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RESUMO

LEAL, Débora Dutra Menezes. Caracterizagiio e identificacio de Listeria
monocytogenes e bactérias Gram negativas em mastite clinica e
subclinica bovina. Lavras: UFLA, 1999, 47p. (Dissertagio — Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos)*

A mastite bovina ¢ uma doenga da glindula mamiria de dificil
erradicacio devido aos vérios microrganismos responsiveis por sua
manifestagiio. As bactérias sdo encontradas em 90-95% dos casos, dentre elas as
patogénicas ao homem, como Listeria monocytogenes e Escherichia coli. Estas
poderdo causar varias doencas, além de comprometer a qualidade do leite e
alterar suas caracteristicas. O objetivo deste trabalho foi estudar a freqiiéncia de
mastite clinica e subclinica nos quartos mamérios e identificar os microrganismos
responsaveis pela doenga. Foi pesquisado grupo coliforme, com especial
referéncia A Escherichia coli ¢ também foi feito o isolamento de L.
monocytogenes em meios especificos. Os microrganismos totais identificados
foram: Escherichia coli (58,3%), Cedecea lapagei (12,5%), Klebsiella
pneumoniae (8,3%), Pasteurella haemolyticus (8,3%), Aeromonas hydrofila
(4,2%), Acinetobacter spp. (4,2%) e Plesiomonas shigelloides (4,2%) através de
kits API 20E, API 20NE e Bac Tray. Nio foi detectado E. coli enterotoxigénicas.

L. monocytogenes ocorreu em apenas uma das amostras (0,98%), a qual foi
identificado através do kit API Listeria.

Comité Orientador: Dra. Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Orientadora) e
Dra. Elizabeth Oliveira da Costa — USP (Coorientadora)



ABSTRACT

LEAL, Débora Dutra Menezes. Characterization and identification of Listeria
monocytogenes and Gram negative bacteria in clinic and subclinic bovine
mastitis. Lavras: UFLA, 1999, 47p. (Dissertation — Master in Food
Science)* :

Bovine mastitis is a mamary gland disease of difficult eradication due to
the several microrganisms responsible for its manifestation. The bacteria are
found in 90-95% of the cases, among them the pathogenic ones to man such as
Listeria monocytogenes and Escherichia coli. These will be able to cause
several diseases besides decreasing milk quality and alterating its characteristics.
The objective of this work was to study the frequency of clinic and subclinic
mastitis in the mamary quarters and identify the microrganisms responsible for
the disease, the coliforme group with special reference to Escherichia coli was
researched and also the isolation of L. monocytogenes in specific media was
done. The total microrganisms identified were: Escherichia coli(58.3%),
Cedecea lapagei (12.5%), Klebsiella pneumoniae (8.3%), Pasteurella
haemolyticus (8.3%), Aeromonas hydrofila (4.2%), Acinetobacter spp. (4.2%)
and Plesiomonas shigelloides (4.2%) through API 20E, API 20NE and Bac tray
kits. Enterotoxigenic E. coli was not detected. L. monocytogenes occurred in
only one of the samples (0.98%), which was identified through the API Listeria
kit.

GuidanoeCommiﬁee:Dr&EﬁamPinheirodeCarvalho—UFLA(MajorProfesor)
Dra. Elizabeth Oliveira da Costa — USP (Co-adviser)
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é responsével por grande perda na produgio de leite,
acarretando prejuizos sécio-econdmicos que afetam diretamente a atividade
leiteira. E encontrada em todos os continentes, atingindo, inclusive, os paises
desenvolvidos. O prejuizo econémico nos EUA, devido a sua ocorréncia, ¢ de
cerca de 2 bilhdes de déblares ao ano.

A erradicagdo da mastite é dificultada devido 3 presenca de grande
nimero de microrganismos, tais como, bactérias, fungos, virus, algas e
protozodrios. Em geral, as bactérias ocorrem com maior freqiéncia,
apresentando mais de uma espécie envolvida na manifestagio da doenga.
Algumas bactérias e/ou toxinas por elas produzidas quando ingeridas podem
causar toxinfeccdo alimentar com desenvolvimento de quadros graves, levando
alguns pacientes 4 morte. Dentre os agentes etiolégicos, a Listeria
monocytogenes e a Escherichia coli ocorrem em menor porcentagem, porém, siio
organismos patogénicos que podem causar sérios problemas i satde do
consumidor, sendo, por este motivo, alvo de interesse principalmente da indiistria
de alimentos.

Os programas de conmtrole desta enfermidade estdo voltados
principalmente & adog#o de préticas de higiene no momento da ordenha, tanto dos
animais como também dos ordenhadores, e equipamentos utilizados para
obtencdo do leite, além da superviséo de profissional capacitado para detecgiio
dos animais doentes e administragiio correta de préticas terapéuticas, quando
necessdrio.



A L. monocytogenes € responsével por sérias doengas em idosos, recém-
nascidos, gestantes e pacientes imunocomprometidos, com mortalidade de 30%
aproximadamente em surtos de toxinfecgdo. Meningite, meningoencefalite,
“doenca giratbria” em carneiro, mastite, septicemia sdio algumas das
conseqiiéncias de sua atuag#io. Geralmente os casos de listeriose nio sdo
relatados devido & ndo investigaclio da causa da doenga, e conseqiiente erro de
diagnéstico.

A mastite decorrente da agiio de cepas de E. coli ¢ de dificil tratamento,
pois apresentam resisténcia aos antibiéticos mais comuns, além de estar associada
a mortalidade em animais acometidos.

Como citado anteriormente, inimeros microrganismos estio associados &
ocorréncia de mastite, sendo dada uma especial atengdio aqueles patégenos,
principalmente pelo grande interesse da indistria de alimentos.

Face a isto, esta pesquisa tem como objetivos:

o Verificagdo da frequéncia de mastite subclinica nos quartos

mamérios, detectados pelo teste CMT;

e contagem e caracterizacdo de coliformes totais e fecais presentes;

e identificagdio da patogenicidade de cepas de E. coli presentes;

o identificagdio de Listeria monocytogenes.



2 REFERENCIAL TEGRICO

2.1 A mastite

A mastite ¢ uma enfermidade que vem sendo discutida desde o século
passado e ainda hoje continua sendo motivo de preocupagdo pelos prejuizos que
acarreta (Jorddo, 1967). Segundo a International Dairy Federation (1987), a
mastite ¢ definida como “uma rea¢do inflamatéria da glindula mamaria” que,
junto com mudangas fisico-quimicas e microbiolégicas, é caracterizada por um
aumento do nimero de células sométicas no leite ¢ por mudangas no tecido
mamdrio. Esta inflamacio da glindula maméria, decorrente da agdo de
microrganismos, pode ser causada por um conjunto de fatores, tais como
anatdmicos, fisioldgicos, ambientais ¢ de manejo, promovendo grandes perdas
econdmicas por ocasido da redugo na producio de leite, gastos com tratamento,
substituic@o e/ou descarte de animais, entre outros.

Embora o International Dairy Federation (IDF) tenha reconhecido a
existéncia de mastite asséptica ou niio especifica (mudancas inflamatérias da
glindula mamdria nfio causada por microrganismos), a mastite usualmente é
causada por bactérias patogénicas colonizadoras da glindula maméria. FEstas
bactéﬁasenu'ammglindulamaméﬁaviacanalesemulﬁplicamdentrodoﬁbere
ou no inicio do ducto.

Auldist ¢ Hubble (1998) afirmam que tanto a mastite clinica como a
subclinica podem afetar as propriedades de produgdo e composi¢do do leite e
produtos licteos, além dos problemas concernentes a satide publica causados pela
ingestdo do leite contaminado. Os mesmos autores revisaram trabalhos



cientificos e verificaram modificacdio em vérios constituintes do leite, tais como
diminuicdo de lactose, caseina total, B-caseina, o-casefna, o-lactoalbumina, -
lactoglobulina e potéssio, e aumento de dcidos graxos livres, y-caseina, proteinas
do soro, soroalbumina, IgG, lactoferrina, transferrina, plasmina, Na e Cl,
dificultando, com isso, a fabricagéio de seus derivados (Auldist ¢ Hubble, 1998;
Machado et al., 1998).

A relagdo entre a contagem de células sométicas (CCS) no leite e a
prevaléncia de infecgdes intramamérias em um rebanho tem sido estudada em
vérios trabalhos. Embora algumas pesquisas anteriores tenham demonstrado
relagBes modestas entre esta contagem e infecgBes, nos tltimos 15-20 anos os
pesquisadores j4 demonstram uma perfeita correlagdo entre a infecg@io do rebanho
¢ esta contagem de células somsticas no leite. Por exemplo, Holdaway et al.
(1996) mostraram uma correlagio de 0,84 (p<0,001) entre log, de contagem de
células somiticas do leite e a porcentagem de quartos infectados.

A maioria das inddstrias ldcteas do mundo incluem rotineiramente a CCS
como medida da qualidade do leite (Hubble, 1997).

Dentre os exames utilizados, destaca-se o California Mastitis Test
(CMT), que € capaz de detectar o processo inflamatério evidenciando o aumento
de células sométicas, principalmente os neutréfilos polimorfonucleares. Além dos
neutréfilos polimorfonucleares, também podem estar presentes linfécitos,
plasmdcitos e macréfagos.

A mastite clinica € geralmente diagnosticada e tratada pelos proprietérios
dos rebanhos leiteiros sem o conhecimento da bactéria causadora da doenga,
principalmente pelo alto custo da cultura e o tempo necessério (24-48h) para o
resultado.



A higiene no momento da ordenha é um ponto importante para o seu
controle, devendo-se também considerar a administrago apropriada de
antibiéticos nos casos de constatagdo da mastite, pois dependendo do agente, a
droga serd ineficaz, além de um mau uso promover resisténcia ao microrganismo
(Ruiz, 1983; Rebhun et al, 1995). A cura da mastite é influenciada pelas
espécies de bactéria envolvidas, a duragio da infecgdio, o tipo e duragdo do
tratamento com antibi6tico e a eficicia das estratégias de outros tratamentos
usados (Sandholm et al., 1990). McDougall (1998) testou a resisténcia a
penicilina de bactérias isoladas de gado mamitico e encontrou resisténcia de 20%
de 44 S. aureus isolados, 0% de 10 Streptococcus uberis e 100% de 12 E. coli
isoladas.

Estudos realizados em Nova York ¢ Pensilvinia, em rebanhos
acompanhados por um programa de monitoramento, registraram menor incidéncia
de mastite em relagiio dqueles sem controle adequado (Wilson et al, 1997).

Nos casos de mastite clinica é possivel a observagio macroscopica do
tibere e do leite no momento da ordenha, os tetos acometidos tornam-se inchados,
entumecidos, quentes e duros & palpagio, enquanto no leite pode-se observar a
presenga de grumos, codgulos e sangue, com a utilizagio da caneca de fundo
preto ou telado, a partir dos primeiros jatos de leite. J4 a mastite subclinica s6
podera ser detectada por testes indiretos, como por exemplo o CMT, ou exames
laboratorias do tipo CCS e exame bacteriolégico. O teste CMT & simples e eficaz
para a detecgdio de mastite subclinica a2 campo (a0 pé da vaca). Costa et al.
(1993) verificaram a eficdcia do teste CMT quando comparado ao exame
microbiolégico, com 70,97% de concordincia entre os exames. Outros
pesquisadores também comprovaram a sensibilidade e especificidade do teste em
relagio & CCS em casos de mastite subclinica. Uma alta CCS normalmente



indica a ocorréncia de mastite subclinica, pois os leucécitos tém seu miimero
aumentado em virtude do mecanismo de defesa do organismo animal em resposta
a uma inflamagdo ou irritag#io da glindula maméria. A CCS pode ser feita em
limina com observagio ao microscipio ou com o emprego de aparelhos
eletronicos especificos. Por ser um método laboratorial, exige pessoal capacitado
para sua determinacdo, tornando-se invidvel sua utilizagio a campo, como € o
caso do CMT (Veiga et al., 1994; Brito et al., 1995; Brito et al., 1997).

2.2 Microrganismos envolvidos

Nocard e Mollereau, em 1884, citam que isolaram o primeiro agente
etiolégico da mastite bovina, identificada mais tarde como pertencente ao género
Streptococcus. No Brasil este foi também o primeiro género isolado de amostras
de leite mamitico, em 1931, por Reis e Swenson (Costa et al., 1994a).

No passado, os agentes da mastite de maior preocupagdio eram
Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus (Ferguson, 1938; Plastridge,
1958; Tolle, 1975). Num trabaltho de 1938, Peterson et al. sugerem a existéncia
de outros microrganismos responsiveis pela mastite bovina, a qual chamavam de
“mastite inespecifica™, pois apesar de alguns animais apresentarem os sintomas
clinicos, nfio era possivel o isolamento de St. agalactiae e S. aureus a partir do
leite do animal acometido, levando-os a acreditar na existéncia de outros
patbgenos. Com o advento de meios de cultura mais seletivos, tornou-se possivel
a detecgéio dos outros varios agentes.

Os rebanhos leiteiros sdio freqientemente acometidos pela mastite
infecciosa, sendo por esta razéio objeto de grande interesse dos pesquisadores. As
dificuldades encontradas para seu controle estdo relacionadas ao envolvimento de



vérios microrganismos, como bactérias, algas, fungos filamentosos e leveduras,
virus e protozodrios. Watts (1988), pesquisando os agentes da mastite bovina,
apontou o envolvimento de 137 microrganismos.

Estudos epidemiol6gicos classificam a mastite infecciosa em dois grupos:
contagiosa, que coloniza a glindula mamiria contaminando os ocutros animais,
principalmente por meio dos equipamentos de ordenha e mios de ordenhadores,
sendo  Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae e Mycoplasma sp. seus principais agentes, ¢ ambiental
normalmente associada & ocorréncia de microrganismos que coexistem no habitat
do animal, representada por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Serratia sp., Proteus sp., Pseudomonas sp., € outras
bactérias Gram negativas, Staphylococcis coagulase negativo, Streptococci
ambiental, leveduras ou fungos filamentosos, Prototheca, Actinomyces pyogenes
e Corynebacterium bovis (Elvinger et al., 1992; Rebhun et al., 1995).

A primeira é a mais comum e ¢ transmitida durante o processo de
ordenha com o tibere sendo a fonte priméria de infecgdio. As duas promovem a
infec¢dio da glindula maméria, que ocorre principalmente através do canal do teto
(Bramley e Dodd, 1984).

Apesar de ser menos comum, a mastite causada por pat6genos ambientais
¢ muito importante porque o tratamento é dificil e a morte do animal pode resultar
por septicemia e/ou toxemia (Bartlett et al., 1992).

Costa et al. (1986), estudando a etiologia bacteriana da mastite bovina,
encontraram microrganismos ainda nfo relacionados com mastite no Brasil, como
Aeromonas sp., Kurthia sp., Neisseria sp., Alcaligenes sp., Listeria sp.,
Moraxella sp., Actinobacillus sp. e Chromobacterium sp.



Langoni e Fonseca (1997) isolaram Campylobacter sp. de 1,64% das
305 amostras de leite de vacas com mastite clinica. A incidéncia de mastite
clinica pode variar entre 5 2 110 casos/100vacas/ano (Erskine et al., 1991).

Costa et al. (1997), analisando 256 amostras de leite bovino procedentes
de animais com mastite clinica, verificaram a ocorréncia de Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Corynebacterium sp., Klebsiella sp., Nocardia sp.,
Prototheca sp., leveduras, fungo miceliano, Chromobacterium sp., Bacillus sp. e
Pseudomonas sp. Num estudo posterior, Costa et al. (1998) constataram maior
incidéncia de Prototheca zopfii (41,2%) dentre os microrganimos que
desencadeiam a mastite ambiental isolados das amostras de leite de animais com
mastite de diferentes propriedades dos estados de S#o Paulo e Minas Gerais.

A Serratia spp. também poderé apresentar-se como agente da mastite por
ocasido do uso de solugdes pré ou pos “dipping” contaminadas (Rebhun et al.,
1995).

A mastite por Pseudomonas spp. em geral estd associada a utilizag3o de
dgua contaminada no processo de ordenha. Costa et al. (1994b), analisando 135
amostras de leite ¢ 84 amostras de secregiio de vacas com mastite clinica e/ou
subclinica, isolaram 45,19% de Staphylococcus sp., 8,89% de Streptococcus sp.,
37,78% de Corynebacterium sp., 0,74% de Pseudomonas sp, e 34,52% de
Staphylococcus sp., 23,80% de Streptococcus sp., 22,62% de Corynebacterium
sp., 5,95% de Prototheca sp., 1,19% de Pseudomonas sp. e 1,19% de
Plesiomonas sp., respectivamente. A propriedade onde foi desenvolvido o estudo
apresentava problemas com a qualidade da agua, justificando a presenga de

Prototheca, Pseudomonas e Plesiomonas.

Sob o ponto de vista de saiide piiblica, existe um alto risco de transmisséo
de agentes infecciosos a0 homem através do leite contaminado. Existem mastites



de grande importincia, como as causadas por estafilocécos, Brucella Sp.,
Mycobacterium sp. ¢ Listeria sp. (Langoni e Fonseca, 1997).

O primeiro caso de mastite bovina causado por L. monocytogenes,
ocorrido na Dinamarca, foi reportado em 1973 por Jensen e Larsen.

Prasad et al., citado por Bougle e Stahl (1994), afirmam que a L.
monocytogenes é encontrada no leite de vacas devido tanto a contaminacéo
ambiental como proveniente de mastite bovina. Os mesmos autores afirmam
ainda que a pasteurizagio poderd ser eficiente para eliminar o aferido
microrganismo se for bem conduzida, no entanto, estes poderdo sobreviver ao
tratamento se estiverem no interior dos leucdcitos.

Gitter et al. (1980) isolaram Listeria monocytogenes de amostras de leite
provenientes de uma vaca com mastite supurativa. Num estudo que abrangeu o
periodo de 23 anos, foram isolados 448 cepas de L. monocytogenes procedentes
de 1.132.958 vacas de virios rebanhos na Dinamarca (Jensen et al, 1996).
Langoni e Fonseca (1997) isolaram L. monocytogenes de 16 amostras de leite
(7,01%) de vacas com mastite clinica (4,38%) e subclinica (2,63%) de um total
de 228 amostras.

Sharp (1989) descreveu o isolamento de L. monocyltogenes em apenas um
quarto de uma vaca de um determinado rebanho. Apoés vérios tratamentos com
antibiético, administrado pelo proprietario, o microrganismo permaneceu vidvel.

Vishinsky et al.(1997) diagnosticaram sete casos de mastite bovina por L.
monocytogenes no norte de Israel. Das cepas isoladas dos érgéos dos animais,
foi constatada a presenga de grupos ET 1 ¢ ET 17, envolvidos em surtos de
toxinfecgdio alimentar no passado, levando-os a concluir que o animal podera ser
o foco deste organismo para o homem, veiculando-o através do leite e carne.



Num estudo na india visando verificar a incidéncia de Listeria sp. em leite e seus
derivados, constatou-se a presen¢a de L. monocytogenes em 3 amostras de leite
cru ¢ em 48 amostras de sorvete (Pednekar et al., 1997).

A mastite aguda severa ¢ a menos severa sio combinagdes de doengas
inflamatérias sistémicas e locais que resultam na invaséo das glindulas mamérias
por E. coli ou um organismo coliforme similar. O gado no inicio da lactagio é
mais susceptivel 3 doenga (Abdul-Raouf et al., 1996). Os mesmos autores,
analisando leite no pasteurizado, detectaram E. coli O157:H7 em 3 de 50 (6%)
amostras analisadas.

A mastite por coliforme representa motivo de preocupagdio para a
pecudria leiteira devido a dificuldade no tratamento (resisténcia aos antibiGticos
mais usados) e mortalidade associada a sua ocorréncia. Em geral, este tipo de
mastite acomete o gado confinado em regime “free-stall”, onde o ambiente pode
apresentar umidade excessiva, lama e pouca ventilagdo. Também nas vacas de
rebanhos com baixa conmtagem de células sométicas hd grande incidéncia de
mastite clinica por coliformes nos primeiros 30 dias de lactagdo (Rebbun et al.,
1995). Normalmente as novilhas primiparas sio mais suceptiveis a sua agdo,
podendo este fato ser atribuido a uma diminuigio na funcdo de neutréfilos,
demora na migracio de neutréfilos dentro da glindula e rdpida multiplicagdo
bacteriana durante a primeira lactagio (Hill et al, 1979; Frost e Brooker, 1986;
Kehrli et al., 1989; Shuster e Kehrli, 1992; Cai et al., 1994; Costa et al., 1996;
Barker et al, 1998). Muitas das infecg3es intramamérias causadas por patogenos
ambientais como Escherichia coli e Streptococcus uberis tém inicio antes da
primeira lactagdo, resultando em mastite clinica nos 30-60 dias apés o parto
(Rebhun et al., 1995). Shpigel et al. (1998a), analisando quartos de vacas com
mastite clinica, verificaram maior ocorréncia de coliformes (60,2%). Lam et al.
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(1997) verificaram maior ocorréncia de E. coli em animais que eram submetidos
a uma desinfeccdio p6s ordenha em comparag#o aos que tiveram esta desinfecgio
interrompida.

Em um estudo visando verificar a composigao microbiol6gica de leite cru,
Desmasures et al. (1997) constataram 8,1 x 10 de Lactococci/ml, 1,8 x 10? de
Lactobacilli/ml, 7,2 x 10' de leveduras/ml, 7,4 x 10 Enterococci /ml, 5,7 x 10 de
coliformes/ml, 4,5 x 10” Staphylococcus aureus/ml, 8,5 x 10? Microcaceae/ml,

2,0 x10* Pseudomononas spp./ml e 1,2 x 10° esporos de bactérias fermentadoras
de lactose.

Barkema et al.(1998), pesquisando animais com mastite clinica,
observaram baixa contagem de células sométicas em tanques de leite (CCSTL)
quando os agentes envolvidos eram E. coli, Klebsiella spp. ou Pseudomonas,
enquanto a CCSTL era alta para S. aureus, Streptococcus dysgalactiae e
Streptococcus agalactiae. Observagdes semelhantes foram feitas por Smith et
al.,1985 e Hillerton et al., 1995.

2.3 Surtos de toxinfecgfio alimentar mediados por leite

Viérios casos de toxinfecglio alimentar veiculados por leite t2m sido
relatados em diferentes paises. Os quadros de pessoas acometidas por vomito,
ndusea e diarréia sdo freqlientes e caracterizam geralmente os sintomas de
contaminagdo por algumas bactérias como Staphylococcus sp., Streptotococcus
sp., Corynebacterium sp., entre outras, as quais também ocorrem em animais que
apresentam quadros de mastite clinica e/ou subclinica, transmitindo-as,
consequentemente, para o leite, quando nio tratados adequadamente. Além
desses sintomas, algumas bactérias ou suas toxinas podem atingir virios érgdos
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do homem ou animal, causando problemas mais graves, podendo ser fatal em
alguns casos, principalmente para os individuos com sistema imune enfraquecido.

Muitos protocolos microbiolégicos que sdio rotineiramente usados para
medir qualidade do leite cru nfio sédo préprios para detectar patégenos especificos.
Segundo Steele et al. (1997), leite cru com baixa contagem de células sométicas
pode ou niio conter bactérias patogénicas capazes de causar doengas. Do mesmo
modo, uma elevada contagem total poderd ou nfio estar relacionada com a
presenca de patégenos humanos. L. monocytogenes, Salmonella sp., Escherichia
coli verotoxigénica (VTEC) e Campylobacter sp. sio constantemente citadas
como agentes de doencas originadas por alimentos contaminados (Zottola ¢ Smith
1991; Steele et al. 1997; Luisjuan-Morales et al. 1995).

Jones (1990) informa que hd mais de 60 anos a Listeria monocytogenes
tem sido associada a patdgeno de humanos e animais; e foi sugerido mecanismo
de transmiss@o deste patogeno através de alimentos hi mais de 50 anos, como
citado em um artigo de Ho et al. (1986).

Segundo Donini (1997), muitos casos de listeriose que levaram os
pacientes 4 obito foram registrados como septicemia, doengas infecciosas
intestinais, afecgdes orginicas no periodo perinatal, anomalias congénitas do
sistema nervoso central, doengas do sisterna nervoso, meningites e sinfomas mal
definidos, causas estas responsdveis por 86% de todos os Gbitos, em todas as
idades. Isto ocorre porque o sistema de registro de morbidade e de mortalidade
utiliza o0 Cddigo Internacional de Doengas (CID), com o diagnéstico padronizado
e agrupado por causas, levando a erros devido & patogenia diversificada da
listeriose. Grande parte dos ébitos poderiam ser evitados se houvesse um
diagnéstico laboratorial e epidemiolégico dos casos por parte dos profissionais da
drea. Segundo Pednekar et al. (1997), a taxa de mortalidade em listerioses
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humanas ¢ alta (8-33%) em criangas, pessoas imunodeprimidas e gestantes (pode
levar ao aborto). Como resultado disto, inGmeras pesquisas tém sido
desenvolvidas em vérios paises para estudar a Listeria spp. e em particular a L.
monocytogenes, em diferentes tipos de alimentos.

Em um surto de listeriose em Massachusetts, 1983, quarenta e nove casos
(sete recém-nascidos e quarenta ¢ dois adultos), envolvendo quatorze mortes
foram registrados. A L. monocytogenes sorotipo 4b foi isolada acreditando-se
que o leite pasteurizado tenha sido o veiculo da enfermidade (Cliver, 1990). No
ano de 1985, em Los Angeles, foram confirmados cento € quarenta e dois casos
com quarenta ¢ seis mortes, 85% dos casos foram perinatal, novamente isolou-se
L. monocytogenes sorotipo 4b veiculada por queijo tipo Mexicano (James et al.,
1985). Entre 1983 e 1987, em Vaud, na Suiga, o consumo de queijo Vacherin
Mont d’Or promoveu 122 casos de toxinfecgfio e 33 mortes por listeriose. A cepa
de L. monocytogenes foi responsavel pelo surto e foi isolada da superficie do
queijo, de um pedago de queijo obtido de um paciente com listeriose e de dreas do
local de produgéo do queijo, como prateleiras de madeira e escovas de salmoura
usados nos ambientes de maturagdio, os quais estavam muito contaminados
(Zottola e Smith, 1991; Bell e Kyriakides, 1998). No ano de 1995, quarenta e
cinco pessoas foram acometidas com sintomas de diarréia e algumas também com
febre, ndio houve mortes e quatro pessoas foram hospitalizadas. O alimento
envolvido foi leite aromatizado pasteurizado (Bell ¢ Kyriakides, 1998).

A ocorréncia de diferentes espécies de Listeria sp. no leite cru e produtos
licteos foi pesquisada na Irlanda do Norte por Harvey e Gilmor (1992), em
amostras provenientes de diferentes laticinios. Do total de 176 analises de leite
cru, 25,0% foram positivas para Listeria spp., com isolamento de L.
monocytogenes, L. innocua e L. seeligeri em 15,3%, 102% e 2,8%
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respectivamente. Nas 95 amostras de leite pasteurizado e 33 de queijos frescos
examinados, foram isolados L. monocytogenes em 1,05% e de L. seeligeri em
3,0% das amostras, respectivamente.

Steele et al. (1997), analisando amostras de leite cru em tanques de
fazendas observaram a presenca de L. monocytogenes em 2,73% das 1720
amostras estudadas. Os autores comentam, em seu artigo, sobre a importéncia
destes pat6genos para a familia dos proprietirios destas fazendas que sempre
consomem este leite cru. Listeria innocua e L. welshimeri foram isoladas por
Luisjuan-Morales et al. (1995) em 7 e 2 amostras, respectivamente, de 100
amostras de leite cru analisadas na cidade de Guadalajara no México. Estas
amostras foram coletadas de lojas ¢ de vendedores ambulantes. Nenhuma L.
monocytogenes foi identificada nesta pesquisa.

O’Donnell (1995) analisou, na Inglaterra, 2009 amostras de leite cru e
encontrou 310 (15,43%) contaminadas por Listeria spp., sendo que, destas 102,
33% foram identificadas como L. monocytogenes.

Jensen et al. (1996) fizeram uma comparacdio de 33 isolados de mastite
bovina e 27 isolados clinicos humanos através de anilise de sorotipagem e
ribotipagem. A sorotipagem mostrou que todos os sorotipos bovinos e os 17
(63%) dos isolados humanos pertenciam ao sorogrupo 1, considerando que 10
(37%) dos isolados humanos pertenciam ao sorogrupo 4. A combinagio dos
métodos de tipagens mostrou que 26 (79%) dos isolados bovinos e 13 (48%) dos
isolados humanos compartilharam tipos comuns.

Dentre os bacilos Gram negativos, anaerébios facultativos
(Enterobacteriacea, Vibrionacea e Pasteurellacea), a familia Enterobacteriacea é
isolada com maior freqiiéncia da mastite bovina, sendo a Escherichia coli a
espécie caracteristica da familia (Watts, 1988). Doengas entéricas causadas por
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espécies de E. coli enterotoxigénicas sdo de grande importancia e frequentemente
os alimentos sfio implicados como vetores.

As cepas patogénicas de E. coli quando ingeridas com o alimento poderdo
produzir cinco tipos de diarréias em humanos: Enteropatogénica (EPEC),
Enterotoxigénica (ETEC), Enteroinvasiva (EIEC), Enterohemorrigica (EHEC,
VTEC) e Enteroaderente agregativa (EA-AggEC) (Varnam e Evans, 1991).

O sorotipo O157:H7 (EHEC) tem sido assunto de muitas pesquisas por
estar associado & ocorréncia de surtos de toxinfecgio alimentar, os quais, muitas
vezes, apresentam o leite como veiculo, apesar de Duncan e Hackney (1994)
afirmarem nZo estar relacionada com a mastite. No principio de 1994, trés
criancas e seis outras sofreram diarréias severas um surto de colite
hemorragica. A infecgiio foi associada a ingestio de hamburgues e produtos
lacteos contaminados com E. coli 0157:H7 (Abdul-Raouf et al., 1996)

O leite cru pode ser uma fonte de alimento contaminado com patégenos.
Este tipo de leite é ainda muito consumido em todo o mundo, apesar de ser
proibida pelas legislages de varios paises a sua distribuigdo. O consumo de leite
cru provoca sempre surtos esporddicos de doengas como doengas entéricas,
listerioses, etc. O leite cru também tem sido citado como fonte de VTEC em
surtos de toxinfecgdes alimentares. Segundo Quinto e Cepeda (1997), criangas de
uma&scolaemOntario,noCanadﬁ,fommcontaminadasporleitecrueVTEC
O157:H7 foi detectada e em 3 (7%) dos casos foi desenvolvida sindrome urémica
hemolitica (HUS). Também Steele et al. (1997) isolaram 15 VTEC em 0,87% de
amostras de leite cru distribuidas em Ontario. A Escherichia coli O157:H7 tem
sido o sorotipo VTEC mais comumente associado com doenga, porém, outros
sorotipos como O26:H11, O113:H21 ¢ o O163:H19 j& foram citados como
causadores de doengas em humanos (Karmali et al. 1985, Scotland et al. 1988).
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Em 1965, na Argentina, 15 criangas foram acometidas por sintomas de
gastroenterite provocados pelo sorotipo O111:B4, que foi encontrado em 70% das
amostras de leite cru fornecidos por uma pessoa, que posteriormente foi apontada
como portadora (Manzullo et al., 1965). Nos EUA, no ano de 1971, um surto de
toxinfeccdo alimentar envolvendo um lote de queijo Camembert acometeu 387
pessoas, a E. coli 0124:B17 foi isolada do queijo e das fezes das pessoas (Marier
etal, 1973). No estado de Oregon, 1993, foi registrado um surto de toxinfecgéio
alimentar mediado por E. coli O157:H7. Seis pessoas estiveram envolvidas, das
quais duas foram hospitalizadas, constatou-se que todas haviam bebido leite cru
de uma lanchonete num supermercado (Helberg e Pokarney, 1993). Em 1994, pa
regido de Montana, um surto de gastroenterite foi atribuido & E coli 0:104:H21,
o provével mediador foi uma determinada marca de leite (Moore e Clark, 1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta da amostra

As amostras foram coletadas no Campus Universitirio da Faculdade de
Medicina Veteriniria e Zootecnia da USP — Pirassununga — Sdo Paulo. O
rebanho leiteiro no qual foram feitas as coletas de leite pertencia ao Niicleo de
Apoio & Pesquisa em Glindula Maméria e Produgdo Leiteira (NAP GAMA).
Esses animais sdo doagdes dos produtores assistidos pelo NAP GAMA e que
sempre apresentavam mastite, mesmo ap6s tratamentos.

Foram utilizados 45 animais em estagio de lactagfio e destes, coletadas
102 amostras de leite provenientes de quartos anterior direito (AD); anterior
esquerdo (AE); posterior direito (PD) e posterior esquerdo (PE), levando-se
consideracdo testes da caneca telada (ou de fundo escuro) e CMT efetuados no
momento da coleta das amostras para cada teto do animal.

Os tetos foram lavados com jatos d’agua e feita posterior assepsia com
dlcool jodado antes da retirada da amostra, com o objetivo de evitar a
contamina¢fio ambiental e/ou de ordenhadores e utensilio. Somente amostras que
apresentavam mastite aparente e subclinica com escore 1+, 2+ € 3+ em CMT
foram coletadas em recipientes estéreis e mantidos sob refrigeragio para exames
microbiolégicos.

As andlises microbiolégicas de isolamento e identificagdo de patogenos
foram efetuadas no Iaboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade
Federal de Lavras - M.G.
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3.2 Aniilises Realizadas

3.2.1 Testes para detecgfio de Mastite Subclinica

e Caneca Telada ou de Fundo Escuro — no momento da coleta das amostras, os
primeiros jatos de leite foram observados na caneca telada para viznalizagio
de grumos ou qualquer anormalidade no leite.

e CMT (California Mastitis Test) — as amostras de cada teto foram testados
quanto a presenga de mastite subclinica através de teste CMT. O principio
da prova baseia-se na reagdo de um detergente aninico (alquil-aril-sulfonato
de s6dio) que atua liberando o material celular; a liberagio deste material
produz uma viscosidade que caracteriza a reagdo cuja intensidade pode ser
medida por 5 escores: negativo; trago (suspeito); 1+ (positivo fraco); 2+
(positivo) e 3+ (positivo forte).

3.2.2 Anilises microbiclégicas

As anélises para coliformes totais e fecais foram realizadas seguindo a
metodologia de Speck (1984). Para o isolamento de Listeria monocytogenes,
foram utilizados meios que apresentaram boa eficiéncia para produtos licteos
testados por vérios pesquisadores (Lund et al., 1991; Curtis e Lee, 1995; Gohil et
al,, 1995; Poda et al., 1995; Furlanetto et al., 1996; Beumer et al., 1997).

3.2.2.1 Para isolamento e identificacio de Listeria monocytogenes

O procedimento realizado para isolamento, caracterizacéio e identificagio
de Listeria monocytogenes esté esquematizado na Figura 1.

As amostras de leite foram enriquecidas em caldo LEB (Listeria
Enrichment Broth Base - Oxoid) e incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C por
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um periodo de 7 dias. A partir do quarto dia de incubagio, procedia-se a estria
em placas de Petri contendo meio PALCAM (Oxoid). Todas as colénias que
apresentaram caracteristica de L. monocytogenes foram repicadas em tubos
contendo BHI agar (Brain Heart Infusion Agar) inclinado para posterior
purificagéio e identificagdo.

As cepas que apresentaram as seguintes caracteristicas: Gram positivas,
catalase positiva, oxidase negativa, MR+/VP+, TSI A/A sem produgdo de H,S,
ndo reduziram nitrato a nitrito, B-hemoliticas em agar sangue de cavalo e com
movimentos de tomb#memo a temperatura ambiente foram submetidas a um teste
de identificagio API — Listeria (Oxoid).

LEITE CRU

ENRIQUECIMENTO EM LEB

(225ml)
Incabagiio 35°C/7 dias

CARACTERISTICAS DAS COLONIAS
PALCAM agar
Incub. 37°C/48 h

IDENTIFICACAO
Testes Bioquimicos
API - Listeria

FIGURA 1 Esquema de isolamento de Listeria spp. de leite cru provenientes de
vacas com mastite clinica e subclinica
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3.2.2.2 Para isolamento e identificacfio de coliformes totais e fecais

Contagem, isolamento e caracterizagio de coliformes totais e fecais
(Figura 2).

As amostras de leite foram diluidas para inoculagdo e célculo do niimero
mais provével de coliformes (NMP). As diluigdes previamente preparadas foram
inoculadas em Caldo Lauril Sulfato Triptose contendo tubo de Durhan, incubadas
a 35-37°C por 24-48 horas. Apés a incubagéio os tubos positivos, eram repicados
para Caldo EC e incubados a 44,5°C por 24-48 horas. Todos os tubos que
apresentavam turvagio ¢ gas no tubo de Durhan foram considerados positivos e
utilizados para o calculo de NMP de coliformes.

A partir dos tubos positivos para coliformes, foram feitas estrias em agar
Eosina Azul de metileno (EMBA), incubado a 35-37°C por 24 horas. Todas as
colonias que se desenvolveram com caracteristicas diferentes foram retiradas e
repicadas para Plate Count Agar em tubo inclinado para posterior purificagio e
identificacdio.

Apés a selegdo de todas as colnias das amostras, as mesmas foram
purificadas, inoculadas em um meio de triagem para Enterobacteriaceaes (TSI
agar) e incubadas a 37°C/24 horas. As colénias com caracteristicas no TSI agar
de coliformes e que se apresentavam como oxidase negativa foram identificadas
através do sistema API 20E da Biolab-Merieux. As outras col6nias foram
identificadas pelo sistema API 20NE (nfio enterobacteriacea), Bac Tray (DIFCO)
¢, quando necessério, feitas provas bioquimicas rotineiras complementares.
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LEITE CRU

l

DILUICOES
Agua Peptonada 0,1%

COLIFORMES TOTAIS
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST)
Incubaciio 35-37°C/24-48 h

Tubos positivos

COLIFORMES FECAIS
Cado EC
Incub. 44,5°C/2448 h

Tubos positives

CARACTERISTICAS DAS COLONIAS
EMB Agar
Incub. 37°C/24 h

l

TRIAGEM
TSI Agar
Incub. 37°C/24 h

I

IDENTIFICACAO
API 20E
API20NE
BAC TRAY

FIGURA 2 Esquema de isolamento e caracterizagdo de coliformes totais e fecais

de leite cru proveniente de vacas com mastite clinica e subclinica
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3.3 Confirmacio das Cepas de E. coli

Todas as cepas foram identificadas por meio de kits comerciais API 20E
(BioMeriuex) e enviadas ao Departamento de Bacteriologia, Instituto Oswaldo
Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, R.J, para estudo da patogenicidade (EIEC,
ETEC, EPEC e EHEC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do teste de CMT e freqiiéncia nos tetos das vacas com
mastite clinica e subclinica estiio apresentados na Tabela 1.

Os resultados do NMP de coliformes totais, fecais e teste de CMT nas
amostras relacionadas a este grupo de microrganismos sio mostrados na Tabela
2, provenientes de 45 vacas com mastite clinica e subclinica e de 102 tetos
analisados.

TABELA 1 Nimero de tetos positivos para diferentes escores de CMT e
presenca de mastite clinica e subclinica em quartos de glindulas mamarias

Tetos CMT Mastite Total
%  Animais Clinica
negativo 1+ 2+ 3+ msc mc

AD 22 6 3 14 0 23 0
AE 18 8 4 15 0 27 0
PD 19 5 7 14 0 26 0
PE 19 5 2 16 3 23 3
Total 78 24 16 59 3 9 3

AD=Amterior Direito; AE=Anterior Esquerdo; PD=Posterior Direito;
PE=Posterior Esquerdo; msc=mastite subclinica; mc=mastite clinica.
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TABELA 2 NMP de coliformes em tetos de animais com mastite clinica e

subclinica relacionados aos testes de mastite

PE=Posterior Esquerdo; CMT=California Mastitis Test.

24

Identificacfio Tetos CMT
dos Animais AD AE PD PE AD AE PD PE
2 - - 45 4 - - 3+ 3+
3 4 (Y - 4 3+ 1+ - 3+
6 15(15) 4 - - 3+ 3+ - -
9 - - - 4 - - - 3+
17 9(9) - - 9@ 3+ - - 3+
19 45(45) 25(25) - - 2+ 1+ - .
25* - - - 4@ - - - -
26 - 4 - - - 3+ - -
33 - - - 25 - - - 3+
39 - - - 4 - - - 3+
40 4 - - - 3+ - - -
41 9 - - - 1+ - - -
45 - - 4545 - - - 2+ -
*Mastite clinica
“Nl’inéeros entre paréntese representam nimero de coliformes fecais isolados a
mAnterior Direito; AE=Anterior Esquerdo; PD=Posterior Direito;



4.1 CMT

De 180 amostras de leite de tetos de vacas com mastite subclinica e
clinica, 99 (55%) foram consideradas positivas para mastite subclinica, 3
(1,67%) para mastite clinica e 78 (43,33%) negativos para CMT. Considerando
o teste CMT para a mastite subclinica, 24 (13,34%) apresentaram escore 1+; 16
(8,88%), escore 2+ e 59 (32,78%), escore 3+ (Tabela 1). Destes 45 animais
estudados, 20 (44,45%) apresentaram positividade em 1 teto, 8 (17,78%)em 2, 5
(11,11%) em 3 e 12 (26,66%) nos 4 tetos analisados (Tabela 3). O escore 3+
(32,78%), encontrado nesta pesquisa em maior porcentagem do nimero de tetos
analisados, pode ser comparado ao resultado encontrado por Devi et al. (1997)
quando trabalharam com mastite subclinica em 961 tetos de 243 vacas de
diferentes racas e encontraram 138 tetos (14,36%) com escore 3+, o que
representou, nesta pesquisa, 0 maior escore encontrado. Costa et al. (1994c)
encontraram, como resultados de 2372 amostras de leite positivas para exame
CMT, 26,52% com escore 1+, 26,31% com escore 2+ e 47,18% com escore 3+.
No entanto, Brito et al. (1997) verificaram com maior freqiiéncia o escore 1+
(10,33%), dentre os escores 1+, 2+ e 3+, das 3012 amostras dos quartos com
mastite subclinica analisados.

Os resultados encontrados mesta pesquisa também coincidem com os
encontrados por estes autores em relagio ao nimero de quartos afetados por
animal, smdoamaiorhcid’mciaanumﬁnicoquarto(MAS%)emmoremB
quartos (11,11%) por animal (Tabela 3). Shpigel et al (1998a), analisando 1089
vacas em Israel, encontraram também coliformes em 92,6% de animais com um
quarto afetado, 2 quartos 6,4%, 3 quartos (0,2%) e 4 quartos em 0,8%.
Costa et al. (1996), estudando tetos de novilhas primiparas, constataram a
presenga de infecgdo intramaméria em 28,3% das novilhas com 4 tetos positivos,
20,8% com 3 tetos, 14,2% com 2 e 16,7% com 1 teto somente.
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TABELA 3 Freqiléncia de infecgdo de quartos afetados por mastite clinica e
subclinica em vacas

Niimero de Quartos Animais
Infectados n? %
1 20 44,45
2 8 17,78
3 5 11,11
4 12 26,66
TOTAL 45 100,00

4.2 NMP de Coliformes Totais e Fecais

Conforme mostra a Tabela 2, todas as amostras com escores em CMT de
3+ apresentaram positividade para coliformes totais e, em alguns casos, para
fecais. E interessante notar que somente 13 (28,88%) dos 45 animais positivos
para mastite clinica ou subclinica mostraram presenga do grupo coliforme,
discordando de Shpigel et al. (1998a), que encontraram positividade para
coliformes em 60,2%, dos casos, ou seja, na maioria dos casos por eles
estudados. Costa et al. (1998) também encontraram o grupo das
Enterobacteriaceas em 78,3% das amostras analisadas. O mimero mais provével
de coliformes totais e fecais variou de 4,0 a 45,0 por ml de leite analisados nos
tetos onde foi detectado este grupo de microrganismos. Os quartos posterior
esquerdo, seguido pelo anterior direito, foram os mais afetados. O grupo
coliforme também foi detectado por McDougall (1998) em 4,7% de 578 quartos
de mastite clinica analisados.

26



4.3 Microrganismes Envolvidos

A Tabela 4 mostra a porcentagem do niimero de bactérias identificadas
oriundas dos tetos que apresentaram presenca do grupo coliforme. Foram
diagnosticados dezenove tetos (Tabela 2) com presenga de coliformes dos 13
animais que foram positivos para este grupo. Das dezenove amostras analisadas,
foi feita contagem do miimero total de coliformes e os microrganismos que se
desenvolveram nos meios liquidos especificos para anlise do grupo, plaqueadas
em meio de culturas. Conforme mostra a Tabela 4, foram isolados 7 espécies
bacterianas com predominéncia de Escherichia coli em 58,3% dos isolados.

TABELA 4 Porcentagem do niimero de microrganismos isolados leite de
vacas com mastite clinica e subclinica

Microrganismos Porcentagem

(%)

Escherichia coli 583

Cedecea lapagei 12,5
Klebsiella pneumoniae 83
Pastewrella haemolyticus 83
Aeromonas hydrofila 42
Acinetobacter spp. 42
Plesiomonas shigelloides 42
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Shpigel et al. (1998a), estudando sete rebanhos de leite em Israel,
encontraram maior freqiéncia de coliformes (60,2%), dos quais 51,2% foram
identificados como Escherichia coli. Barker et al. (1998) também verificaram
maior ocorréncia de E. coli, 38% das 102 amostras de leite de vacas com mastite
clinica. Shpigel et al. (1998b) estudaram animais com mastite por coliforme e
encontraram E. coli em 95,17% das amostras, 3,07% de Klebsiella spp.,1,32%
de Enterobacter spp. e 0,44% de Proteus.

Sargeant et al. (1998), analisando a freqiiéncia de ocorréncia de mastite
clinica em rebanhos de Ontario durante 2 anos, detectaram, além de outros
microrganismos, o grupo coliforme em 17,2% das amostras, valor este s6
superado por Staphylococcus sp., que foi de 28,7%.

Costa et al. (19942, 1996) constataram baixa incidéncia dos géneros
pertencentes & familia Enterobacteriacea, como Serratia sp., Klebsiella sp.,
Salmonella sp, Enterobacter sp., Citrobacter sp., Proteus sp. e a espécie E. coli.
Nos dois estudos verificou-se maior incidéncia de Staphylococcus sp. Numa
pesquisa posterior, Costa et al. (1998) detectaram 736 casos de mastite ambiental
(clinica e subclinica) de 5216 animais e verificaram baixa incidéncia de E. coli.
Neste estudo o organismo mais freqilente foi Prototheca zopfii, em 304 dos
casos. Moretti et al. (1998) isolaram, dentre os agentes ambientais, E. coli com
maior freqiiéncia das amostras de leite de animais com mastite subclinica.

A Klebsiella é frequentemente isolada de infecgGes intramamérias,
chegando a uma freqiiéncia de 11-42,8% de todos os isolados Gram negativos

segundo vérios autores (MacDonald et al., 1970; Smith et al., 1985; Shpigel et
al., 1998a).

O agente Plesiomonas sp. é um organismo ambiental influenciado pela
época do ano, estagio de lactac#io, parto, instalagdes, manejo e méd qualidade da
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dgua. Costa et al. (1994b) verificaram sua ocorréncia em apenas 1,9% das
amostras de secregdo de animais com mastite.

Segundo Olls ¢ Schoonderwoerd (1989), a 4gua de lavagem dos tetos
deveriasertambémanalisadapmdetermimrsewtanﬁoseriaumapossivel
fonte de infecglio dos tetos com microrganismos como Plesiomonas spp.,
Pseudomonas sp. e Serratia sp. A dgua tem sido constantemente implicada na
transmissdo destes agentes.

Os géneros Aderomonas e Plesiomonas tém sido constantemente
associados 4 mastite bovina. Bergmann et al. (1981) isolaram Aeromonas
hydrophila de um surto de mastite bovina com 1232 vacas contaminadas. De
acordo com Franco e Landgraf (1996), ainda nio existem relatos de surtos de
toxinfecgdio alimentar causados por Aeromonas hydrofila, no entanto, existem
suspeitas de que seja um agente infeccioso de origem alimentar.

Costa et al. (1998) e Shpigel et al. (1998a) também isolaram, em quartos
examinados, Klebsiella sp., Plesiomonas sp., Acinetobacter sp., Pasteurella spp.
e E. coli, como detectados nesta pesquisa. O género Acinetobacter normalmente
estd presente em solo, dgua e esgoto. A Pasteurella haemolytica tem sido isolada
de infecges intramamérias bovina (Watts, 1988).

Conforme mostrado na Tabela 5, os microrganismos encontrados nesta
Pesquisa tiveram maior incidéncia nos quartos posteriores, estando de acordo com
os resultados de Lam et al. (1997), Shpigel et al. (1998a) e Macdougall (1998),
que verificaram maior ocorréncia de mastite clinica nos quartos posteriores,
70,22%, 64,70% e 66,46%, respectivamente. Também em um estudo na fndia foi
detectada maior incidéncia de mastite subclinica no quarto posterior direito (Devi
et al., 1997). Em contrapartida, Costa et al. (1994d) nfio encontraram diferenca
significativa da incidéncia de mastite em quartos anteriores e posteriores.
Cardoso et al. (1996), pesquisando animais com mastite subclinica, concluiram
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que a incidéncia de mastite foi uniforme para os diferentes quartos de uma mesma
femea.

TABELA 5 - Freqiiéncia da presenga de microrganismos nos quartos anterior e
posterior de vacas mastiticas

Microrganismo Quarto Quarto
Anterior Posterior
Escherichia coli X X
Klebsiella pneumoniae X
Pasteurella haemolyticus X
Aeromonas hydrofila X
Acinetobacter spp. X
Plesiomonas shigelloides X
Cedecea lapagei X X
Total (%) 143 85,7
4.4 Patogenicidade das Cepas de E. coli

Nas cepas de E. coli, isoladas a partir do leite mastitico, enviadas para a
Fundagdio Oswaldo Cruz — FIOCRUZ, nfio foram detectadas presenca das
linhagens EPEC, EIEC, ETEC ¢ EHEC. Sharma et al., 1995, isolou E. coli em
8,33% das amostras de leite cru analisadas, detectando os seguintes sorotipos:
0:5, 0:7, 0:61 e O:106. Singh et al, 1996, estudando enteropatégenos em leite,
carne ¢ seus derivados, encontraram seis sorotipos de E. coli, 0:3, O:81, 0:82,
0:84; 0:147 e 0:157; no entanto, somente a 0:147 foi evidenciada no leite
bovino. Outros autores como Quinto e Cepeda (1997) encontraram E. coli
enterotoxigénica de origem bovina ¢ demonstraram que as mesmas podem
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permanecer no queijo elaborado com este leite, o que representa um perigo a
saide de seres humanos.

4.5 Isolamento de L. monocytogenes

Das 102 amostras de leite provenientes de 45 vacas mastiticas, somente
em uma (0,98%) foi isolada Listeria monocytogenes.

A Listeria sp. tem despertado grande interesse no mundo cientifico e
inimeras pesquisas tém sido desenvolvidas para se verificar a presen¢a deste
patégeno em alimentos e principalmente de uma das fontes de contaminagdo, que
pode ser o leite, proveniente de vacas mastiticas.

O baixo indice, de 0,98% de positividade, nas amostras analisadas nesta
pesquisa coincide com aqueles encontrados por Langoni e Fonseca (1997) que
isolaram L. monocytogenes em 7,01% de 228 amostras de leite provenientes de
mastite clinica e subclinica, sendo que destas somente 2,63% eram de leite de
mastite subclinica. Também Jensen et al. (1996) obtiveram um baixo indice deste
microrganismo, que variou de 0,01 a 0,1% (média de 0,04%) em anilises
realizadas em vacas com mastite na Dinamarca.

Apesar da baixa incidéncia deste patégeno em rebanhos leiteiros, a
simples presenga deste microrganismo leva os pesquisadores e pessoas ligadas a
saide piiblica a se preocuparem ainda mais com esta espécie de microrganismo.

O leite cru, ainda muito consumido no mundo e principalmente no Brasil,
pode ser um veiculo de transmissio da listeriose para 0 homem. A sua presenca
no meio ambiente, participagio como patégeno na mastite bovina subclinica e
clinica, o consumo do leite cru, a sua possivel resisténcia aos processos de
pasteurizagiio e 0 aspecto zoondtico deste microrganismo, segundo Langoni e
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Fonseca (1997), reforcam a importincia das mastites bovina, bem como da
obtengdo higiénica do leite.

A reagdo de CMT na pesquisa de Jensen et al. (1996) foi alta em todos os
casos de mastite onde foram detectadas listerias e, segundo os autores, quartos
infectados podem excretar até 10.000 CFU/ml no leite. Eles demonstraram
também que leite de tanques, em adigio & contaminacfio ambiental, pode ser
contaminado diretamente pelos quartos de iberes infectados.

Como em todas as pesquisas geralmente se avalia a presenca ou nfo deste
patégeno e nfio o niimero presente nas mesmas, quando este alimento contiver L.
monocytogenes o nimero poderd ser muito alto visto que um nico quarto poderd
conter 10.000 CFU/ml. Além disto, vdrios autores (Harvey e Glimor, 1992)
afirmam que Listeria sp. pode se¢ multiplicar em leite resfriado e também
permanecer no leite pasteurizado. A sua sobrevivéncia ou o seu desenvolvimento no
leite refrigerado e, consequentemente, nos seus subprodutos, sido favorecidos pela sua
natureza psicrotréfica e possivel termotolerdncia (Langoni e Fonseca, 1997).

Um estudo na fndia visando avaliar a presenca de L. monocytogenes no
leite (cru e pasteurizado) constatou a ocorréncia do organismo em 5,78% das 121
amostras analisadas (Bhilegaonkar et al, 1997), sendo este resultado semelhante
ao encontrado por Rea et al. (1992), que analisando 589 amostras de leite cru,
isolaram 4,9% de L. monocytogenes. Silva et al. (1998) encontraram L.
monocytogenes 41,17% de 17 amostras de queijo Minas Frescal de
fabricagdo caseira, contrastando com os queijos Minas Frescal manufaturado e
Ricotta (3,03%) e queijos curados (Gorgonzola, Brie ¢ Roquefort) (5,67%). Esta
alta freqiiéncia em Minas Frescal caseiro deve-se & fabricag@io a partir de leite cru
obtido sob condi¢des precérias de higiene, e também manipulagio do leite até a
obteng¢do do queijo além de niio haver Inspegfio Sanitiria Federal.
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5 CONCLUSOES

O escore 3+ (positivo forte) para o teste CMT e a incidéncia de mastite
subclinica em um tnico quarto ocorreram com maior freqiiéncia;

Em somente 28,88% das amostras positivas para mastites clinica e subclinica
foi constatada a presenga do grupo coliformes, sendo a espécie Escherichia
coli mais frequente dentre as cepas isoladas (58,3%);

O meio de plaqueamento EMB agar permitiu o isolamento de outras espécies
além de E. coli e Kiebsiella pneumoniae, como Pasteurella haemolitycus
(8,3%), deromonas hydrofila (4,2%), Plesiomonas shigelloides (4,2%) e
Cedecea lapagei (12,5%), organismos estes muito comuns no ambiente e
agua;

Nas cepas de E. coli isoladas, nfio foram detectadas presenga de ETEC,
EPEC, EIEC ¢ EHEC;

Das 102 amostras analisadas, em apenas uma foi verificada a presenca de L.
monocytogenes (0,98%).
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6 CONSIDERACOES GERAIS

A Listeria monocytogenes se¢ constitui num patégeno de alta
periculosidade a satide piiblica. A taxa de mortalidade estimada para os casos de
listeriose é de aproximadamente 30%, justificando o interesse por pesquisadores
ligados 3 drea da saiide.

Sua relagdio com alimentos & recente, pois somente na década de 80, com
os relatos de vérios casos de toxinfecgdio alimentar, foi associada & ingestdio de
alimentos. Ainda ndio se sabe qual sua dose infectiva, mas devido a sua alta
patogenicidade, o ideal € que o alimento esteja isento desta bactéria.

A presenga de Escherichia coli no leite esté associada & contaminagdo de
origem fecal, mostrando condicdes higiénicas insatisfatérias no processo de coleta
e/ou pés coleta do leite. Uma contamina¢fio alimentar por Escherichia coli
poderd evoluir para casos graves como a ocorréncia de Sindrome Urémica
Hemolitica, podendo culminar com a morte do individuo.

Face a isso, ¢ importante que o produtor tenha um programa de
monitoramento do rebanho, afim de identificar o patégeno quando presente e
elimind-lo, pois um animal contaminado poderé disseminar o microrganismo para
os outros causando prejuizos de ordem econdmica e social.
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