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RESUMO

A ocorréncia de mastite em rebanhos leiteiros € uma das principais causas de prejuizo econdmico nas
propriedades. Dentre os microrganismos associados a doenca, as bactérias sdo mais frequentes, seguidas
por fungos, leveduras e algas. O objetivo da pesquisa foi descrever a frequéncia do diagndstico desses
agentes em amostras de leite, enviadas para um laboratério particular, localizado na cidade de Lavras que
fica no Sul de Minas Gerais, no periodo entre janeiro de 2020 e julho de 2021. Ao todo, foram processadas
9780 amostras compostas de leite, coletadas de todos os quartos mamarios dos animais, oriundas de 151
propriedades mineiras. Das amostras cultivadas, 2961 (30,2%) tiveram auséncia de crescimento de coldnias
e as 6819 (69,7%) restantes foram submetidas a cultura microbiolégica padrdo. Como resultado, foram
identificados 15 patogenos diferentes, sendo 27,3% Staphylococcus Coagulase Negativa, 19,1%
Staphylococcus aureus, 14,2% Streptococcus agalactiae, 12,3% Corynebacterium spp., 7,4% Bacillus spp.,
5,2% Klebsiella spp., 5% Streptococcus uberis, 4,1% Escherichia coli, 1,9% Streptococcus spp., 1,6%
Prototheca spp., 1% Streptococcus dysgalactiae, 0,4% Leveduras, 0,1% Hafnia spp., 0,1% Pseudomonas,
0,04% Serratia spp.. Além disso, das regides analisadas, constatou-se que a mais positiva para mastite foi o
sul de minas, detendo 49,14%. Ademais, as amostras foram classificadas de acordo com os indices de
precipitacdo pluviométrica anual do Brasil, sendo segregados em dois grandes grupos — periodo chuvoso e
periodo de estiagem — o qual compreendem, respectivamente, de outubro a margo e de abril a setembro.
Logo, 3566 agentes foram isolados no periodo chuvoso, sendo 28,6% Staphylococcus Coagulase Negativa,
19,2% S. aureus, 14,8% S. agalactiae, 11,7% Corynebacterium spp., 6,5% Bacillus spp., 5,9% Klebsiella
spp., 4,2% S. uberis, 4,3% E. coli, 2% Streptococcus spp., 1,2% Prototheca spp., 1,1% S. dysgalactiae,
0,3% Leveduras, 0,08% Hafnia spp., 0,1% Pseudomonas, 0% Serratia spp.. Em contrapartida, 3259 no
periodo de estiagem, sendo 26% Staphylococcus Coagulase Negativa, 19,1% S. aureus, 13,6% S.
agalactiae, 13% Corynebacterium spp., 8,5% Bacillus spp., 4,4% Klebsiella spp., 6% S. uberis, 3,8% E. coli,
2% Streptococcus spp., 2% Prototheca spp., 0,9% S. dysgalactiae, 0,4% Leveduras, 0,1% Hafnia spp.,
0,1% Pseudomonas, 0,09% Serratia spp.. Em suma, dentre os patdgenos estudados, destacaram-se 0s
Staphylococcus Coagulase Negativa, S. aureus, S. agalactiae e Corynebacterium spp.. Conclui-se que o
isolamento e a identificacdo desses agentes sdo de extrema importancia para o sucesso do tratamento,
controle e prevencdo da mastite.

Palavras-chave: Mastite Bovina. Microbiologia. Bactérias. Algas.
INTRODUCAO:

A bovinocultura leiteira € um dos setores mais importantes — tanto econdmico, quanto socialmente —
dentro do agronegécio brasileiro (SANTOS et al.,, 2017). Em virtude disso, o Ultimo censo agropecudrio
realizado no Brasil, registrou aproximadamente 5,2 milh8es de propriedades rurais das quais 2,55 milhfes
estdo diretamente ligadas com a atividade leiteira (IBGE, 2017). Estima-se que no ano de 2020, o valor
bruto obtido na producdo de leite contribuiu significativamente com a economia do pais, somando
42.933.947.780 bilhdes de reais (BRASIL, 2021).

E notério que o mercado do leite estd em constante ascensdo nos Ultimos anos, pois notou-se um
crescimento de 55% na Ultima década, o que coloca o Brasil entre os 10 maiores produtores de leite do
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mundo (ESALQ/USP, 2021). Ademais, a producdo de leite no Brasil se concentra 47% em pequenas
propriedades e é a maior empregadora do pais (ESALQ/USP, 2021). De acordo com o CEPEA - Centro de
Estudos Avancados em Economia Aplicada, o preco pago ao pecuarista leiteiro sofreu a quarta alta

consecutiva em junho de 2021, resultando em um aumento de 7,5% em relacdo a maio do mesmo ano e a
estimativa é que esse valor sofra um aumento de mais 5%.

A mastite é caracterizada pela inflamacdo da glandula mamaria e acarreta alteragdes fisicas,
guimicas, microbioldgicas e patoldgicas no tecido glandular e no leite (OLIVEIRA, et al., 2011). Em virtude
disso, nota-se frequentemente, alteracdes na coloracdo e presenca de grumos no liquido, bem como um
aumento significativo de leucécitos em sua composicéo, o que afeta a sua Contagem de Células Somaticas
(CCS) e consequentemente, a qualidade do produto final (OLIVEIRA, et al., 2011). Além disso, devido a
essas reacgdes desenvolvidas na cadeia mamaria, observam-se o aumento das células plasmaticas, assim
como a proliferagdo de células leucocitarias que sdo recrutadas da circulacdo sanguinea para a glandula
inflamada (AIRES, 2010).

Essa inflamacao da glandula mamaria pode ser classificada quanto a sua manifestagéo — clinica ou
subclinica — e quanto a origem de seus patdgenos — contagiosa ou ambiental (BRITO & SALES, 2007).
Logo, no que diz respeito a origem de seus patdgenos, é sabido que a mastite contagiosa é caracterizada
pela manutencdo do microrganismo dentro do hospedeiro, na qual possui habilidades em desenvolver
infecgBes subclinicas, jA a mastite ambiental € representada por agentes oportunistas, que, por falta de
adaptacao, desencadeiam infeccdes clinicas (ZIMERMANN & ARAUJO, 2017). Ademais, existem indmeros
outros microrganismos capazes de causar mastite em rebanhos bovinos leiteiros, porém, ndo se encaixam
nessas categorias (NERO et al., 2015).

De acordo com BRITO & SALES (2007), aproximadamente 95% dos casos de mastite sdo oriundos
de infec¢Bes bacterianas, resultando na destruicdo das células epiteliais do Ubere, responsaveis pela
producdo dos constituintes do leite (proteina, gordura e lactose), diminuindo a sintese de leite em
consequéncia da substituicdo do tecido secretor por tecido conjuntivo ou escaras e, a vista disso, a
producdo de leite em um rebanho acometido pode ser reduzida em até 50%, além de reduzir a vida
produtiva da vaca, podendo haver 15% de perda de leite por vaca (RIET-CORREA et al., 2007).

Portanto, dentre os problemas que acometem os rebanhos bovinos no Brasil, a mastite é
considerada uma das principais patologias endémicas que afetam esses animais, sendo capaz de causar
enormes prejuizos sanitarios e econdmicos a cadeia do leite (ACOSTA et al., 2017). Por conseguinte, as
perdas causadas devido a essa afeccdo possui grande importancia dentro do mercado do leite, uma vez
gue interfere na producéo e na qualidade do fluido, aumenta exponencialmente os gastos com mao de obra
e medicamentos, além de demandar mais tempo e atencao para com os animais acometidos (SANTOS et
al., 2017).

Face ao exposto, o objetivo desta pesquisa foi analisar a ocorréncia de mastite bovina no estado de
Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2020 a julho de 2021, através da analise microbiolégica padrdo do
leite individual de vacas, realizada em um laboratério particular no sul de Minas Gerais, tendo como
objetivos especificos realizar o levantamento dos agentes causadores de mastite nesse periodo, identificar
a origem das amostras e seus respectivos meses de diagnostico, bem como realizar a distribuicdo dos
patégenos causadores de mastite de acordo com a sua regido e sazonalidade.

METODOLOGIA:

Durante 18 meses de estudo, foram coletadas 9780 amostras de leite, oriundas de 151
propriedades, localizadas em diversos municipios do estado de Minas Gerais, situados nas regides Sul de
Minas, Vale do Jequitinhonha e Mucuri, Central, Centro Oeste e Triangulo Mineiro. O leite analisado
provinha de amostras compostas, coletadas de todos os quartos mamarios das vacas e armazenadas em
frasco estéril. Cada frasco foi identificado com o nome e/ou nimero de registro contido no brinco ou chip do
animal. Apos a coleta, esses frascos foram armazenados imediatamente em caixas de isopor, contendo
gelo reciclavel suficiente para que as amostras permanecessem congeladas ou resfriadas abaixo de 7°C
durante todo o transporte, até chegarem ao laboratério particular, com sede na cidade de Lavras, MG.
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As 9780 amostras coletadas foram cultivadas primariamente em Blood Agar Base associado ao

sangue desfibrinado de carneiro, formando o chamado “Agar Sangue”, produzido no proprio laboratério,
seguindo as orientagbes do fabricante, bem como o disposto na “Descricdo dos Meios de Cultura
Empregados nos Exames Microbiolégicos”, publicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Médulo IV. Das amostras testadas, 2961 tiveram auséncia de crescimento de coldnias e, nas

6819 amostras restantes foram analisadas a morfologia dos microrganismos viaveis, identificando
qguantidade, tamanho, formato, coloracdo e presenc¢a ou auséncia de hemolise.

Apo6s, foram confeccionadas laminas de esfregaco bacteriano, coradas com a Técnica de Gram e
levadas ao microscoépio éptico para a sua classificagdo em Gram Positiva ou Gram Negativa, tal qual a
morfologia apresentada, como cocos, bacilos e bastonetes, por exemplo. Além disso, as amostras também
foram submetidas ao Teste de Catalase, no qual é realizado um esfregaco bacteriano com uma amostra da
colbnia e, sobre ele, é colocado uma gota de Perdxido de Hidrogénio a 3% e observa-se a formacao de
bolhas, pois, dessa forma, a amostra que forma bolhas é considerada positiva e a ndo formadora de bolhas,
negativa (ANVISA, Md6dulo V). O objetivo da Prova de Catalase é diferenciar os estafilococos (positiva) dos
estreptococos (negativa).

As amostras de estafilococos foram cultivadas em &gar Manitol e, apds o periodo de incubagéo, as
gue resultaram na coloracdo amarelada, foram submetidas ao Teste de Coagulase em tubo, que tem como
base o coagulo-plasma de coelho, com o intuito de identificar o agente Staphylococcus aureus. Esse agente
possui um fator aglutinante na superficie da sua parede celular que ira reagir com o fibrinogénio do plasma,
promovendo a formacdo do coagulo (ANVISA, Médulo V). Logo, as amostras formadoras de coagulos séo
positivas para Staphylococcus aureus e as demais sdo denominadas Staphylococcus Coagulase Negativa.

Para a identificacdo do agente Streptococcus agalactiae, é realizado o Teste de Camp, onde é
inoculada uma estria retilinea no meio da placa contendo uma cepa de Staphylococcus aureus e,
perpendicular a ela, é inoculadas estrias de amostras que obtiveram resultado negativo na Prova de
Catalase. Logo, o resultado positivo para Streptococcus agalactiae se da pelo alargamento da area de lise,
com a formacdo de uma seta caracteristica na zona de encontro entre as estrias perpendiculares e, se
houver crescimento, porém, ndo formar a seta, o agente em questdo é o Streptococcus dysgalactiae
(ANVISA, Modulo V).

As amostras com morfologias de bacilos foram cultivadas em agar MacConkey, com o intuito de
isolar os bacilos Gram Negativos e verificar a fermentacao da lactose. Em virtude disso, foi possivel a
identificacdo dos agentes Klebsiella spp., E. coli e Serratia spp., a partir de testes posteriores, como por
exemplo o Teste de Citrato e meio MIO - Motilidade, Indol e Ornitina.

Para a identificagdo de S. uberis e Pseudomonas foi utilizado o Agar Esculina, verificado se o
agente € capaz de hidrolisar o substrato, formando um precipitado que varia do marrom escuro ao preto
(ANVISA, Modulo 1V). Positivo resulta em S. uberis e negativo resulta em Pseudomonas.

Depois de realizado uma bateria de testes e chegado ao diagndstico de cada amostra, foram
elaborados laudos individuais para cada propriedade, contendo a correta identificacdo do animal, da
amostra e 0 agente isolado. Posteriormente, esses resultados foram tabulados em uma Unica planilha, para
que fosse possivel realizar as andlises estatisticas dos resultados obtidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

De acordo com os dados tabulados, das 9780 amostras coletadas, 2961 tiveram auséncia de
crescimento de colonias, ao passo que as outras amostras foram testadas e resultaram em 15 agentes
diferentes (GRAFICO 1).

Gréfico 1: Resultados das anélises microbiolégicas das amostras enviadas ao laboratério nos 18 meses de
pesquisa

X Seminario de Iniciacdo Cientifica do IFMG — 13 a 15 de junho de 2022, Planeta IFMG.



© seminario
deiniciagao
* cientifica
ISSN 2558-6052
RESULTADO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS
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Fonte: Elaborado pelos autores

Nas 6819 amostras restantes foi possivel isolar 15 patdgenos causadores de mastite bovina, sendo,
27,3% Staphylococcus Coagulase Negativa, 19,1% S. aureus, 14,2% S. agalactiae, 12,3% Corynebacterium
spp., 7,4% Bacillus spp., 5,2% Klebsiella spp., 5% S. uberis, 4,1% Escherichia coli, 1,9% Streptococcus
spp., 1,6% Prototheca spp., 1% S. dysgalactiae, 0,4% Leveduras, 0,1% Hafnia spp., 0,1% Pseudomonas,
0,04% Serratia spp.. (TABELA 1).

Tabela 1: Resultados dos agentes microbianos isolados no laboratério particular nos 18 meses de pesquisa

Agentes N %
Bacillus spp. 507 7,435%
S. aureus 1304 19,123%
S. agalactiae 972 14,254%
S. uberis 341 5,001%
Levedura 28 0,411%
Prototheca spp. 111 1,628%
Corynebacterium spp. 839 12,304%
E. coli 279 4,092%
Hafnia spp. 8 0,117%
Klebsiella spp. 354 5,191%
Pseudomonas spp. 8 0,117%
SCN 1864 27,335%
S. dysgalactiae 68 0,997%
Serratia spp. 3 0,044%
Streptococcus spp. 133 1,950%
Total 6819 100%

Fonte: Elaborado pelos autores

Foi tracado um perfil para identificar a frequéncia de cada agente nas propriedades estudadas
(TABELA 2). Constatou-se que Staphylococcus Coagulase Negativa esteve presente em 127 propriedades,
ou seja, 84,1% das propriedades atendidas tiveram amostras positivas para esse agente, seguido por S.
aureus, 124 (82,1%), Corynebacterium spp. 102 (67,5%), S. agalactiae 95 (62,9%), S. uberis 87 (57,6%),
Bacillus spp. 68 (45%), Streptococcus spp. 63 (41,7%), E. coli 57 (37,7%), Klebsiella spp. 54 (35,7%), S.
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dysgalactiae 32 (21,2%), Leveduras 19 (12,6%), Prototheca spp. 6 (4%), Hafnia spp. 5 (3,3%),
Pseudomonas spp. 4 (2,6%) e Serratia spp. 3 (2%).

Tabela 2: Distribuicao dos patégenos de acordo com o nimero de propriedades nos 18 meses de pesquisa

Agentes N° de propriedades Frequéncia

SCN 127 84,11%
S. aureus 124 82,12%
Corynebacterium spp. 102 67,55%
S. agalactiae 95 62,91%
S. uberis 87 57,62%
Bacillus spp. 68 45,03%
Streptococcus spp. 63 41,72%
E. coli 57 37,75%
Klebsiella spp. 54 35,76%
S. dysgalactiae 32 21,19%
Levedura 19 12,58%
Prototheca spp. 6 3,97%

Hafnia spp. 5 3,31%

Pseudomonas spp. 4 2,65%

Serratia spp. 3 1,99%

Fonte: Elaborado pelos autores

Ao todo, 43 municipios estiveram presentes na pesquisa, sendo eles das regifes Central, Centro-
Oeste e Sul de Minas, Tridngulo Mineiro e Vale do Jequitinhonha e Mucuri. As analises indicaram que, na
regido Central, o agente mais evidente foi o S. aureus, detendo 23,9% das amostras, na regido do Vale do
Jequitinhonha e Mucuri, foi Corynebacterium spp. com 46,6%, enquanto que nas demais regides, 0s
agentes mais isolados foram os Staphylococcus Coagulase Negativa (TABELA 3).

Tabela 3: Distribuicdo dos agentes de acordo com as macrorregies de Minas Gerais

ENTRO- L DE A EQUIT.
égfﬁggss CENTRAL COESTIS SI\/IL:NAS TRIANGULO \I\J/IU%LlJJRI
% % % % %
Bacillus spp. 3,03% 14,13% 5,65% 2,27% 9,09%
S. aureus 23,89% 14,19% 18,43% 25,00% 13,64%
S. agalactiae 19,93% 13,90% 14,82% 15,91% 4,55%
S. uberis 4,55% 2,76% 6,68% 0,00% 0,00%
Levedura 0,47% 0,35% 0,38% 0,00% 0,00%
Prototheca spp. 0,12% 5,81% 0,42% 0,00% 0,00%
Corynebacterium spp. 19,46% 9,15% 11,33% 6,82% 46,59%
E. coli 1,75% 5,22% 4,57% 9,09% 2,27%
Hafnia spp. 0,70% 0,00% 0,04% 0,00% 0,00%
Klebsiella spp. 3,38% 3,81% 5,99% 13,64% 5,68%
Pseudomonas spp. 0,12% 0,18% 0,12% 0,00% 0,00%
SCN 19,23% 28,27% 28,80% 27,27% 17,05%
S. dysgalactiae 1,17% 0,53% 1,38% 0,00% 0,00%
Serratia spp. 0,12% 0,06% 0,00% 0,00% 0,00%
Streptococcus spp. 2,10% 1,64% 1,38% 0,00% 1,14%
TOTAL 100,00% 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
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Fonte: Elaborado pelos autores

Os resultados foram classificados de acordo com os indices de precipitagcao pluviométrica anual do
Brasil (INMET, 1990-2020), sendo segregados em dois grandes grupos — periodo chuvoso e periodo de
estiagem — o qual compreendem, respectivamente, os meses de outubro a margo e de abril a setembro. Em
virtude disso, 3566 agentes foram isolados no periodo chuvoso, sendo 28,6% Staphylococcus Coagulase
Negativa, 19,2% S. aureus, 14,9% S. agalactiae, 11,7% Corynebacterium spp, 6,4% Bacillus spp. 5,9%
Klebsiella spp., 4,1% S. uberis, 4,3% E. coli, 2% Streptococcus spp., 1,2% Prototheca spp., 1% S.
dysgalactiae, 0,4% Leveduras, 0,08% Hafnia spp., 0,1% Pseudomonas, 0% Serratia spp.. E, em
contrapartida, 3259 agentes foram isolados no periodo de estiagem, sendo 26% Staphylococcus Coagulase
Negativa, 19,1% S. aureus, 13,6% S. agalactiae, 13% Corynebacterium spp., 8,5% Bacillus spp., 4,4%
Klebsiella spp., 5,9% S. uberis, 3,8% E. coli, 1,9% Streptococcus spp., 2% Prototheca spp., 1% S.
dysgalactiae, 0,4% Leveduras, 0,1% Hafnia spp., 0,1% Pseudomonas, 0,09% Serratia spp..

Staphylococcus Coagulase Negativa foram destaque em todas as analises. As pesquisas de
espécies de Staphylococcus diferentes do S. aureus, quando relacionados com estudos a respeito da
mastite, foram, por muitos anos, negligenciadas, entretanto, atualmente sdo aceitos como importantes
patégenos causadores de mastite bovina (VALMORBIDA, 2017). Diante do apresentado na pesquisa,
ressalta-se a importancia da identificacdo desses patdgenos, visto que sua ocorréncia é relevante e o seu
conhecimento auxilia no tratamento, controle e prevencao eficientes. Somado a isso, 0 S. aureus € o0 agente
infeccioso mais presente nos rebanhos leiteiros mundiais (ABEBE et al., 2016) e esta bastante presente nas
propriedades assistidas. Sua alta ocorréncia se deve ao fato de ser um agente contagioso adaptado a
glandula mamaéria e de dificil erradicagdo (VALMORBIDA, 2017).

Streptococcus também s&o importantes patégenos capazes de causar danos a saude dos animais,
sendo o S. agalactiae de carater contagioso e 0 S. uberis (VALMORBIDA, 2017). Em virtude disso, nota-se
gue ambos os Streptococcus foram isolados em diversas propriedades, sendo o S. agalactiae o mais
predominante na pesquisa.

Dentre os demais patégenos diagnosticados, destacam-se ainda o Corynebacterium spp., Klebsiella
spp. e a Escherichia coli. Ambos foram isolados em grande parte das propriedades estudadas e, de acordo
com Oliveira et. al. (2011), a frequéncia obtida do isolamento desses patdgenos pode ser de 5 a 56% para
Corynebacterium spp. e de 0 a 3,5% para Escherichia coli. A partir disso, na pesquisa foram constatados
12,30% para Corynebacterium spp. e 4,09% para Escherichia coli, estando o dltimo agente, por sua vez,
com um percentual de ocorréncia maior que o intervalo esperado.

CONCLUSOES:

A partir dos dados obtidos e processados e, considerando a relevancia da mastite para a sanidade
do rebanho e para a lucratividade da atividade leiteira, conclui-se que o isolamento de agentes causadores
de mastite € uma importante ferramenta de manejo, visto que, o conhecimento de suas etiologias e
patogenias auxiliam no diagnéstico, tratamento, controle e prevencao da afeccao.
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