escolaridade incompleto 2 (12,5%)
Profissionalizante 1 (6,25%)
Superior 4 (25%)
N&o estudou 1 (6,25%)
Capacitacéo Sim 15 (93,75%)
Nao 1 (6,25%)
Identificacdo dos Sim 15 (93,75%)
animais Nao 1 (6,25%)
Dispde de servigo Sim 12 (75%)
veterinario Nao 4 (25%)

Quando questionados sobre as principais caracteristicas da propriedade os

resultados mostraram que 62,5% apresentaram propriedades com até 50 hectares,

12,5% tém propriedades entre 50 e 100 hectares, e 25% tém propriedades acima de

100 hectares, caracterizando-as, em sua maioria, como pequenas propriedades.
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Com relagdo a finalidade de producdo, apesar desse estudo considerar
apenas propriedades voltadas para a caprinocultura leiteira, 62,5% delas tinha como
finalidade a producéo de carne e leite.

O principal regime de criacdo adotado € o0 semiextensivo em 62,5% das
propriedades entrevistadas, contra 37,5% que adotam o0 sistema extensivo.
Nenhuma propriedade adota o sistema intensivo de produg&o.

Quando entrevistados sobre a méao de obra empregada na propriedade, a
maioria dos entrevistados afirmou que usa méao de obra familiar e apenas 25% tém
empregados com salario.

Quanto ao grau de escolaridade do caprinocultor, 93,75% possuem algum
estudo, sendo que 43,75% estudaram até o primeiro grau, 18,75% até o segundo
grau, 6,25% tiveram ensino profissionalizante e 25% tem ensino superior.

Ja com relagcdo a capacitacdo, foi constatado que 93,75% das propriedades
tem tratadores com capacitacdo na atividade e apenas 6,25% né&o tem. Além disso,
das 16 propriedades visitadas, 15 delas tém seus animais identificados.

A tabela 2 mostra os resultados sobre os principais aspectos relacionados ao
manejo sanitario das propriedades visitadas nas cidades de Petrolina-PE e Santa
Maria da Boa Vista - PE.
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Tabela 2. Caracterizacdo dos aspectos relacionados ao manejo sanitario de
propriedades localizadas nos municipios de Petrolina-PE e Santa Maria
da Boa Vista-PE, 2011/2012.

Especificacdes das variaveis

Valores (%)

Sim 7 (43,75%)
Quarentenario Néao 9 (56,25%)
Sim  diério 3 (18,75%)
semanal 12 (75%)
Limpeza das mensal 1 (6,25%)
instalacdes anual -
N&o limpa -

Sim estratégica

7 (43,75%)

tatica 4 (25%)
Vermifugacéo supressiva 2 (12,5%)
curativa 3 (18,75%)
N&o -
Sim raramente 2 (12,5%)
Uso de vacinas 1 vez nos ultimos 5 anos 2 (12,5%)
todos os anos 4 (25%)
Nunca 8 (50%)
Conjuntivite 12 (75%)
Pneumonia 10 (62,5%)
Frequéncia de Diarreia 15 (93,75%)
doencas Helmintoses 16 (100%)

Mal do caroco
Mastite
Pododermatite
Boqueira
Aborto

16 (100%)
14 (87,5%)
10 (62,5%)
8 (50%)
14 (87,5%)

Os resultados para o manejo sanitario mostraram que a pratica do

guarentenario é realizada em 43,75% das propriedades e que todos os proprietarios
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fazem a limpeza das instalagfes, no entanto, a maioria faz esse manejo apenas
semanalmente.

Foi observado também que metade (50%) das propriedades néao faz uso de
vacinas e, quanto a incidéncia de doencas nos rebanhos estudados, verificou-se que
0s maiores problemas enfrentados pelos produtores consistem na linfadenite (mal do
caroco) e helmintoses, ainda que acontecam apenas as vezes.

No que diz respeito a obtencédo higiénico sanitaria do leite, os resultados séo

mostrados na tabela 3.

Tabela 3. Caracterizagdo sobre a obtencdo higiénico sanitaria do leite de
propriedades localizadas em Petrolina-PE e Santa Maria da Boa Vista-
PE.

Especificacdes das variaveis Valores (%)

Tipo de ordenha Manual 16 (100%)

Mecéanica -

Local de ordenha

Sala de ordenha

Curral

9 (56,25%)
7 (43,75%)

Higiene dos animais

e manejo da ordenha

Lavagem dos tetos sim
nao
Secagem dos tetos pano
toalha de papel
nao faz
Uso de caneca telada sim
nao
Uso de pré-dipping sim
nao

Uso de p6s-dipping sim

11 (68,75%)
5 (31,25%)
11 (68,75%)
5 (31,25%)
9 (56,25%)
7 (43,75%)
7 (43,75%)
9 (56,25%)
8 (50%)
9 (56,25%)

Foi observado que em todas as propriedades a ordenha é feita manualmente

onde 43,75% ordenham as cabras no proprio curral e 56,25% possuem sala de
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ordenha para essa pratica, porém quando questionados sobre a higiene antes e
apos as ordenhas, foi observado que todos os proprietarios fazem algum tipo de
higienizacdo, entre lavagem dos tetos, utilizacdo de toalhas para secagem uso de
caneca telada e realizacao de pré-dipping e pos-dipping.

Observou-se também que a producdo de leite nas propriedades é baixa,
sendo que a maior producéo é de 33 litros/dia, havendo propriedades que produziam
apenas 4 litros/dia. As propriedades que apresentavam menores producdes (entre 4
e 8 litros/dia) foram as que menos tiveram incidéncia de mastite.

Apls as entrevistas, foi realizado o teste de CMT onde os resultados
revelaram que das 538 amostras, 126 (23,4%) foram consideradas positivas para o
teste. Para cinco animais ndo foi realizado esse teste, pois 0S mesmos
apresentavam mastite clinica. Levando-se em consideracdo a positividade para a
mastite subclinica a partir do escore 2+ ou 3+, das 126 amostras positivas no CMT,
66 (52,4%) foram positivas para 0s escores 2+ ou 3+, caracterizando animais

positivos para a enfermidade (tabela 4).

Tabela 4. Frequéncias absoluta e relativa das amostras positivas para o California
Mastitis Test (CMT) obtidas de cabras leiteiras em Pernambuco, 2011/2012.

Escore Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Negativo 412 76,6
+ 60 11,2
++ 52 9,7
+++ 14 2,6
Total 538 100,00

Das amostras de leite avaliadas em laboratério, 90 (16,7%) foram positivas

para o crescimento microbiano. Os resultados sdo mostrados na tabela 5.
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Tabela 5. Frequéncias absoluta e relativa do exame microbiolégico obtido a partir de
leite de cabras em Pernambuco, 2011/2012.

Microbiolbgico Frequéncia Absoluta Frequéncia Relativa (%)
Positivo 90 16,7
Negativo 448 83,3
Total 538 100,00

Com relagéo aos fatores de risco, observou-se que para a variavel quantidade
de cabecas, houve associacéo estatistica significativa (p<0,05) onde a frequéncia de
positividade no exame microbiolégico do leite foi de 32,1% para propriedades
contendo entre 50 e 100 animais e de 12,9% e 12,3% para aquelas de propriedades
com menos de 50 animais e com mais de 100, respectivamente. Porém, para as
variaveis tipo de producdo, nivel da producéo e raca, ndo foi observada associacéo
estatistica significativa (p>0,05).

Quanto ao tipo de pasto e a fonte de agua das propriedades, observou-se
associacdo estatistica significativa (p<0,05), obtendo-se maior positividade em
propriedades cujo pasto era a base de planta capim e a agua proveniente de
companhias de abastecimento, com frequéncias de 20,6% e 27,5%, de animais
positivos, respectivamente.

Quanto a frequéncia de limpeza das instalacdes, observou-se maior
positividade nas propriedades cuja pratica era realizada semanalmente (17,2%)
guando comparadas com aquelas que realizavam essa pratica diariamente (15,0%)
e mensalmente (15,4%), sendo observada associacdo estatistica significativa
(p<0,05).

Com relacdo as variaveis: origem dos animais, realizacdo de quarentena,
producdo de borregos, empregados na propriedade e assisténcia veterinaria, foi
observado que houve significancia estatistica para estas cinco variaveis, onde as
maiores frequéncias observadas foram: animais originarios de outros estados
(32,5%), nao realizacdo de quarentena (20,5%), produgcédo de apenas um borrego
por fémea/ano (21,5%), empregados contratados (23,6%) e falta de assisténcia

veterinaria (25,0%). Todos esses dados sdo mostrados na tabela 6.
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Tabela 6. Fatores de riscos associados ou ndo a mastite para cabras leiteiras criadas

em Pernambuco, 2011/2012.

Exame ANALISE
VARIAVEL N microbioldgico UNIVARIADA P
Positivo OR (I.C. 95%)
Quantidade de cabecas
<50 280 36 (12,9%) 1
Entre 50 e 100 112 36 (32,1%) 3,21 (1,82 -5,63) 0.000*
> 100 146 18 (12,3%) 0,30 (0,15 - 0,58) ’
Tipo de producéao
Leite 214 37 (17,3%) 1,06 (0,65 —1,73)
Mista 324 53 (16,4%) 0,432
Nivel da producéo
(litros)?
<1000 80 9 (11,3%) 1
Entre 1000 e 3000 204 33 (16,2%) 1,52 (0,67 — 3,80) 0.445
>3000 208 36 (17,3%) 1,08 (0,63 — 1,89) ’
Raca
Pura 340 54 (15,9%) 1
SRD 138 25 (18,1%) 1,17 (0,66 — 2,02) 0788
Mestica 60 11 (18,3%) 1,01 (0,42 — 2,34) ’
Tipo de Pasto
Nativo 100 16 (16,0%) 1
Planta capim 310 64 (20,6%) 1,37 (0,73 - 2,67) 0.004*
Nativo e planta capim 128 10 (7,8%) 0,33 (0,14 - 0,67) '
Fonte de agua
Acude 220 33 (15,0%) 1
Companhia de 80 22 (27,5%) 2,15 (1,10 -4,13)
abastecimento 0,019*
Outra 238 35 (14,7%) 0,45 (0,24 - 0,88)
Limpeza das instalacdes
Diério 100 15 (15,0%) 1
Semanal 412 71 (17,2%) 1,18 (0,63 — 2,33) 0.850
Mensal 26 4 (15,4%) 0,87 (0,21 — 2,68) ’
Origem dos animais
adquiridos
Propriedades vizinhas 204 37 (18,1%) 1
Outras propriedades 90 9 (10,0%) 0,50 (0,20 - 1,13)
Feiras ou exposicdes 164 18 (11,0%) 1,11 (0,45 —2,94) 0,000*
Outro estado 80 26 (32,5%) 3,91 (1,88 -18,17)



Realiza quarentena ou
exames antes de
introduzir os animais
Quarentena e exame
Quarentena

Nao realiza

Quantos borregos
produziu no daltimo ano
1

2

Empregados na
propriedade
Familiares
Contratados

Assisténcia Veterinaria
Sim
Nao

106
134
298

312
226

428
110

434
104

14 (13,2%)
15 (11,2%)
61 (20,5%)

67 (21,5%)
23 (10,2%)

64 (15,0%)
26 (23,6%)

64 (14,75)
26 (25,0%)

1
0,83 (0,35 — 1,96)
2,04 (1,09 — 4,03)

2,41 (1,42 — 4,20)

0,56 (0,33 — 0,99)

0,52 (0,30 — 0,91)

36

0,032*

0,000*

0,023*

0,017*

*Associacao significativa a 5%

No que diz respeito aos fatores de risco relacionados ao manejo na ordenha,

foi observada significancia estatistica apenas para a variavel uso de pos-dipping,

com frequéncia de 19,6% contra 14,4% para aqueles que nao realizam esse manejo

(tabela 7).
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Tabela 7. Fatores de riscos (ligados ao manejo na ordenha) associados ou nao a
mastite para cabras leiteiras criadas em Pernambuco, 2011/2012.

Exame ANALISE UNIVARIADA
VARIAVEL N  microbiologico OR (I.C. 95%) P
Positivo
Numero de ordenhas
Uma 498 83 (16,7%) 0,94 (0,39 — 2,61) 0,516
Duas 40 7 (17,5%)
Local de ordenha
Sala de ordenha 300 50 (16,7%) 0,99 (0,61 — 1,60) 0.527
Curral 238 40 (16,8%) '
Uso da caneca telada
Sim 300 56 (18,7%) 1,37 (0,84 — 2,26) 0,107
N&o 238 34 (14,3%)
Realiza pré-dipping
Sim 220 40 (18,2%)
NAO 318 50 (15.7%) 1,19 (0,73 - 1,92) 0,262
Realiza p6s-dipping
Sim 240 47 (19,6%) 1,44 (0,89 — 2,33) 0.070*
N&o 298 43 (14,4%) ’
Lavagem dos tetos
Sim 360 59 (16,4%)
NAO 178 31 (17.4%) 0,92 (0,56 — 1,55) 0,426
Secagem do Ubere
Papel 360 59 (16,4%)
N0 realiza 178 31 (17.4%) 0,92(0,56 - 1,51) 0,426

4. Discussao

Sabe-se que a caprinocultura no nordeste €, em sua maioria, voltada para a

subsisténcia, 0 que leva os produtores a associarem a producao leiteira com outra

producdo bastante comum nas propriedades, que é a producdo de carne. Isso talvez

aconteca porque a caprinocultura leiteira ainda € pouco difundida e por isso os

produtores procuram associar a producao de leite com outro tipo de producao para

auxiliar na sua subsisténcia.

O principal regime de criacdo das propriedades visitadas € 0 semiextensivo.

Silva, et. al, (2004) e Lopes et. al., (2008) observaram que o principal regime de

criagdo adotado é o extensivo com 83,3% e 78,5% respectivamente, contra 16,7% e
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21,4% que adotam o sistema semiextensivo em propriedades de caprinos leiteiros
localizadas nas microrregibes do sertdo paraibano e de Mossoré-RN,
respectivamente. Isto evidencia que o Nordeste do Brasil ainda mantém
determinados padrdes rudimentares no que diz respeito a criagcdo de pequenos
ruminantes, refletindo na baixa produtividade dos mesmos (SILVA et. al., 2011).

Com relagéo ao uso de mao-de-obra familiar ou contratada, a maioria trabalha
com o pessoal da familia. Segundo Gomes, (1997), a sustentacdo dos sistemas de
producdo, que atuam com baixa producdo, é facilitada quando a méo-de-obra é
familiar, incluindo-se ai a mulher e os filhos menores, onde as oportunidades no
mercado de trabalho s&o limitadas.

A maioria dos proprietarios entrevistados tem apenas o primario como grau de
escolaridade. Esses resultados corroboram em parte com os encontrados por Lopes
et. al, (2008) em Mossoré-RN, onde os valores para ensino até o primeiro e segundo
grau de escolaridade mostrou que 46,4% estudaram até o 1° grau e 21,4% tem o 2°
grau.

Silva et. al., (2004) no sertdo paraibano, também obteve resultados
semelhantes, onde a mesma avaliacado indicou que 42,8% apresentam grau de
escolaridade com ensino fundamental e 16,7% estudaram até o ensino médio. No
entanto, com relacdo ao ensino superior, apenas 9,6% dos produtores
apresentavam esse grau de escolaridade contra 20% obtidos nesse estudo. Esses
resultados diferiram um pouco daqueles encontrados por Cruz et. al., (2009) em
Petrolina-PE, onde 66,6% dos produtores possuem nivel de escolaridade
fundamental, 13,33% ensino profissionalizante e 20% n&o possuem escolaridade.

Segundo Silva et. al., (2005) a absorcdo de tecnologias visa ao
aprimoramento da atividade nas propriedades. O baixo grau de escolaridade dos
produtores do presente estudo talvez seja um dos entraves para se colocar em
pratica manejos mais elaborados, fato que pode estar relacionado com a baixa
producdo na maioria das propriedades visitadas.

Com relagéo a capacitacdo dos produtores, Lopes et. al., (2008) observaram
que quase a metade (42,8%) das propriedades analisadas em seu estudo tem
tratadores com capacitacéo na atividade, contra 57,1% que n&o tem. E importante
ressaltar que a maneira como os tratadores criam seus animais pode influenciar

positiva ou negativamente na incidéncia de doencas, por isso é fundamental que os
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mesmos procurem a melhor maneira de manejar seus animais para que O0S
problemas sanitarios sejam evitados.

Observou-se que praticamente todas as propriedades avaliadas tém seus
animais identificados. A identificacdo dos animais é de fundamental importancia,
pois uma vez identificados, é possivel ter informacdes individuais e seguras sobre
cada animal do rebanho.

Foi observado que 43,75% das propriedades adotam o sistema de
quarentenario. Pinheiro et al. (2000) no Ceara, constataram a presenca de
quarentenario em apenas 2,4% e Silva et. al., (2011) no Piaui, relataram que a
realizacdo de quarentena nos animais recém-chegados foi a pratica menos adotada
(8,8%). E importante destacar que a adoc&o dessa pratica pode ser considerada
como um dos principais alternativas para se evitar a introducao e disseminacao de
doencas no rebanho (PINHEIRO, et. al., 2000).

Todas as propriedades realizam limpeza das instalagées. No entanto, Cruz et.
al., (2009), relataram que apenas 13% dos criatorios realizam limpeza, sendo esta
semanal, onde varre e recolhe as fezes. Ja Filgueira et al. (2009) revelam que a
limpeza dos criatérios semanalmente é realizada em apenas 11,1% das
propriedades da regido de Chapada do Apodi — RN. Segundo Medeiros, et. al.,
(1994) para um melhor desempenho dos animais, a limpeza do local bem como a
remocao dos excrementos deve ser feita, preferencialmente, todos os dias, ja que
este material pode ser fonte de transmissdo de microrganismos. Dessa forma, a
limpeza adequada das instalagGes ajuda a diminuir os casos de doencas no rebanho
melhorando, consequentemente, seus indices produtivos.

Nesse estudo, foi observado que o uso de vacina ainda € baixo. Cruz et. al.,
(2009) verificaram gque a prevencao de doencas através da pratica de vacinacao do
rebanho foi realizada por apenas uma (6,67%) das quinze propriedades visitadas,
mesmo assim apenas uma vez contra a clostridiose, na época de surto. Ja Silva et.
al., (2011) constataram que os criadores que vacinavam seus animais contra pelo
menos uma doengca somaram 48,9%, sendo também mais frequente a
imunoprofilaxia contra clostridioses (81,8%). Lopes et. al., (2008) verificaram em seu
estudo que apenas 14,2% das propriedades fazem uso de vacinas, contra 85,7%
gue nao fazem. SOUZA NETO et al, 1996 ja alertavam que 0Ss prejuizos na
exploracdo de caprinos advém das falhas de manejo, principalmente sanitario, pela

falta de higiene nas instalacdes e falhas na aplicacao de vermifugos e vacinas.



40

As doencas que se destacaram nas propriedades do presente estudo foram a
linfadenite e helmintoses. Alencar et. al., (2008) revelaram que mais de 92% dos
proprietarios entrevistados em seu estudo relataram a linfadenite caseosa como
principal doenca que acomete o rebanho, dados semelhantes a este estudo. Além
disso, a ocorréncia de outras doencas como pododermatite, mastite, ectima
contagioso, ceratoconjuntivite e endoparasitoses sinalizam para diversas falhas no
manejo sanitario atuando como causas predisponentes para diversas enfermidades.

Também foi observado que todas as propriedades realizam algum tipo de
higienizacdo na ordenha. A higienizagcdo antes e apds cada ordenha é fundamental
para evitar a transmissdo de doencas, como a mastite contagiosa, que € a
enfermidade que mais acarreta prejuizos para a indastria leiteira sendo dificil de ser
controlada (PYORALA, 2002).

A producéo de leiteira dos animais desse estudo é considerada baixa. Além
disso, nas propriedades onde a produgdo era menor, houve menos resultados
positivos para a mastite (43,75%). Isso pode ser explicado pelo fato de os animais
com maior producdo apresentarem maior probabilidade de infeccdo devido a maior
exposicao aos agentes patogénicos (PRESTES et. al., 2003).

Alguns fatores considerados de risco podem ter influenciado no aparecimento
de casos de mastite em algumas propriedades, dentre eles: nimero de animais do
rebanho, tipo de pasto, fonte de agua, origem dos animais adquiridos, empregados
da propriedade, assisténcia veterinaria e realizacdo de p6s-dipping.

Foi observado que o maior percentual de positividade para a mastite era
proveniente de propriedades com até 100 animais. Em propriedades onde o manejo
nao € adequado, pode haver aglomeracdo dos animais, o que favorece o acumulo
de micro-organismos ambientais, aumentando a probabilidade de doencas no
rebanho (PRESTES et. al, 2003).

O tipo de pasto também foi considerado como fator de risco para a mastite
nas propriedades estudadas. Segundo Prestes et. al., (2003), a criacdo de animais
em locais que oferecam forragem grosseira pode contribuir para a multiplicacdo de
patogenos envolvidos com infeccdes, causando posteriores prejuizos ao produtor.

A fonte de agua também foi considerada como fator de risco para a mastite
nas propriedades estudadas. A agua utilizada pode ser considerada um veiculo para
microrganismos patdégenos (AMARAL et al.,, 2004). Assim, o risco da mastite

por Staphylococcus spp. aumenta quando se utiliza agua néo tratada no processo
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de ordenha ou quando a agua de lavagem do Ubere est4d contaminada por
coliformes. Dessa forma, faz-se necessaria sua desinfeccdo e controle com o
objetivo de minimizar os riscos a saude humana e animal (SCHUKKEN et al. 1991).

A realizacédo do pos-dipping também foi considerado como fator de risco para
mastite. Esse tipo de manejo deve ser feito com cautela e principalmente com a
utilizacdo de solucdes desinfetantes em concentragdes apropriadas, pois seu uso
inadequado pode causar lesbes no uUbere, permitindo maior susceptibilidade dos
animais aos micro-organismos causadores de enfermidades (CARVALHO et. al.,
2004).

Vale lembrar que o local de ordenha é de grande importancia para evitar a
ocorréncia de mastite, uma vez que animais criados em ambientes precarios e com
mas condicbes de higiene, se expdem a condicbes estressantes afetando,
significativamente, seu desempenho produtivo comprometendo, também, a
capacidade de resisténcia dos animais (FONSECA & SANTOS, 2001).

Estudo feito por Neves et. al., (2010), na Paraiba, revelou que 11,49% das
amostras de leite de cabras foram considerados positivos para a mastite subclinica,
atribuindo esse fato a auséncia de desinfeccédo dos tetos, o que pode proporcionar
maiores indices dessa enfermidade nos rebanhos.

Ainda nesse estudo, foi observado que das 538 amostras de leite, apenas 66
(12,3%) foram consideradas positivas para o CMT (escore 22+) e 90 (16,7%)
apresentaram positividade para a lactocultura. Da Silva, et. al., (1996), afirmam que
os resultados de CMT escore 2+ e 3+ podem ser considerados como indicativos da
infeccdo na espécie caprina. Além disso, estudos apontam uma maior confiabilidade
do CMT quanto a sua sensibilidade a partir do nivel de 2+ em decorréncia do maior
namero de células somaticas no leite de fémeas caprinas (CONTRERAS et al. 1996,
BEZERRA et al. 2006, ALMEIDA 2009).

Medidas de controle precisam ser adotadas para que seja possivel
estabelecer o perfil dos animais dos rebanhos. A realizacdo semanal ou quinzenal
do CMT para identificacdo de mastite clinica e subclinica nos animais € considerada
um manejo bastante eficiente. A higiene do ordenhador e dos tetos das fémeas nas
ordenhas €& de fundamental importancia, ja que estas acbes eliminam
microrganismos da pele que potencialmente poderiam contaminar a glandula
mamaria (ALBUQUERQUE, 2008).
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5. Conclusdes

Existe alta prevaléncia de mastite em propriedades de caprinos leiteiros
localizadas em Pernambuco.

O numero de animais do rebanho, pasto inadequado, fonte de 4gua de origem
duvidosa, aquisicdo de animais de propriedades vizinhas, mé&o-de-obra familiar,
assisténcia veterinaria e realizacao de p6s-dipping sao considerados fatores de risco

para a mastite em cabras leiteiras.
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Mastite subclinica: correlacédo de técnicas e influéncia da producéao de biofilme
na quantidade de células somaticas presente no leite de cabras criadas em
Pernambuco
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Resumo

Nos caprinos leiteiros, a principal enfermidade que acomete esses animais é a
mastite, onde esta acarreta sérios prejuizos a producdo sendo causada,
principalmente, por bactérias do género Staphylococcus spp. Este trabalho teve
como objetivo correlacionar técnicas utilizadas para detec¢do da mastite subclinica,
bem como caracterizar, fenotipica e genotipicamente quanto a producédo de biofilme,
isolados de Staphylococcus spp. obtidos de leite de cabras criadas em Pernambuco,
verificando o efeito desta caracteristica sobre os resultados dos testes de
diagnéstico indireto da mastite. Foram coletadas amostras de leite de 269 cabras em
lactacdo totalizando 538 metades mamarias. Para o diagnostico da mastite
subclinica, foram realizados os testes de CMT, lactocultura e citologia de expressao,
além de ser determinado o grau de concordancia entre esses testes. Também foi
realizada a caracterizacdo fenotipica e genotipica dos isolados quanto a producéao
de biofilme pelos testes de aderéncia em placas e PCR, respectivamente. Foi
observado que 90 amostras de leite foram positivas na lactocultura, permitindo o
isolamento de 95 cepas de Staphylococcus spp. sendo, em sua maioria,
pertencentes ao grupo dos coagulase negativos. Os graus de concordancia entre as
técnicas utilizadas para diagnéstico da mastite foram: K=0,13, K=0,03 e K=0,05,
para CMT, citologia de expressao entre 50 e 70% de neutréfilos e com quantidade
de neutréfilos acima de 70%, respectivamente, mostrando pobre correlacdo entre as
técnicas. A producdo de biofilme pelos isolados bacterianos apresentou pouca
influéncia nos resultados do CMT, sendo que este pode ser utilizado no diagnéstico
da mastite subclinica em cabras desde que associado com o0 exame microbioldgico.
Além disso, a escassez de pesquisas sobre técnicas empregadas na deteccao da
mastite em cabras resulta na necessidade de mais estudos sobre a padronizagao
dessas técnicas para que se tenha maior confiabilidade nos resultados obtidos.

Palavras-chave: células somaticas, biofilmes, gene icaD, mastite caprina.
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Abstract

In dairy goats, the main disease that affects these animals is mastitis, where it
causes serious production losses are mainly caused by bacteria called
Staphylococcus spp. This work aims to correlate the techniques used for detection of
subclinical mastitis, as well as characterize phenotypic and genotypically for the
production of biofilm, Staphylococcus spp. obtained from the milk of goats raised in
Pernambuco, checking the effect of this feature on the results of diagnostic tests
indirect mastitis. We collected 269 milk samples from lactating goat mammary
totaling 538/2. For the diagnosis of subclinical mastitis, the tests were performed
CMT, microbiological examination and cytology of expression, besides being given
the degree of concordance between these tests. Was also performed phenotypic and
genotypic characterization of isolates for the production of biofilm adherence tests by
plating and PCR, respectively. It was observed that 90 milk samples were positive in
microbiological examination, allowing the isolation of 95 strains of Staphylococcus
spp. being, mostly belonging to the group of coagulase-negative. The degree of
agreement between techniques for diagnosis of mastitis were: K = 0.13, K =0.03 and
K = 0.05, for CMT, cytology of expression between 50 and 70% neutrophils and
number of neutrophils above 70%, respectively, showing poor correlation techniques.
The production of the biofilm bacterial isolates showed little influence on the results
of CMT, and this can be used in the diagnosis of subclinical mastitis in goats
provided associated with the microbiological examination. Moreover, the dearth of
research on techniques used in the detection of mastitis in goats results in the need
for further studies on the standardization of these techniques in order to have more
reliable results obtained.

Key words: somatic cells, biofilms, gene icaD, caprine mastitis.
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1. Introducéo

A producdo de caprinos e ovinos na regido semiarida é uma atividade
relacionada a agricultura familiar, possuindo um forte compromisso com o
desenvolvimento regional. Entretanto, problemas de ordem sanitaria podem ocorrer,
acarretando reducéo do potencial produtivo dos animais. Dentre estes problemas
destaca-se a mastite, que € caracterizada por um processo inflamatério da glandula
mamaria provocado, em sua maioria, por micro-organismos (SILVA et al. 2001). Por
ser uma doencga altamente prejudicial aos rebanhos leiteiros, muitos estudos sobre
essa enfermidade s&o realizados, além disso, programas de manejo tentam
melhorar a saude da glandula mamaria (GODDEN et al.,, 2002; FAGUNDES,
OLIVEIRA, 2004).

A mastite pode ser classificada de duas formas: clinica e subclinica. A forma
clinica apresenta sinais evidentes de inflamagéo, tais como: edema, endurecimento,
elevacdo de temperatura, grumos, pus, dor na glandula maméaria ou qualquer
alteracdo das caracteristicas do leite (FONSECA, SANTOS; 2000). Nesse tipo de
mastite, os principais agentes sdo os Staphylococcus coagulase positivos a exemplo
dos Staphylococcus aureus (CONTRERAS et al. 2003).

Ja na forma subclinica ndo se observam alteragbes macroscopicas e sim
alteracdes na composicdo do leite; portanto, ndo apresenta sinais visiveis de
inflamacé&o do Ubere (CULLOR et al., 1994); além disso, é causada geralmente por
Staphylococcus coagulase negativos (SCN). Os principais SCN sao S. epidermidis,
S. chromogenes, S. simulans, S. caprae e S. agalactiae (CONTRERAS et al. 2003).

Assim sendo, diferentes métodos podem ser aplicados no diagnéstico da
mastite subclinica. Os métodos diretos fundamentam-se na identificacdo do agente
etiolégico mediante a comprovacao da presenca de micro-organismos nas amostras
de leite que sdo encaminhadas aos laboratérios. Por outro lado, os testes indiretos
baseiam-se em varios critérios de evolucdo de intensidade da reacéo inflamatdria
(MOTA 2008).

Dos métodos que avaliam o conteudo celular do leite, o California Mastitis
Test (CMT) e a Contagem de Células Somaticas (CCS) sdo os mais utilizados em
caprinos, onde uma relacdo direta entre estes dois testes tem sido encontrada por
varios autores (GALLINA et al.,, 1996; PERRIN, et al., 1997, SCHUPPEL, et al.,

1998). Em funcéo da sua facil execucédo e interpretacdo, o CMT tem sido foco de
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muitos estudos, cujo principal objetivo € o de determinar o escore que melhor reflita
a quantidade de células somaticas existentes no leite e, consequentemente, o
estado sanitario da glandula mamaria caprina (WINTER, et al., 1999).

Outro teste utilizado para deteccdo da mastite subclinica é o de citologia de
expressdo, onde este é baseado na contagem de células sométicas (IDF, 1995). No
entanto, como essa metodologia ainda é nova na deteccdo da mastite em cabras,
pode superestimar a CCS no leite desses animais (PAAPE et al., 2001).

JA o0 exame microbiolégico é considerado o teste padrdo ouro para O
diagnostico das infecgBes intramamarias (CONTRERAS et al.,, 2007). Estudos
mostram que o género Staphylococcus engloba os principais agentes etiolégicos
isolados de casos de mastite clinicas e subclinicas (MOTA, 2000; BERGONIER et
al., 2003; LANGONI et al., 2006). Sao varios os fatores de viruléncia envolvidos
nessa patogénese (HAVERI et al., 2008), principalmente a producao de biofilmes, o
gue explicaria a cronicicidade da infecgcédo e a producao de toxinas (FOX et al., 2005;
MELCHIOR et al., 2006; LASA, PENADES, 2006; CLUTTERBUCK et al., 2007).
Além de bactérias produtoras de biofilme tornarem-se mais resistentes, estas podem
também influenciar na quantidade de células sométicas do leite (PYORALA, et al.,
2009).

E importante ressaltar que a etiologia da mastite € complexa e multivariada
tornando necessaria a identificacdo dos micro-organismos determinantes da
infeccdo da glandula mamaria, tanto para o controle e prevencdo, quanto para o
monitoramento de rebanhos (RIBEIRO, et al., 2003).

Dessa forma, é fundamental conhecer os agentes causadores da mastite em
caprinos, bem como ampliar estudos acerca da correlacdo entre técnicas
diagnésticas voltadas para a mastite, especialmente na espécie caprina em
decorréncia das particularidades encontradas na fisiologia da glandula maméaria
nesta espécie. Com isso, 0 objetivou-se correlacionar técnicas para detec¢do da
mastite subclinica além de identificar micro-organismos produtores de biofilme e,
consequentemente a influéncia da formacéo desse biofilme sobre os resultados do
CMT.



51

2. Material e métodos

2.1. Animais e local de coleta

Os animais avaliados nesse estudo foram provenientes de propriedades de
caprinocultura leiteira localizadas em Petrolina e Santa Maria da Boa Vista, no
estado de Pernambuco. Foram coletadas amostras de leite de 269 cabras,
totalizando 538 amostras.

2.2. Teste de CMT

Para realizacdo do teste de CMT, o leite das cabras foi coletado apos a
lavagem e antissepsia (com alcool 70%) dos tetos, sempre desprezando os trés
primeiros jatos. Posteriormente, o leite coletado foi misturado ao reativo que
continha detergente e purpura de bromocresol, em uma superficie plana. Em
seguida, observou-se a viscosidade do material, onde esta se apresentava com
maior ou menor intensidade de acordo com a quantidade de células somaticas

eliminadas pelo animal. A positividade foi considerada a partir do escore = 2+.

2.3. Citologia de expressao (microscopia direta com azul de metileno)

O procedimento adotado para Citologia de Expressdo (CE) foi adaptado
baseando-se no método descrito por Azira (1976), no qual apOs posterior antissepsia
dos tetos com alcool 70°GL, foi realizada uma leve pressdo com os dedos
indicadores e polegar, esfoliando todo o canal do teto. O material obtido foi disposto
em laminas histoldgicas com extremidade fosca. A partir dai estas foram fixadas em

alcool metilico absoluto, esperou-se até que as laminas estivessem completamente
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secas e, posteriormente, foram coradas pela técnica de Giemsa, para avaliacdo da
composicao celular.

As laminas coradas foram submetidas a contagem de cinco campos em
microscopio de leitura Optica, calculando-se, entdo, a média, para classificacdo do
tipo da inflamag&do quanto ao componente celular. Dessa forma, foi considerado
como processo agudo quando mais que 70% das células inflamatorias séo
neutrofilos, ou crénico quando 50% a 70% das células inflamatérias sdo neutroéfilos

(COWELL, TYLER; 2002).

2.4. Coleta das amostras de leite

As amostras de leite foram coletadas apos lavagem e antissepsia dos tetos
além de desprezados os trés primeiros jatos. A coleta foi feita diretamente em
frascos estéreis, previamente identificados. Posteriormente, os tubos foram
colocados em caixas isotérmicas com gelo e encaminhados ao laboratério de
Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do S&o
Francisco (UNIVASF) para que fosse feito o processamento do material.

2.5. Isolamento e identificacdo bacteriana

Para fazer o isolamento bacteriano, as amostras de leite foram semeadas em
Agar sangue a 5%, com o auxilio de uma alga de platina, bem como em meios
especificos para caracterizacéo e identificacdo das espécies. Depois foram levadas
para a estufa a 37°C. A leitura foi realizada em 24 e 48h sendo consideradas
positivas para a mastite as placas que apresentavam uma coldénia hemolitica e/ou
aguelas que continham quatro colénias ndo hemoliticas ou mais com as mesmas
caracteristicas morfologicas. Os agentes bacterianos foram identificados por meio de
caracteristicas morfologicas, bioquimicas e tintoriais (QUINN, et al.,, 1994) sendo
gue, para isto foram realizados os testes de coagulase, catalase, DNAse, manitol

semissolido (MSS), glicose semissolida (GSS) e agar base purpura (PAB).
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2.6. Andlise da producdo de biofilme

A analise quantitativa da formacao de biofilme em microplacas de poliestireno
de 96 pocos de fundo reto foi realizada pelo método proposto por Merino et al.,
(2009) com algumas modificacbes. Inicialmente, colonias isoladas de
Staphylococcus spp. foram cultivadas em 3 ml de Tryptone Soya Broth (TSB),
acrescido de 0,25% de glicose, e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds esta estapa,
cinco microlitros dessa suspensao foram inoculados nas microplacas contendo 195ul
de TSB, também acrescido de 0,25% de glicose, e novamente incubados a 37°C por
24 horas. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 200 pl de agua
destilada e deixadas secar em temperatura ambiente.

Apébs a secagem, as placas foram coradas com 100 pul de cristal violeta 0,25%
por dois a trés minutos, sendo essa etapa realizada em temperatura ambiente. Apos
esse tempo, as microplacas foram lavadas mais trés vezes com agua destilada. Para
dissolver o corante e fazer a leitura do material, foi utilizado 200 ul de alcool-acetona
(80:20). Todas as amostras foram feitas em triplicata, bem como os controles
positivo e negativo. Como controle positivo, foi utilizada a cepa de Staphyloccocus
aureus ATCC 25923 e, como controle negativo, a cepa Escherichia coli ATCC
25922, bem como o caldo TSB estéril. A densidade 6ptica (DO) de cada poco foi
aferida em comprimento de onda de 570nm utilizando-se espectrofotbmetro
apropriado (leitor de ELISA; modelo Expert Plus).

Para andlise dos resultados, foi feita média aritmética da absorvancia dos trés
pocos e este valor foi comparado com a absorvancia média de do controle negativo
(DO¢n). Assim, para determinacdo de formacdo de biofilme, as amostras foram
classificadas em quatro categorias: nenhuma producdo de biofiime (Dos < DOg),
fraca producéo de biofilme (DOc, < DOg < 2x DOgp), producao de biofilme moderada
(2x DO¢p < DOs < 4x DOgp) e forte producao de biofilme (4x DO¢, < DOs).



54

2.7. Caracterizacdo molecular da producédo de biofilme em isolados de
Staphylococus spp.

A caracterizacdo molecular dos isolados de Staphylococcus spp. foi realizada
pela amplificacdo do gene icaD. As sequéncias dos iniciadores estdo descritas na
tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores utilizados para caracterizacdo molecular dos isolados de
Staphylococcus spp.

Iniciador Sequéncia (5°-3") Fragmento  Referéncia
icaDF AAACGTAAGAGAGGTGG 381pb  vasudevan et

al., (2003).
icaDR GGCAATATGATCAAGATAC

Como template foi utilizado o DNA termo-extraido, dos isolados bacterianos
em agua Mili-Q, sendo que 4ul desta suspensao foram aplicados em 21ul do mix
contendo 15pmol dos primers, 200uM dos desoxirribonucleotideos, tampéo de Taq
1x e 5U de Taqg (CENBIOT, UFRGS). Esta mistura foi levada ao termociclador e
submetida a um estagio inicial constituido de um ciclo de 2 minutos a 94°C, depois a
um segundo estagio de 30 ciclos constituidos de 45 segundos a 92°C, 45 segundos
a 49,8°C e 1 minuto a 72°C; e por fim, um estagio de extensao final constituido de
um ciclo de 7 minutos a 72°C. O resultado do PCR foi verificado em gel de agarose a

1,5%, corado com brometo de etidio e documentado através de fotodocumentador.
3. Andlise estatistica
Para o calculo do indice de concordancia entre os testes diagnosticos da

mastite, bem como para os testes relacionados ao biofilme, foi calculado o indice
Kappa utilizando o programa WIN EPISCOPE 2.0 (THRUSFIELD, 2004).
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4. Resultados

Os resultados obtidos para o teste de CMT mostraram que, ao considerar a
positividade a partir do escore = 2+, das 66 amostras positivas no CMT, 46 (69,7%)
foram negativas no exame microbiologico. Com isso, das 538 amostras de leite, 472
(87,7%) foram negativas para o teste de CMT e, destas, 402 (85,2%) também foram
negativas no exame microbiolégico. O grau de concordancia entre as técnicas sao

mostradas na tabela 2.

Tabela 2. Andlise comparativa entre 0 exame microbioldgico e CMT de casos de
mastite caprina em Pernambuco, 2011/2012.

Exame microbioldgico indice Kappa
CMT Positivo Negativo Total (IC 95%)
Positivo 20 46 66 (12,3%) 0,13
. (-0,01 -0,27)
Negativo 70 402 472 (87,7%)
Total 90 (16,7%) 448 (83,3%) 538 (100%)

*|C = intervalo de confianga; (<0,20=pobre; 0,21-0,40=fraca; 0,41-0,60=moderada; 0,61-0,80=boa; >0,80=muito boa).

Com relacdo ao teste de citologia de expressdo, quando se obteve
guantidade entre 50 e 70% de neutrofilos, das 257 amostras positivas para o teste,
212 (82,5%) foram negativas para o exame microbiolégico. Também foi observado
que das 281 amostras negativas para a citologia de expresséo, 42 (15%) foram
positivas no exame microbiol6gico. Quando a contagem de neutréfilos foi acima de
70%, foi observado que das 200 amostras positivas, 162 (81%) foram negativas para
0 exame microbiolégico e das 338 amostras negativas para a citologia, 49 (14,5%)
foram positivas no exame microbiolégico. O grau de concordancia entre essas duas

técnicas sao mostradas nas tabelas 3 e 4.
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Tabela 3. Analise comparativa entre o exame microbiolégico e a citologia de
expressao (entre 50 e 70% de neutrofilos) de casos de mastite caprina em
Pernambuco, 2011/2012.

Citologia de Exame microbiolégico indice Kappa
expresséao Positivo Negativo Total (IC 95%)
Positivo 48 212 257 (47,8%) 0,03

. (-0,06 - 0,11)
Negativo 42 236 281 (52,2%)
Total 90 (17%) 448 (83%) 538 (100%)

*|C = intervalo de confianga; (< 0,20=pobre; 0,21-0,40=fraca; 0,41-0,60=moderada; 0,61-0,80=boa; > 0,80=muito boa).

Tabela 4. Andlise comparativa entre exame microbioldgico e citologia de expressao
(n° de neutrdfilos igual ou maior que 70%) de casos de mastite caprina em
Pernambuco, 2011/2012.

Citologia de Exame microbiologico indice Kappa
expresséao Positivo Negativo Total (IC 95%)
0,05
Positi 41 162 200
ositivo (:0,05 — 0.15)
Negativo 49 289 338
Total 90 (16,2%) 451 (83,8%) 538 (100%)

*|C = intervalo de confiang¢a; (< 0,20=pobre; 0,21-0,40=fraca; 0,41-0,60=moderada; 0,61-0,80=boa; > 0,80=muito boa).

Na andlise laboratorial verificou-se que das 538 das amostras de leite
analisadas, 16,7% (n=90) foram positivas no exame microbioldgico, sendo possivel
isolar 95 cepas de Staphylococcus spp., considerando o0 aparecimento de coldnias
diferentes (como cor e tamanho) numa mesma amostra, sendo que a maioria das
bactérias isoladas pertence ao grupo dos coagulase negativos.

Com relagédo a andlise da producado fenotipica de biofilme, dos 95 isolados
avaliados, 75 (78,9%) deles se aderiram a placa de poliestireno sendo considerados

produtores de biofilme. Quanto ao teste genotipico (PCR), 48 (50,5%) foram
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consideradas positivas quanto a presenca do gene icaD. Quando foi avaliado o grau
de concordéancia (coeficiente de Kappa) entre os testes fenotipico e genotipico, foi
observado que o resultado do indice Kappa foi K=0,0, havendo pobre concordancia

entre as técnicas (tabela 5).

Tabela 5. Concordancia entre as técnicas de violeta de genciana e PCR de cepas
de Staphylococcus spp., isoladas de amostras de leite oriundas de casos
de mastite caprina, 2011/2012.

Violeta de PCR indice Kappa
genciana Positivo Negativo Total (IC 95%)
Positivo 38 37 75 0,0
Negativo 10 10 20 (0.20-0.21)

Total 48 (50,5%) 47 (49,5%) 95 (100%)

*|C = intervalo de confianga; (< 0,20=pobre; 0,21-0,40=fraca; 0,41-0,60=moderada; 0,61-0,80=boa; > 0,80=muito boa).

Das 38 amostras consideradas produtoras de biofilme tanto no teste
fenotipico como no genotipico, 19 (50%) também foram positivas no teste de CMT (a
partir do escore 1+) (tabela 6).

Tabela 6. Presenca de Staphylococcus spp. biofilme-positivos em amostras de leite
de caprino submetidas ao teste de CMT, 2011/2012.

CMT Isolados biofilme positivos (%)
Negativo 19
+ 7
++ 10
+++ 2

Total 38 (100%)
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5. Discusséao

O teste de CMT tem sido foco de muitos estudos realizados com caprinos
devido a sua facil execucdo e interpretacdo (WINTER, BAUMGARTNER, 1999).
Nesse estudo, a maioria das amostras de leite avaliadas foi negativa para o teste
bem como para a andlise microbioldgica, havendo também crescimento microbiano
para algumas amostras negativas ao CMT. Figueiredo (1995), afirma que os
resultados negativos ao CMT séo plenamente confiaveis e bastante (teis nos
trabalhos de campo. Contudo, Costa et al., (2005) discordam quanto a negatividade
ao CMT em relacdo a presenca de agentes microbianos caracterizando, portanto, 0s
animais como portadores. Conforme este autor, o animal portador ndo apresenta
reacao positiva ao teste de CMT, contudo apresenta resultado positivo ao exame
microbiolégico.

Por outro lado, amostras positivas para o CMT, nem sempre revelam
crescimento microbiano. Suspeita-se que 0 agente ndo seja eliminado de forma
continua podendo ocorrer resultado falso negativo. Segundo BRITO et al. (1999), as
amostras de leite devem ser confirmadas microbiologicamente negativas somente
apos duas ou trés analises. Vale ressaltar que a reacao inflamatéria pode estar
presente mesmo sem processo infeccioso na glandula. Isso pode ocorrer devido a
lesBes traumaticas, agressées por agentes quimicos, entre outros fatores. O agente
microbiano pode ainda ja ter sido eliminado, de forma natural pelos processos de
auto-cura, resultando em cultura negativa (RIBEIRO et al., 2003).

Das amostras positivas para o exame microbiologico, foi possivel o
isolamento de 95 cepas de bactérias pertencentes ao género Staphylococcus spp.,
estando de acordo com varios outros estudos sobre a etiologia da mastite caprina no
Brasil (LANGONI et al., 2006; MOTA, 2008; ALMEIDA, 2009; BOLSANELLO, et al.,
2009; PEIXOTO, et al.,, 2010) sendo, em sua maioria (91,6%), do grupo dos
coagulase negativos. Esse resultado é semelhante ao encontrado por Schmidt et al.,
(2009) que, avaliando a ocorréncia de mastite subclinica em cabras criadas no Rio
Grande do Sul, identificaram os Staphylococcus coagulase negativos (SCN) em
83,8% das amostras analisadas. A presenca dos SCN € bastante comum em casos
de mastite em pequenos ruminantes (CONTRERAS et al., 2001), sendo que o

predominio de SCN pode ser explicado pela presenca destas bactérias em locais
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como a microbiota da pele e conjuntiva dos animais, particularmente no Ubere de
fémeas leiteiras (MORONI et al. 2005).

Com relacao a correlacédo de técnicas empregadas no diagnoéstico da mastite,
foi observada uma pobre correlacdo tanto entre os testes de CMT e exame
microbiolégico, exame microbiolégico e citologia de expressdo com contagem de
neutréfilos entre 50 e 70%, bem como entre exame microbiolégico e citologia de
expressao com contagem de neutrofilos acima de 70%, com graus de concordancia
de K=0,13; K=0,03 e K=0,05 respectivamente. Vérios trabalhos comprovam
variagdes para os valores de concordancia entre a positividade no CMT e a
lactocultura (CONTRERAS et al.,, 1996; BEZERRA et al.,, 2006; ALMEIDA, 2009).
Vale ressaltar que o numero de células somaticas presente no leite pode ser
influenciado, ndo sé pela presenca de micro-organismos, mas também por varios
fatores nédo infecciosos, tais como numero de lacta¢cbes, raca, ambiente de criacao e
tipo de ordenha empregado (MADUREIRA et al., 2010), fatos que podem justificar a
baixa correlacédo entre o CMT e exame microbiologico.

Considerando-se 0 exame bacterioldgico como “padrao-ouro”, o CMT
apresentou baixa sensibilidade (22,2%), porém, alta especificidade (89,7%),
resultados diferentes aos encontrados por Neves et. al., (2010), que trabalhando
com cabras leiteiras no semiarido da Paraiba, encontraram valores de 46,7% e
60,6% quanto a sensibilidade e especificidade respectivamente, afirmando que o
CMT nédo é um método confidvel para diagnéstico da mastite subclinica em cabras.
Contudo, Silva et al. (2001) afirmam que o California Mastitis Test podera ser
utilizado como teste de triagem da saude da glandula mamaria caprina, desde que o
mesmo, devido a fisiologia da glandula mamaria desta espécie, seja associado ao
exame microbiolégico do leite para evitar resultados falso-positivos.

Quando se correlacionou a técnica de citologia de expressdo (tanto para
contagem de neutréfilos entre 50 e 70% como para a contagem acima de 70% de
neutréfilos) com exame microbioldgico, foi observada pobre concordéancia entre
essas técnicas, além de baixa sensibilidade e especificidade. Alguns estudos
utilizando a técnica de microscopia direta com azul de metileno mostraram que este
corante ndo faz a diferenciacdo entre células e particulas citoplasmaticas (que
contém apenas RNA), onde estas podem ser semelhantes no tamanho e na
morfologia aos leucdcitos, podendo ser confundidos com células somaticas e

provocar alteracdes nas contagens celulares (DULIN, et al., 1982; GONZALO et al.,
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2003, GOMES, et al., 2006), fato que pode explicar os resultados desse estudo.
Uma sugestéo seria a utilizacdo de outro corante para a microscopia direta: o verde

de metila y-piromina. Esse corante é caracterizado como uma coloracdo DNA-

especifica e a contagem microscopica direta com a sua utlizagdo tem sido
recomendada como padrao para avaliar a contagem de células somaticas no leite de
cabras, pois possibilita a coloracdo apenas das células nucleadas e permite a
exclusdo dos corpusculos citoplasmaticos do leite (ZENG et al., 1999). Dessa forma
tem-se a necessidade de padronizacdo de técnicas utilizadas para contagem celular
do leite de cabras, ja que a particularidade da secrecdo lactea caprina (do tipo
apaocrina) leva a erros de interpretacdo durante a realizacéo de técnicas de avaliacdo
da celularidade do leite de fémeas dessa espécie (MADUREIRA et al., 2010).

Neste estudo foi verificado que 38 (40%) estirpes de Staphylococccus spp.
apresentaram capacidade de producdo de biofilme em comum para os dois
métodos avaliados, sendo que apenas 12 (31,6%) foram positivas para o teste de
CMT 22+ (considerando esse escore para a mastite subclinica), mostrando pouca
influéncia nos resultados para o referido teste. Contudo, deve-se levar em
consideracdo o estudo do mesmo na capacidade que esses micro-organismos
podem ter de aumentar seu potencial virulento e, consequentemente, levar a um
aumento na quantidade de células somaticas do leite. Vasudevan et al. (2003) ao
isolar Staphylococcus aureus de mastite bovina concluiram que a presenca do locus
ica em 100% desses isolados confirmam o potencial desse gene como fator de
viruléncia na patogenia da mastite em ruminantes. Além disso, Pyorala et al. (2009)
afirmam que esses micro-organismos podem causar infeccéo persistente, resultando
em um aumento da contagem de células sométicas do leite, afetando sua qualidade
e diminuindo a producéo.

No presente estudo também foi verificado que o teste de aderéncia em
microplacas apresentou bom resultado na expressdo da producdo fenotipica de
biofilme. No entanto, quando se comparou essa técnica com a PCR, considerando
esta como padréo de referéncia para linhagens produtoras de biofilme, foi observado
pobre concordancia entre as mesmas, além de alta sensibilidade (79,2%) e baixa
especificidade (21,3%). Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por
Melo et al., (2012), que observaram alta sensibilidade (100%) e baixa especificidade

(25%) porém, foram diferentes quanto a concordancia sendo que, para esses
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autores, essa comparacao foi considerada boa quando relacionaram os testes de
PCR e aderéncia em placas relacionados a Staphylococcus aureus isolados de
mastite bovina, mostrando a importancia de novos estudos sobre a padronizacao
das técnicas fenotipicas utilizadas para cepas isoladas da espécie caprina de forma
a evitar resultados falso-positivos. Ainda segundo os autores, o manejo profilatico é
o melhor caminho para evitar a formagéo de biofilme, afirmando também que novos
estudos devem ser realizados a fim de se conhecer melhor os agentes formadores
de biofilme bem como seus mecanismos de adesao, visando fornecer subsidios para

a profilaxia da mastite em ruminantes.
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6. Conclusdes

As técnicas utilizadas para deteccdo da mastite subclinica caprina néo
apresentaram boa correlagéo entre elas.

Os principais micro-organismos isolados de mastite caprina s&o o0s
Staphylococcus coagulase negativos, sendo a maioria produtores de biofilme.

A producdo de biofilme pelos isolados bacterianos apresentou pouca
influéncia nos resultados do CMT.

O CMT apresentou boa especificidade e pode ser utilizado como método de
diagnéstico da mastite subclinica caprina, desde que associado ao exame

microbiolégico do leite.
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UNIVASF

Universidade Federal do Vale do Sao Francisco

Laboratério de Microbiologia

e Imunologia Animal

PROJETO MASTITE EM RUMINANTES

Questionario n°

DADOS DA PROPRIEDADE

Nome da Propriedade:

Endereco:

Distrito/Localidade Municipio

| - DADOS DO CRIADOR
1. Idade do criador: anos
2. Estado civil: (1) Solteiro (2) Casado
3. Nivel educacional:
(0) N&o estudou
(1) Primario incompleto
(2) Primario completo
(3) Secundario incompleto
(4) Secundario completo
(5) Profissionalizante

(6) Superior

UF

(3) Separado (4) Viavo
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4. Jé realizou algum curso ou treinamento em caprino-ovinocultura?
(0) ndo (1) sim
5. Pertence a algum tipo de associacao?
(0) ndo (1) sim, a cooperativa local (2) sim, outra ( )
6. Esta é sua ocupacdo principal?
(0) Nao (1) Sim

6.1. Possui outra ocupacao?
(0) Nao (1) Sim:

7. Vocé ou outra pessoa da familia ou trabalhadores j& sofreram de alguma doenca

relacionada a criagéo de animais?

(0) N&o (1) Sim

PROPRIEDADE:

Area:

Tipo do terreno: ( ) plano ( ) alagado ( ) acidentado

Il - CARACTERISTICAS GERAIS DA CRIACAO

8. Tamanho do Rebanho
Borregos (<1 ano): Ovelhas: Reprodutores:
Cabritos (< 1 ano): Cabras: Bodes:

Rufido:
Compartilha reprodutor com outros criadores? (0) Ndo (1) Sim

9. Raga predominante:
10. Os animais séo identificados? ( ) Sim ( ) Nao

Forma de identificacéo:
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11. Tipo de producéo: (1) Carne (2) Leite  (3) Mista

12. Qual o critério para descarte dos animais?

( ) Idade ( ) Falhareprodutiva ( ) Doencas ( ) Conformacédo ( ) Outros

13. Tipo de manejo: (0) [_] Nenhum/ outro

(1) [] Intensivo (preso dia e noite)
(2) [] Semi-extensivo (pasto + preso)
(3) [] Extensivo (solto maior parte do tempo)

14. Tipo de pasto:

(0) [_] N&o tem pasto (1) [] Nativo (2)L] Planta capim

15. Nivel da producéo:

a. Litros de leite por ano:
b. NUumero de animais vendidos/abatidos por ano:

16. Tempo na atividade:
17. Frequéncia com que limpa/varre/desinfeta as instalacoes:

(0) néo limpa (1) diario (2) semanal (3) mensal (4) anual

18. Disp8e de servigo veterinario?

(0) I Nao (1) [] Particular  (2) [ ] Cooperativa/ (3) [] Governo estadual/

associacao federal

19.  Empregados na propriedade: (1) [_] Familiares (2) [_] Contratados
20.  Tem eletricidade? (0) [ ] ndo (1) [ sim
21. Fonte de agua:

(0) ndotem (1) acude (2) cacimba/poco (3) companhia de (4) outra
abastecimento



MANEJO DA ORDENHA

22. Tipo de ordenha: (1) manual (2) mecéanica.

23. Local da ordenha: (1) sala de ordenha (2) curral

24. Lavagem das tetas: (1) sim (2) ndo

25. Uso de caneca telada: (1) sim(2) ndo

26. Uso de pré-dipping: (1) sim (2) ndo. Qual?

27. Uso de pos-dipping: (1) sim (2)ndo. Qual?

28. Utiliza toalhas: (1) de pano  (2) de papel (3) néo utiliza nada

29. Numero de ordenhas/dia: ( )uma ( )duas ( )trés

Horéario das ordenhas:

MANEJO SANITARIO

Mortalidade
(0) Nao sabe (1) Abaixo de 10% (2) Entre 10 e 20% (3) Entre 20 e 50%

(4) Acima de 50%

[Il - PROBLEMAS SANITARIOS (DOENGCAS)

30. Observou alguma fémea que ndao emprenhou no ultimo ano?

(0) Nao (1) Sim
31. Numero de fémeas que abortaram (entre) no ultimo ano:

32. Numero de borregos/ cabritos que morreram durante o parto:
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33. N° de cabritos/ borregos que morreram antes de 1 més de vida:

34. Entre as doencas abaixo, assinale aquelas que ocorrem no rebanho:

Conjuntivite: (0) nédo (1) pouco  (2) as vezes (3) muito
Pneumonia: (0) ndo (1) pouco  (2) as vezes (3) muito
Diarréia: (0) ndo (1) pouco (2) &s vezes (3) muito
Helmintoses: (0) ndo (1) pouco  (2) as vezes (3) muito
Mal do Caroco:  (0) ndo (1) pouco  (2) as vezes (3) muito
Mastite: (0) ndo (1) pouco (2) &s vezes (3) muito
Pododermatite:  (0) ndo (1) pouco (2) &s vezes (3) muito
Boqueira: (0) ndo (1) pouco  (2) as vezes (3) muito
Aborto: (0) ndo (1) pouco  (2) as vezes (3) muito

Vermifugacao:
(0) Nao faz (1) Estratégica (2) Tatica (3) Supressiva (4) Curativa
[Il - MANEJO DO REBANHO

35. Adquiriu fémea reprodutora de reposicdo nos ultimos 5 anos?

(0) N&o (1) Sim

36. Adquiriu machos reprodutores de reposicdo nos ultimos 5 anos?

(0) N&o (1) Sim

37. Qual a origem dos animais adquiridos?

(1) Propriedades vizinhas (mesmo municipio)
(2) Outras propriedades (fora do municipio)
(3) Feiras ou exposi¢cdes de animais

(4) Outros Estados

38. Realizou quarentena ou exames nos animais antes de introduzir no rebanho?
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(0) Ndo (1) Sim, ambos. (2) Somente quarentena

(3) Somente exame.

38. Ja vacinou os animais contra brucelose?
(0) Ndo (1) Somente os jovens. (2) Somente os adultos

(3) Todo o rebanho

39. Com que frequiéncia vacina?
(0) Nunca
(1) Raramente (menos de trés vezes nos ultimos cinco anos)
(2) Vacinou uma vez nos ultimos cinco anos

(3) Todos os anos

IV - MANEJO REPRODUTIVO DO REBANHO
40. Qual o tipo de manejo reprodutivo do rebanho?

(1) Monta natural ~ (2) Monta controlada (3) Inseminacao artificial

41. Evita contato consanguineo? ( )Sim ( ) Nao
42. Qual a época (meses) de reproducgéo/ paricao?

(0) o0 ano todo (n&o controla) (1) controla

43. Quantos borregos/ cabritos cada fémea produziu no ultimo ano?
(0) Nao sabe dizer (1)1 (2)2 (3)3

44. Descarte de matrizes:

( ) Poridade ( ) Baixa fertilidade ( ) Doencas

45. Separa as fémeas novas para serem cobertas apenas quando atingirem um

determinado peso ou tamanho? ( )Sim ( ) Néo
46. Tem piquete maternidade onde coloca as cabras prestes a parir?

( )Sim () N&o



