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RESUMO A mastite ¢ uma enfermidade infecciosa de carater cronico ou agudo do ubere, com impactos a saude e longevidade
de producdo dos animais e impacto financeiro, podendo ter origem multifatorial, causada por diversos microrganismos. O es-
tudo consiste em uma pesquisa experimental almejando obter a prevaléncia dos agentes causadores de mastite em uma granja
leiteira no interior do Espirito Santo. Foram coletadas 304 amostras (98,06%) de leite total dos animais em lactagao (310),
sendo realizada de forma individual ap6s assepsia prévia dos tetos lactantes em tubos estéreis identificados. Apos a coleta, cada
amostra foi armazenada sob refrigeragdo em caixa isotérmica para posterior semeadura em meios de cultura cromogénicos
SmartColor 2, OnFarm®, Piracicaba, Brasil, ¢ alojados em estufa. 24 horas apo6s o procedimento, foi possivel obter diagndstico
de cada animal, através dos aspectos visuais das colonias, identificadas pelo aplicativo utilizado. Destes, 172 animais (57%)
foram positivos a presenga de agente(s). O agente Streptococcus Uberis esteve presente 64/258 (24,81%), o mesmo encontrado
para Staphylococcus ndo aureus 64/258 (24,81%), seguido por Staphylococcus Aureus 30/258 (11,63%), outros gram-negati-
vos 27/258 (10,47%), Streptococcus Agalactiae/Dysgalactiac 26/258 (10,08%) e outros gram-positivos 14/258 (5,43%). Além
disso, foi possivel observar o crescente valor de contagem de células somaticas (CCS) com o avangar do niimero de lactacdes.
Diante dos resultados encontrados, pontua-se que através do meio de cultura na fazenda ¢ possivel monitorar a prevaléncia dos
agentes causadores de mastite, permitindo 13 estabelecer medidas de profilaxia e tratamento, promovendo satide e bem estar
aos animais produtores de leite.
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INTRODUCAO diminui¢@o dos danos causados, tanto para o animal aco-

metido, quanto para o produtor (Maiochi et al., 2019;

A mastite bovina ¢ uma enfermidade multifato-  Massote et al., 2019). A cultura microbiolégica se torna

rial que possui grande importancia na bovinocultura lei-  grande aliado ao diagnéstico definitivo da enfermidade.

teira, devido aos grandes impactos econdmicos gerados  Al¢m disso, é possivel através dela, isolar e identificar o

(Massote, et.al, 2019). patogeno responsavel pela infec¢do. Entretanto, se asso-

A realizagdo do diagnostico precoce auxilia na  cjado ao antibiograma, hé a possibilidade de avaliar a sen-
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sibilidade do agente frente aos mais diversos antibioticos
(Fonseca et al., 2021).

Diante do exposto, o presente estudo busca mo-
nitorar e identificar a prevaléncia dos agentes causadores
de mastite presente em um rebanho bovino, favorecendo
a elaboragdo de estratégias no manejo do rebanho, bem
como a implementagdo de protocolos de tratamento de

forma mais efetiva.

MATERIAL E METODOS

Coleta e Processamento de Amostra

O estudo consiste em uma pesquisa experimental
cujo intuito € estabelecer a prevaléncia dos agentes cau-
sadores de mastite em uma granja leiteira no interior do
Espirito Santo. A propriedade adota a produgdo em con-
finamento através do sistema Free Stall com camas in-
dividuais de areia. Além disso, sdo realizados protocolos
nutricionais, sanitarios e reprodutivos. Entretanto, os ani-
mais sdo ordenhados trés vezes ao dia através de ordenha
mecanica. No momento da pesquisa, encontravam se 310
animais em estagio de lactagdo. Destes, 304 foram estu-
dados por ndo possuirem tratamento ativo com antibioti-
co.

Realizou-se uma tnica coleta individual dos ani-
mais em um mesmo dia durante o fluxo normal de orde-
nha. As amostras foram obtidas por meio de ordenha dos
tetos funcionais e acondicionadas em tubos estéreis, sen-
do posteriormente destinadas ao laboratorio da fazenda
para inoculag@o em placas de cultura microbiologica for-
necidas por SmartColor 2, OnFarm®, Piracicaba, Brasil.

Quanto ao fluxograma, houve o posicionamento
dos animais em sala de ordenha em fluxo normal de roti-
na, sendo realizado o pré-dipping com o produto DeLaval
Prima™, e teste de caneca de fundo preto, com o objetivo

de identificar casos clinicos de mastite. Foi realizado a as-
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sepsia dos tetos funcionais com lengo umedecido - alcool
swab isopropilico 70%. Coletou-se a amostra individual
de leite através de ordenha manual de cada teto, em vo-
lume total de 6ml por animal, acondicionadas em tubo
estéril e identificado, sendo alocadas em caixa térmica
com gelo gel reutilizavel. O fluxo de ordenha se manteve
de modo tradicional, sendo finalizada com a realizacao
do pds-dipping dos tetos com o produto DeLaval Della

Barrier™.
Cultivo e Analise Microbiologica

As amostras foram destinadas a cultivo micro-
bioldgico no mesmo dia da coleta. Foram inoculadas em
trés meios distintos de cultura seletivos: a) Streptococcus
spp. (CHROMagar, Franga), b) Staphylococcus aureus e
Sthapyloccus spp. (CHROMagar, Franga) e c). Bactérias
Gram-negativas e Levedura/Prototheca spp. (Mastitis
GN, CHROMagar, Franca).

Com o aplicativo (APP) SmartColor 2, On-
Farm®, Piracicaba, Brasil, foram cadastradas as placas
através de seu Qr Code. Por haver divisdes fisicas, foi
possivel a semeadura de amostra de dois animais em uma
Unica placa. Seguido a isso, foram cadastrados na placa
através do APP a identificagdo do niimero dos animais
que tiveram suas amostras semeadas.

Seguido a isso, as placas semeadas foram acon-
dicionadas em estufa a 37°C por 24h. Apods o tempo de
cultivo, foi realizada a leitura das placas, baseadas no
crescimento ou nao, de colonias. Inicialmente, foi reali-
zada a leitura do Qr Code de cada placa através do APP.
Feita a leitura, o aplicativo fornece os dados referentes
aos animais previamente cadastrados.

As placas, uma a uma, foram posicionados em
plataforma propria fornecidas pela SmartColor 2, On-
Farm®, Piracicaba, Brasil, sendo realizada a leitura atra-

vés da camera do telefone via aplicativo. Nesse momento,
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0 APP realiza a identificagdo das caracteristicas da colo-
nia, trazendo assim, o (s) agente (s) presente (s). Os dados
coletados foram compilados por meio de planilhas, sendo
identificados com nome do animal, data de coleta, nume-
ro de lactagdes por animal, nimero de CCS (Contagem de
células somaticas), agente(s) encontrado(s), assim obten-
do diagndstico individualizado dos agentes.

O ntimero de CCS foi compilado através do for-
necimento dos mesmos pela propria granja leiteira, sendo
que estes dados foram obtidos de forma oficial, minimi-
zando possiveis erros de resultados. Com registro de to-
dos os dados foi possivel a realizacdo da interpretagdo e
correlagdo de dados, gerando assim resultados estatisticos

de significancia para este trabalho
Analise Estatistica

Os dados foram analisados quando a normalidade
utilizando o teste Shapiro-Wilk, e avaliados intergrupos
utilizando o teste One-way ANOVA para dois ou mais
grupos com variaveis unicas, e o teste Two-way ANOVA
para dois ou mais grupos com variaveis duplas. Foi consi-

derado diferenca significativa valores de p<0,05.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A fazenda no qual se conduziu o estudo, possuia
no ato da coleta 310 animais em estagio de lactacdo. Po-
rém, com os critérios de exclusdo, procedeu-se a coleta
de amostras de 304 animais, o que representa 98,06%
dos animais em estagio de lactacdo. Destes, 172 animais
(57%) foram positivos a presenga de agente(s). A analise
em questao esta evidenciada na tabela 1.

O resultado em questdo corrobora com a pesquisa
realizada por Melo et.al (2020), onde que foram encontra-
dos positividade a agentes potenciais causadores de mas-
tite em 53,3% dos animais em sua pesquisa.

Por ser subdivida em trés meios de cultura distin-
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tos, a placa de cultivo permite o isolamento e identifica-

Tabela 1. Numero total de animais avaliados, em comparativo
com a quantidade de agentes positivos encontrados, seguido do
respectivo percentual representativo do valor da quantidade de

€90

agentes positivos no “n” amostral.

Animais Avaliados Positivos a A (s) Per | Positivado (%)

304 172 57%

¢do de mais de um agente por animal, caso exista (Tabela
2 e figura 1).

Em um estudo que buscava caracterizar agen-
tes causadores de mastite, Souza e colaboradores (2009)
apontam que do total de amostras observadas crescimento
bacteriano, apenas 15,5% destas apresentavam infecgao

mista, ou seja, por mais de um agente, sendo entdo resul-

Tabela 2. Animais com 0,1,2 ou 3 microrganismos, quantida-
de de animais respectivamente relacionado com a quantidade
de agentes pelo mesmo, valor percentual referente a quantida-

de de animais com 0,1,2 ou 3 microrganismos.

Descricao Quantidade Percentual
Nenhum 94 30,92%
microrganismo
1 microrganismo 100 32,90%
2 microrganismos 69 22,70%
3 microrganismos 29 9,54%
Contaminacgéao de 12 3,94%
amostras
Total de animais 304 100%

Figura 1. Apresentagdo da quantidade de animais e quantida-
de de agentes diagnosticados individualmente.
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tados proximos ao encontrado na presente pesquisa. Se-
gundo Bettanin et.al (2019), obtiveram 37,85% de amos-
tras com dois tipos de patogenos, 15,15% a mais do que o
encontrado no presente estudo.

Constatou-se no estudo em questdo, uma diversi-
dade de microrganismos potenciais causadores de masti-
te identificados. Para melhor visualizagao, a distribui¢do
dos agentes esta presente na tabela 3 e na figura 2.

A contaminagao de placas pode acontecer durante
todo o processo de manuseio das amostras, porém, diver-
sas sdo as técnicas adotas para diminui¢do dos numeros

de placas contaminadas. Ao se analisar os resultados en-

Tabela 3. Demonstragdo dos diagnosticos obtidos através do
OnFarm®, seguido da quantidade encontrada de cada agente e

o valor percentual representativo.

Streptococcus Ub 64 24.81%
eris
Staphylococcus 64 24.81%
Nio-Aureus
Staphylococcus 30 11,63%
Aureus
Outros gram- 27 10,47%
negativos
Streptococcus 26 10.08%
Agalactiae/Dysgal
actiae
Outros gram- 14 5,43%
positivos
Contaminagdo 12 4,65%
Lactococcus 5 1,94%
Proteca 3 1,16%
Levedura 3 1,16%
Klebsiella spp. 2 0,78%
Escherichia Coli 2 0,78%
Pseudomonas 1 0,39%
spp.
Total 258 100,00%
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Figura 2. Correlagdo dos agentes encontrados e quantidade de

diagnosticos obtidos por agente.
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contrados, € notavel que 4,65% das amostras tiveram con-
taminacdo identificada, resultado inferior ao encontrado
por Souza et.al (2009), no qual obtiveram em sua pes-
quisa, a contaminacgdo de 5,8% das amostras cultivadas.
Além disso, o resultado ¢ inferior ao pontuado por Betta-
nin et.al (2019), que encontraram 19,8% de suas amostras
contaminadas.

Santos (2006) pontua que os principais microrga-
nismos isolados em casos de mastite sao staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae e Streptococcus dysga-
lactiae, Streptococcus uberis, bem como Corynebacte-
rium spp. e Escherichia coli, achados esses, semelhantes
ao encontrado na presente pesquisa.

As enterobactérias, microrganismos de carater
ambiental, representadas na pesquisa por E.coli e Kleb-
siella spp, somaram juntas, o total de 1,56% dos micror-
ganismos encontrados. Valor esse, inferior ao encontrado
por Costa et al. (2008), que obtiveram em sua pesquisa
o total de 3,62% para as Enterobactérias. Santos (2006)
pontua que a infec¢do por E. coli normalmente acontece
de forma grave, pois em muitos casos culmina em mani-
festagdo aguda da mastite clinica decorrente de toxinas
circulantes.

Comumente, os casos de mastite por enterobac-

térias estdo associados a infecgdes no proprio ambiente,
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sendo que as principais formas de contaminag@o sdo o
contato com lama, umidade e fezes de animais (Santos,
2006). Na presente pesquisa, apenas dois animais foram
positivos a E.coli e dois animais positivos a Klebsiella
spp, indicando que o manejo realizado na manutencao das
camas dos animais mostra-se eficiente contra infecgdes
ambientais dos referidos microrganismos.

Os dados encontrados na presente pesquisa sao
inferiores ao encontrado por Salina et.al (2006) de forma
expressiva, uma vez que obtiveram um total de 76,6% de
amostras positivas a E.coli, um valor de 98,2% superior
ao encontrado no presente estudo.

Staphylococcus nao-aureus (SNA) também sdo
conhecidos como Staphylococcus coagulase negativo,
sdo patogenos de alta prevaléncia nos casos de mastite.
Comumente habitam o canal do teto. Sdo infecgoes de
baixo impacto, alterando pouco a composicao e qualidade
do leite, podendo apresentar aumento de CCS. Normal-
mente acontecem no pré-parto, sendo necessario boa ma-
nutencao de higiene das instalagdes. Apresentam alta taxa
de cura espontanea (Tomazi, et.al, 2015). No entanto, o
presente estudo encontrou alta taxa de prevaléncia para
SNA (24,81%), sendo um indicativo de falhas no manejo
sanitario das instalagdes de pré-parto.

Brito et.al (2001) pontuam que a espécie Sta-
phylococcus aureus ¢ a mais prevalente nas infeccdes de
vacas leiteiras. Animais portadores do microrganismo em
questdo podem constituir uma forma de infec¢ao perma-
nente, que pode persistir durante toda a lactagao (Ferreira
et.al, 2006). E pontuado ainda que S. aureus estd presente
em aproximadamente 50% das infecgdes mamarias em
bovinos leiteiros.

Comumente, S. aureus esta alojado na pele do
ubere e nos tetos dos animais. Por este motivo, pode ser
transmitido para os bocais de ordenhadeiras, o que favo-
rece a sua disseminagdo no ato da ordenha (Santos, 2006).

Tal fator ressalta a importancia do bom manejo durante a
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ordenha, tanto para a higiene dos tetos, quanto a mao dos
ordenhadores e com os equipamentos. Além disso, a bac-
téria possui a capacidade de producdo de biofilme, o que
favorece a sua colonizagao.

Na pesquisa feita por Bettanin e seus colaborado-
res (2019), S. aureus contribuiu com 16,42% do total de
isolados, valor este, superior ao encontrado na presente
pesquisa (11,63%). Costa et al (2008) trazem uma impor-
tante informacdo de que a variagdo da taxa de isolamento
de S. aureus no Brasil é entre 8,3% ¢ 49,23%. Ainda neste
sentido, Andrade et al (2009) reforcam que a frequéncia
de isolamento de S. aureus nos rebanhos ¢ entre 17% e
20%. Conclui-se entdo, que as referéncias citadas sdo su-
periores ao encontrado na presente pesquisa (11,63%).

No estudo realizado por Almeida e colegas
(2021), a prevaléncia de Streptococcus Uberis foi de
3,05%, valor expressamente inferior ao encontrado na
atual pesquisa (24,81%). Os autores pontuam que, apesar
da baixa representatividade, o microrganismo em questao
possui grande importancia nos processos infecciosos.

Em contrapartida, Sommerhduser e colaborado-
res (2003) trazem a informagao de que infec¢des causadas
por S.uberis ¢ de 20% a 33% dos casos de mastite pelo
mundo, corroborando ao encontrado no presente estudo
(24,81%). E acrescentado ainda pelos autores que o pato-
geno em questao possui capacidade de sobreviver fora da
glandula mamaria, contaminando as camas e o ambiente
de ordenha, podendo ser isolado ainda no ubere, tetos, va-
gina, narinas dentre outras partes mais.

A frequéncia de isolamento de leveduras na pre-
sente pesquisa foi de 1,16%, valor inferior ao encontra-
do por Costa et al. (2008), onde obtiveram isolamento
de 3,4% para leveduras, em um estudo realizado com
1.710 amostras. Ainda, os autores pontuam que Levedu-
ras normalmente sdo encontradas em equipamentos de
ordenham epitélio dos tetos, e também no ambiente de

ordenha. A baixa porcentagem de animais acometidos no
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presente trabalho ¢ um indicativo de um efetivo manejo
de ordenha na propriedade em questao.

Granja (2020) realizou um estudo para avaliar a
acuracia (Ac) do desempenho de diagnostico de biplaca e
triplaca de meios de cultura cromogénicos (mesma placa
utilizada no presente estudo). A acuraria de avaliacao vi-
sual foi de >87%, tanto para mastite clinica, quanto para
subclinica.

O uso da triplaca Smartcolor 2 permite com que
seja realizada de forma rapida, a identificacdo dos agentes
causadores de mastite, obtendo Ac para mastite clinica e
subclinica de 97% e 96% para S. aureus, 98% e 98% para
S. uberis, 95% e 92% para S. Agalactiae/Dysgalactiae,
97% e 97% Enterococus spp., 95% e 99% para E. coli,
98% e 98% para Klebsiella spp./Enterobacter spp. € 99%
e 100% Levedura e Prototheca spp. (Granja, 2020).

Além disso, foi possivel com o estudo, obter a
distribuicdo dos agentes encontrados, correlacionados
com o numero de lactagdes. Os dados encontram-se ex-
postos na figura 3.

O teste estatistico afirma que existe diferenca sig-

nificativa entre os grupos de lactacdo analisados, com p

Figura 3. - Agentes etioldgicos por lactagéo. As linhas repre-
sentam agentes etiologicos e colunas as lactagdes, teste estatis-

tico Two-way ANOVA.
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100 = Outros gram-positives
Outres gram-negativos

. Staphylococcus ndo aureus
Peaudomonas sp

== Escherichia coli

- Keosisla

== Prototheca ssp.

0 == Lactococeus

- Entarococous

== Sweptococeus agaiactiaeltys
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valor de 0.0183 para colunas (lactagdo). Em resumo, a
estatistica afirma que existe correlacdo entre lactacao e
agentes etiologicos. Os numeros comprovam que ha va-
riagdo estatisticamente significativa entre agentes etiolo-
gicos por lactacao.

E observado que, a maior prevaléncia de S. au-
reus foi em animais de primeira lactagao. Tal informagao
corrobora com o que foi encontrado por Wage e colabo-
radores (1999) em um estudo com animais de primeira
lactagdo, onde foi constatado que o microrganismo mais
isolado foi S. aureus.

A mastite subclinica se caracteriza pela ausén-
cia de alteragdes visiveis no leite e na glandula mamaria,
porém, com alteracdo na contagem de cé¢lulas somaticas
(CCS). A CCS ¢ representada pelas células de defesa do
organismo, e também células de descamacdo epitelial,
sendo assim, indicadores de inflamacgdo da glandula ma-
maria (Barbosa et al., 2002). A CCS entao, se torna um fa-
tor de grande importancia para a identificacdo de mastite
subclinica, sendo usado como referéncia 200.000 células
somaticas/ mL (CS/mL), sendo que, valores acima do su-
pracitado, pode ser considerado como mastite subclinica.

Em contrapartida, Texeira e colaboradores (2019)
informam que o inicio da vida produtiva das vacas primi-
paras (vaca com seu primeiro parto) ¢ marcado por acen-
tuada descamacao epitelial, o que pode favorecer também
o aumento da CCS. E pontuado ainda que, 2 medida que o
numero de lactagdes aumenta, A CCS pode também estar
acompanhando o crescimento, devido a prevaléncia de in-
fecgdes mamarias anteriores, bem como a resposta celular
a grande diversidade de patogenos (Venturini et al.,2007)

Os dados supracitados corroboram com os acha-
dos no presente estudo, onde foi avaliado também a rela-
¢do entre o numero de lactagdes, associados ao numero
de CCS. Os dados obtidos encontram-se disponiveis na
Figura 4.

O teste estatistico afirma que existe diferenca sig-
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nificativa entre os grupos de lactacdo analisados, com p

Figura 4. Representacédo da distribui¢do entre nimero mensu-
rado de CCS ¢ quantidade de lactagdes, de acordo com o relato-
rio individual dos animais, teste estatistico One-way ANOVA.

3000+

2000+

1000+

Células Somaticas (CCS)

] 1 ] ] ]
1% Lac 2% Lac 3% Lac 4% Lac 5 Lac

valor de 0.0002, ou seja, p<0.05. Em resumo, a estatistica
afirma que existe correlagdo entre lactacdo e células so-
maticas. Os nimeros comprovam que quanto mais lacta-
¢des o animal possuir, maior serdo os nimeros de células
somaticas.

E notavel que, com o avangar da idade das vacas
estudadas, identificado pelo nimero de lactagdes, que os
valores de CCS sdo crescentes, corroborando com Maga-
lhaes, et al., (2009) que em seu estudo observou-se que
a CCS demonstra menor valor para animais primiparas,
devido o menor contato destes com os patdogenos. Portan-
to, a medida que as lactagdes se repetem, coincide com

aumento da CSS e aumento da idade dos animais.

CONCLUSAO

Neste presente trabalho, observou-se como resul-
tados que os agentes causadores de mastite podem estar
difundidos em fra¢des variaveis do rebanho de vacas lei-
teiras. Sendo assim os agentes de maior prevaléncia deste
estudo foram, Streptococcus uberis, Staphylococcus au-
reus, Staphylococcus ndo aureus, bem como Streptococ-
cus Agalactiae/Streptococcus Dysgalactiae.

Os valores de CCS correlacionados a quantida-

de de lactagdes, demonstrou-se que, com o avangar da
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idade das vacas estudadas, identificado pelo nimero de
lactacdes, que os valores de CCS sdo crescents. Portanto
o valor de CCS do animal, podera fazer inferéncia a sua
quantidade de lactagoes.

A quantidade de lactagdes relacionada a prevalén-
cia de agentes causadores de mastite, observou-se que o
Staphylococcus aureus, possuiu maior prevaléncia quanto
aos animais em primeira lactagdo, quando comparada aos
demais agentes e demais quantidade de lactagoes.

A deteccao dos agentes através dos meios de cul-
tura utilizado, € uma real opgao para todos os tipos de pro-
priedade. E possivel através dela monitorar a prevaléncia
dos agentes causadores de mastite, o que permite estabe-
lecer medidas de tratamento para agentes especificos, e

ainda, trabalhando opg¢des estratégicas de profilaxia.
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