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Isolamento de Prototheca spp. de vacas com mastite, de leite de

tanques de expansio e do ambiente dos animais'

Isolation of Prototheca spp. from cows with mastitis, bulk tanks

milk and in the environment of the animals

Aline Artioli Machado Yamamura?*; Ernst Eckehardt Miiller?;
Lucienne Garcia Pretto-Giordano*; Mariana Cosenza’;
Patricia Fernandes Nunes da Silva’; Agda de Godoy?®

Resumo

As infecgdes da glandula mamaria de vacas leiteiras acarretam sérios prejuizos ao produtor pela diminuigédo
da produgdo leiteira, tratamento e descarte de animais com infecgdes cronicas. Elevada incidéncia de
mastite no rebanho também altera a composic¢do ¢ qualidade do leite. Agentes de mastite podem causar
infec¢des ou intoxicagdes no homem. Nos tltimos anos tem-se dado énfase as infecgdes intramamarias
por algas do género Prototheca, agentes de infecgdes persistentes e refratarias a terapéutica tradicional além
do carater zoonotico. Este trabalho teve como objetivo o isolamento e identificagdo de Prototheca spp. de
amostras de leite coletadas em tanques de expansio e latdes, de vacas com mastite ¢ do ambiente dos
animais. Foram coletadas 81 amostras de leite de tanques e latdes de 81 propriedades. Prototheca zopfii
foi identificada em amostras de tanques de 10 propriedades. Dessas propriedades foram estudadas oito
quanto a ocorréncia de Prototheca spp. no ambiente do rebanho e em casos de mastite, além da
identificagdo dos principais agentes bacterianos causadores de mastite. Foram isoladas bactérias, algas
e leveduras em 324 amostras de leite provenientes de 197 vacas. Em trés propriedades foi isolada P. zopfii
de onze amostras de leite obtidas de cinco vacas com mastite clinica ¢ subclinica. Nestas propriedades o
agente foi isolado do meio ambiente das vacas, fezes de bezerros e teteiras. Os resultados deste trabalho
mostram a importancia do isolamento no tanque como indicativo da presenga de Profotheca spp. em
propriedades leiteiras.

Palavras-chave: Mastite bovina, amostras de tanques, Prototheca zopfii

Abstract

The dairy cattle mammary gland infections cause serious economic losses to dairy farmers due to the
decrease in milk production, therapeutic procedures and culling of chronic infected animals. High
incidence of mastitis in herds also alters both the composition and the quality of the milk. Mastitis
pathogens can also cause infections and poisoning in humans. In the last years, emphasis has been
given to intramammary infections caused by the genus Prototheca which, besides their zoonotic
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characteristics, are considered mastitis pathogens of persistent infection and are refractory to traditional
therapeutic procedures. The objective of this work was the isolation and identification of Prototheca spp.
from milk samples collected from bulk tanks and milk cans, cows presenting mastitis and the dairy herd
environment. Milk samples were collected from 81 bulk tanks and milk cans of 81 dairy herds. Prototheca
zopfii was identified in milk samples in 10 dairy herds. From these, eight dairy herds were studied
regarding Prototheca spp. mastitis and environmental occurrence as well as the main mastitis bacterial
agents. Bacteria, algae and yeasts were isolated from 324 milk samples from 197 cows. P. zopfii was
isolated in three dairy herds from eleven milk samples from five cows with clinical and subclinical
mastitis. In these dairy herds with positive isolation of P. zopfii the agent was isolated from the herd
environment, excrements of the calves and teat cup rubbers. The results of this work demonstrate the
importance of isolation in bulk tanks as an indicative of Profotheca spp. presence in dairy herds.

Key words: Bovine mastitis, bulk tanks samples, Prototheca spp.

Introducao

Considerando a Instru¢do Normativa n°51 de 18
de setembro de 2002 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2002), que
regulamenta a produgdo, transporte e processamento
do leite, em vigor desde 1/7/2005, e a perspectiva do
incremento na exportagao de produtos lacteos, ¢é
necessario que produtores e industria brasileira
adotem medidas que visem a melhoria da qualidade
do leite e derivados. As infec¢des da glandula
mamadria de vacas leiteiras causam grandes perdas
ao produtor e a industria de leite e derivados. Dentre
os diferentes fatores que interferem na qualidade do
leite e derivados destacam-se as infecg¢des
intramamarias. As mastites acarretam prejuizos
decorrentes, principalmente, do descarte de animais
com infecg¢des cronicas, pela queda na produgao de
leite e pelas alteracdes na sua composi¢ao
(NONNECKE; HARP, 1989).

Os agentes causadores da mastite sdo bactérias,
fungos, algas e virus, sendo as bactérias os agentes
isolados com maior freqiiéncia (COSTA, 1991). Com
base na via de transmissdo, os agentes etiologicos
da mastite podem ser subdivididos em contagiosos e
ambientais (NICKERSON, 1998). Os agentes
contagiosos de importancia
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,

maior sdo
Corynebacterium bovis e Mycoplasma spp. Os
principais agentes ambientais sdo enterobactérias,
estreptococos, actinomicetos, fungos e algas.

Nos ultimos anos, foram relatadas com freqiiéncia,
no Brasil, mastites de origem ambiental causadas por
algas aclorofiladas do género Prototheca,
principalmente a espécie P. zopfii (COSTA et al.,
1996a, 1997, 1998; MELVILLE, 1995; BENITES;
MELVILLE; COSTA, 2003). No Estado do Parana
foram relados casos de mastite por Prototheca spp.
na regido Norte (FILLIPSEN et al., 1999; PARDO,
et al.,, 1999; YAMAMURA et al., 2001). A mastite
por Prototheca spp. pode ocorrer de forma
esporadica ou na forma de surto no rebanho. A
doenga geralmente ¢ de apresentagdo cronica e as
vacas ndo respondem a terapia antimicrobiana
tradicional. A secagem dos quartos mamarios
infectados ou o descarte das vacas acometidas ¢ a
medida adotada rotineiramente pelos produtores.

A Prototheca spp. € ubiqiiitaria, podendo ser
encontrada no solo, na dgua, em fezes de diferentes
espécies animais e equipamento de ordenha
(MELVILLE, 1995). No homem a prototecose pode
se manifestar sob varias formas clinicas, localizadas
ou sistémicas, sendo considerada uma zoonose
(LEIMANN et al., 2004). Costa et al. (1998)
relataram um caso de enterite no homem apds
ingestao de queijo fresco contaminado com P. zopfii.

Considerando o carater zoonotico e a importante
participacdo da P. zopfii na etiologia das mastites
bovinas, este trabalho teve por objetivo o isolamento
de Prototheca spp. em amostras de leite obtidas de
tanques de expansao e latdes, de vacas com mastite
e do ambiente dos animais.
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Material e Métodos

Foram estudadas 81 amostras de leite obtidas
diretamente dos tanques de expansao ou latdes, por
ocasido da coleta pelos caminhdes com tanque
isotérmico, de 81 propriedades leiteiras localizadas
em oito municipios da regido norte do Estado do
Parana. Nas propriedades pesquisadas, eram
praticadas a ordenha mecanica ou manual e
diferentes métodos de manejo e higiene da ordenha.
Ap6s homogeneizagao do leite foram colhidos de cada
tanque ou latdo aproximadamente 25mL de leite,
acondicionados em frascos de vidro esterilizados e
transportados ao laboratorio, em caixa isotérmica com
gelo reciclavel.

Das 10 propriedades com isolamento de
Prototheca spp. nos tanques ou latdes, oito foram
visitadas novamente com a finalidade de isolar o
agente em amostras de leite obtidas das vacas
individualmente. Em duas leiterias a coleta de
amostras individuais ndo foi possivel. Nas oito
propriedades estudadas detalhadamente, duas eram
pequenas propriedades de subsisténcia, trés com
manejo a pasto, duas com sistema semi-intensivo e
uma com sistema tie stall. Quatro propriedades
produziam leite do tipo B e quatro do tipo C (Tabela
1). As propriedades apresentavam problemas no
manejo, na higiene de ordenha e na manutencao do
equipamento de ordenha. Duas propriedades
realizavam ordenha manual em estabulo sem agua
corrente ¢ com bezerro ao pé da vaca.

Foram coletadas 556 amostras de leite
provenientes de 263 vacas com suspeita de mastite
de um total de 433 vacas em lactagdo. As amostras
foram coletadas das vacas com mastite clinica ou
teste de Tamis positivo e de vacas reagentes ao CMT
(California  Mastitis  Test) (SCHALM;
NOORLANDER, 1957). A coleta foi realizada
assepticamente em tubos de vidro, com tampa de
rosca, esterilizados e transportados ao laboratodrio,
em caixa isotérmica com gelo reciclavel. Foram
coletadas ainda, amostras de swabs retais de bezerros

e vacas, swabs de teteiras e amostras de solo e agua
acondicionadas em frascos estéreis com capacidade
para 30g e 500mL, respectivamente. As amostras
de solo de varios pontos do local foram coletadas
com o auxilio de espatula estéril, 5,0cm abaixo da
superficie.

No laboratorio de Micologia Veterinaria do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
da Universidade Estadual de Londrina 5 mL de leite
colhidas de tanques ou latdes foram adicionadas de
I mL de Meio de Enriquecimento para Prototheca
— MEP, contendo 5-fluorocitosina (PORE, R.;
SHAHAN; PORE, M., 1987). Os frascos incubados
a 32°C por aproximadamente 96 horas em estufa-
incubadora com plataforma de agitagdo. Aliquotas
do meio de enriquecimento e amostras de leite obtidas
de vacas individualmente, do solo, da agua, das fezes
e das teteiras foram semeadas por esgotamento em
agar Sabouraud dextrose contendo 100mg/mL de
cloranfenicol e 0,1g/L de hidrocloreto de tiamina. As
placas foram incubadas por 48 horas a 35°C. Para a
caracterizagdo de género e espécie, as colonias foram
identificadas conforme morfologia macro e
microscopica, pela coloragcdo com lactofenol-azul-
algodao e rosa-de-bengala, e pela assimilacdo de
carboidratos (sacarose, glicose e trealose) e de n-
propanol em meio YNB — Yeast Nitrogen Base
(CAMARGO; FISCHMAN, 1979; PORE et al.,
1983; PORE, 1985).

No laboratério de Bacteriologia Veterinaria do
Departamento de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual de Londrina foram
processadas as amostras de leite para isolamento e
identificacdo das principais bactérias causadoras de
mastite. As amostras de leite foram semeadas e
incubadas em agar-sangue ovino 5% e agar
MacConkey, em aerofilia por até 120 horas e 48 horas,
respectivamente, e identificadas pelas caracteristicas
culturais, morfologicas, tintoriais e bioquimicas
(KRIEG; HOLT, 1984; HARMON et al., 1990).
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Resultados e Discussao

Das 81 propriedades estudadas, foi isolada
Prototheca spp. em 10 (12,3%) propriedades, sendo
que em sete a partir do tanque de expansao e em
trés de latdes. Nas oito propriedades estudadas mais
detalhadamente, duas eram pequenas propriedades
de subsisténcia, trés com manejo a pasto, duas com
sistema semi-intensivo e uma com sistema tie stall.
Quatro propriedades produziam leite tipo B e quatro
do tipo C (Tabela 1). Todas as propriedades
apresentavam problemas no manejo, na higiene de
ordenha ¢ na manuten¢ao do equipamento de
ordenha. Duas propriedades realizavam ordenha
manual em estabulo sem dgua corrente e com bezerro
ao pé da vaca.

Melville (1995) analisou no Brasil leite de tanques
de expansao de 10 propriedades leiteiras por meio
de plaqueamento direto das amostras e confirmou
em quatro destas propriedades a presencga de vacas
com mastite por P. zopfii.

Um trabalho abrangente foi realizado por Pore,
R., Shahan e Pore, M., (1987) nos EUA que
pesquisaram 787 amostras compostas de leite obtidas
dos quartos mamarios das vacas e de tanques de
expansdo. Prototheca spp. foram isoladas do leite
de 31 das 79 vacas amostradas em uma das
propriedades, esses microrganismos também foram
identificados em 28 das 787 amostras de leite
coletadas nos tanques de expansdo ¢ de 22 das 69
amostras de leite obtidas de tanques de imersdo. Além
disso, esses mesmos autores desenvolveram e
testaram um meio de enriquecimento que permitiu a
obten¢do de isolamento mais satisfatorio de
Prototheca spp. do leite coletado em tanques de
expansdo e caminhdes-tanque, onde as amostras nao
sdo uniformes e o microrganismo pode ocorrer em
numero reduzido. O meio de enriquecimento
desenvolvido pelos pesquisadores foi considerado
eficaz de acordo com a analise estatistica que
confirmou nao ser a P. zopfii considerada um
microrganismo contaminante aleatério do leite
composto dos tanques de expansao.

Segundo Brito et al. (1999), as questdes individuais
a serem respondidas em cada rebanho direcionam,
em geral, o tipo e a quantidade de amostras de leite a
serem avaliadas. Estas podem ser originadas de todas
as vacas em lactacdo, somente dos casos clinicos,
ou dos quartos mamarios com contagens de células
elevadas (ou com escores positivos no Califérnia
Mastite Teste). Podem também representar amostras
compostas dos quatro quartos mamarios de uma vaca
ou serem obtidas do leite dos tanques de expansao.
Este tltimo grupo de amostras tem por finalidade o
monitoramento de rebanhos, detectam a presenca
de microrganismos patogénicos especificos e
apresentam a vantagem de limitar custos com
exames laboratoriais. A analise de amostras
compostas dos quartos mamarios ¢ um método que
diminui os custos com exames laboratoriais, no
entanto, os referidos autores recomendam a colheita
do leite de todos os quartos mamarios das vacas em
lactagdo e a cultura, que embora de custo mais
elevado permite definir com mais exatiddo os agentes
infecciosos prevalentes no rebanho.

Os isolados de P. zopfii identificados no presente
trabalho apresentam as seguintes caracteristicas
morfologicas, culturais e bioquimicas: colonias brancas,
sulcadas, rugosas, de aspecto vitreo em agar Sabouraud;
ao exame microscopico esporangios esféricos medindo
de 14 a25um ou ovais com 11 a 20pm de largura por
14 a 23um de comprimento, as células dauer coraram-
se seletivamente pelo corante rosa-de-bengala. Todas
as cepas utilizaram glicose € n-propanol como fonte de
carbono e ndo cresceram em presenca de trealose e
sacarose (PORE et al., 1983, PORE, 1985).

Das propriedades com isolamento de P. zopfii,
duas apresentaram uma vaca com mastite subclinica.
Em uma das propriedades com um rebanho de 80
vacas em lactag¢ao havia 30 com suspeita de mastite.
A outra propriedade possuia um rebanho de 100
vacas em lactagdo com 52 suspeitas de mastite. Em
uma leiteria com 61 vacas suspeitas de mastite, P. zopfii
foi isolada em trés vacas com mastite clinica e subclinica.
Das cinco vacas com mastite por P. zopfii quatro
possuiam os dois tetos afetados e uma os trés tetos
(Tabela 1).
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Tabela 1. Relagdo do niimero de vacas positivas ao exame microbioldgico e para P. zopfii sobre nimero de amostras
analisadas em associagdo ao sistema de manejo de oito propriedades leiteiras da regido norte do Estado do Parana com

isolamento positivo de P. zopfii em amostras de leite de tanques de expansdo ¢ latdes no periodo de abril de 2003 a

novembro de 2004.
Propriedades N°de N° de vacas positivas ao  N° de amostras Relaciio do n° de N° de vacas
Leiteiras vacas exame microbiologico/ positivas ao exame vacas positivas com mastite
em N° de vacas suspeitas de  microbiolégico/ N° de para P. zopfii / por P. zopfii /
lactacio  mastite amostras analisadas n° de vacas n° de tetos
Ne (%) suspeitas de com mastite
N° (%) mastite clinica e
N° (%) subclinica
1* 80 23/30  (76,67) 35/53  (66,04) 1730 (3,33) 1/ 2 (subclinica)
2 25 17/17  (100,0) 37/49  (75,51) - -
3 78 52/57  (91,22) 93/116 (80,17) - -
4 10 8/10  (80,00) 1321  (61,90) - -
5 19 9/19  (47,36) 13/29  (44,83) - -
6* 100 33/52  (63,46) 45/114  (39,47) /52 (1,92) 1/ 2 (subclinica)
7 31 16/17  (94,11) 1726 (65,38) - -
8* 90 39/61  (63,93) 71/148 (47,97) 3/61  (4,92) 1/ 2 (subclinica)
2/ 5 (clinica)
Total 433 197 /263 324 /556 5/143 (3,50) 5/11

*Propriedades que apresentaram vacas com mastite por P. zopfii, leite do tipo B, com sistema de manejo: 1. tie stall, 2.

e 3. semi-intensivo.

Os primeiros relatos de mastite por Prototheca spp.,
freqlientemente estavam associados a casos clinicos
(FRANK et al., 1969). Nos ultimos anos, porém, os
trabalhos tém mostrado uma ocorréncia cada vez
mais elevada de casos subclinicos (COSTA et al.,
1995, 1996b; ABARCA etal.,2001). Além das duas
formas de apresentacdo da doencga causarem
reducdo significativa na produgao de leite, a infeccao
pode persistir no periodo seco ou ocorrerem novas
infec¢des que ndo permitem a regeneracdo adequada
da glandula mamaria, comprometendo a proxima
lactagdo com reducdo na produgao de leite do animal
(CORBELLINI et al., 2001).

A literatura registra casos esporadicos de mastite
por Prototheca spp. com certa freqiiéncia em varios
paises, inclusive no Brasil (COSTA et al., 1996b;
BRITO; VEIGA, 1997; MALINOWSKI; LASSA;
KLOSSOWSKA, 2002; BUZZINI et al., 2004).
Melville (1995), pesquisando amostras de tanque e
de vacas individualmente, encontrou uma baixa
porcentagem de vacas acometidas por P. zopfii nos
rebanhos estudados. No entanto, relatos de surtos
com elevada porcentagem de animais acometidos por
Prototheca spp. t€ém ocorrido com certa freqiiéncia.

Hodges et al. (1985) descreveram um surto na Nova
Zelandia com 17 vacas infectadas, de um total de
120 animais. Costa et al., (1996b) observaram em
uma propriedade taxas 14,95% e 8,06% de mastite
por Prototheca spp. nas vacas em lactagdo e nas
vacas secas, respectivamente.

Nas propriedades que apresentaram vacas com
mastite por P. zopfii, o agente foi isolado em pelo
menos um dos seguintes locais ou amostras com alta
umidade e ricos em matéria organica: solo de piquetes
(2), solo de pastagem (1), agua de abastecimento
(1), esgoto (1), fezes de bezerros (1) e das teteiras
entre a ordenha de uma vaca e outra (3).

Hodges et al. (1985), Anderson e Walker (1988)
e Costa et al. (1997) relataram o isolamento de
Prototheca spp. do meio ambiente das vacas leiteiras
e do solo umido e rico em matéria organica, sendo os
locais mais citados: piquetes, dgua e cama dos
animais. Anderson ¢ Walker (1988), em uma
propriedade com 263 vacas em lactacdo, isolaram
Prototheca spp. em 18 (47%) das amostras de meio
ambiente e em fezes dos animais. Na mesma
propriedade obtiveram o isolamento de Prototheca spp.
de uma amostra de leite do tanque de expansdo e
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quatro vacas com mastite que ndo responderam a
terapia convencional. Yamamura et al. (2003)
demonstraram por meio do isolamento de
Prototheca spp. de amostras de fezes de bezerros e
suinos, de teteiras e de dgua servida do piso de sala
de ordenha, de propriedade leiteira no Estado do Parana
com surto de mastite bovina causada por P, zopfii, que

o ambiente dos animais pode ser considerado via de
transmissdo da infecgdo intramamaria.

As oito propriedades leiteiras estudadas apresentaram
197 vacas positivas no exame microbiologico com
isolamento de bactérias, algas e leveduras isoladas de
324 quartos mamarios (Tabela 2).

Tabela 2. Microrganismos isolados de 324 quartos mamarios de 197 vacas com suspeita de mastite clinica ou subclinica
em oito propriedades leiteiras com isolamento de Prototheca spp. em amostras de leite de tanques de expansdo e latdes

do norte do Estado do Parand, nos anos de 2003 € 2004.

Microrganismos

Quartos afetados

N (%)
Corynebacterium bovis 106 (32,72)
Staphylococcus coagulase (-) 93 (28,70)
Streptococcus spp. 39 (12,03)
Staphylococcus coagulase (+) 32 (9,88)
Staphylococcus coagulase (-) + Corynebacterium bovis 13 (4,01)
Candida spp. 11 (3,39)
Prototheca zopfii 8 (2,47)
Prototheca zopfii + Candida spp. 2 (0,62)
Prototheca zopfii + Staphylococcus coagulase (-) 1 (0,31)
Staphylococcus coagulase (-) + Streptococcus spp 6 (1,85)
Streptococcus spp. + Corynebacterium bovis 5 (1,54)
Staphylococcus coagulase (-) + Streptococcus spp. + Corynebacterium bovis 2 (0,62)
Streptococcus spp.+ Corynebacterium bovis + Candida spp. 1 (0,31)
Staphylococcus coagulase (-)+ Corynebacterium bovis + Candida spp. 1 (0,31)
Staphylococcus coagulase (-) + Staphylococcus coagulase (+) 1 (0,31)
Staphylococcus coagulase (+) + Candida spp. 1 (0,31)
Staphylococcus coagulase (-) + Candida spp. 1 (0,31)
Pseudomonas aeruginosa 1 (0,31)
Total de quartos examinados 324 (100,0)

A predominancia de agentes contagiosos
(C. bovis e Staphylococcus coagulase positivo)
mostra as deficiéncias de manejo, higiene de ordenha
¢ manuteng¢do inadequada dos equipamentos de
ordenha. Por outro lado, a elevada porcentagem de
agentes ambientais isolados (Streptococcus spp.,
leveduras e P. zopfii) mostra a existéncia de
problemas relativos ao ambiente das vacas. As
deficiéncias de manejo de ordenha e condigdes
ambientais improprias podem ser comprovadas pela
elevada porcentagem de animais com mastite clinica

ou subclinica nestes rebanhos. Do total de 433 vacas
em lactagdo, 197 (45,5%) apresentaram resultados
microbiologicos positivos. Estes fatos podem justificar
o isolamento de Prototheca spp. no leite de amostras
compostas e individuais ja que altas taxas de mastite,
tratamentos intramamarios prévios ¢ condi¢des
ambientais inadequadas podem favorecer novas
infecgdes por este agente.

Este trabalho mostra que Prototheca spp. pode
ser isolada de amostras de leite individuais e tanques
de expansao ou latdes de propriedades leiteiras com
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ou sem historico de mastite. Pore, R., Shahan e Pore,
M. (1987) e Baumgirtner (1997) também
observaram estes resultados. O isolamento de
P, zopfii de amostras de leite de tanque, mesmo em
propriedades sem casos aparentes de mastite, indica
apossibilidade de contaminagao do leite e derivados
e conseqliente possibilidade de infec¢des humanas
por Prototheca zopfii. Melville (1995) avaliou a
resisténcia de diferentes culturas de P. zopfii a
diferentes processos térmicos, concluiram que muitas
permaneceram vidveis apds a pasteurizagao e
afirmaram que o leite e seus derivados representam
fonte potencial de transmissdo desta zoonose. Este
fato foi constatado por Costa et al. (1998) que
relataram um caso de distirbio gastrointestinal em
um homem que ingeriu voluntariamente queijo fresco
contaminado por Prototheca spp. Pessoas com
deficiéncias imunoldgicas ou desnutridas sdo mais
suscetiveis a infecgdo (KLINTWORTH; FETTER;
NIELSEN, JR., 1968; CAREY et al., 1997;
MOHABEER et al., 1997).

Conclusoes

O isolamento de P. zopfii de tanques de expansao
e latdes permitiu confirmar a existéncia de casos de
mastite clinica e subclinica, assim como a sua
presenga no ambiente em trés propriedades leiteiras
dentre oito analisadas.

Isolamento de P. zopfii de amostras de leite
individuais e de tanques de expansdo e latoes de
propriedades leiteiras, com ou sem historico de
mastite por este microrganismo, pode indicar
contaminagdo do equipamento de ordenha e dos
recipientes de armazenamento do leite, associados a
manutengao inadequada do equipamento de ordenha
e as deficiéncias de manejo e higiene.

Os resultados desta pesquisa permitem sugerir,
devido a importancia de P. zopfii em satde publica,
que a triagem em tanques de expansdo poderia ser
utilizada como diagndstico de rotina em propriedades
leiteiras.
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