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A mastite bovina é uma doencga inflamatéria
multifatorial da glandula mamaria que tem um
impacto econdmico significativo na industria de
laticinios, resultando em altos custos de tratamento,
perda da produgdo e da qualidade do leite, além de
efeitos adversos sobre a satde e o bem-estar das
vacas. Este estudo teve como objetivo identificar os
agentes causadores da mastite clinica em uma

propriedade rural em Coérrego Fundo-MG, Brasil, e
determinar a fonte de infec¢do. Analises
microbiologicas foram realizadas em amostras de
leite de vacas com mastite clinica, bem como de
varios locais dentro do ambiente da fazenda,
utilizando o  meio de cultura SmartColor®
(OnFarm) para identificar os microrganismos
presentes em cada amostra. Os resultados
demonstraram que Streptococcus dysgalactiac e
Escherichia coli foram os  principais agentes
causadores da mastite clinica e foram os mais
frequentes no ambiente analisado. A presenca
desses patogenos indica inequivocamente que a
questdo da mastite nesta fazenda ¢ provavelmente
ambiental. Isso pode ser atribuido ao
comportamento dos agentes envolvidos, a forma
como a mastite se manifesta e a identificacdo dos
patogenos no ambiente da fazenda.

Escherichia coli, Glandula
mamaria, Leite, Mastites ambientais, Streptococcus
dysgalactiae.

A mastite ¢ uma inflamacdo da glandula mamaria comumente causada por uma infec¢ao

multifatorial, na qual as bactérias sdo responsaveis pela maioria dos casos. A complexidade da doenca
estd relacionada a inflamagao e a intensidade da patologia, que estdo relacionadas ao ambiente externo,
a patogenicidade dos agentes infecciosos e a condi¢do do animal (Bressan, 2000).

(2007), a mastite tem um impacto econdmico significativo nos rebanhos leiteiros, levando ao
aumento dos custos de producdo devido aos gastos com medicamentos, servigos médicos veterindrios,
descarte de leite e animais, altas exigéncias de mao de obra e diminui¢do da produg¢do de leite. Além
disso, a imunidade da vaca diminui, tornando-a suscetivel a varias doengas. A mastite, se nao tratada,
a condicdo pode ser fatal.

Existem duas formas de manifestagdo da mastite, clinica e subclinica (Adkins e Middleton,
2018). Na apresentagao clinica, as alteragdes sdo classificadas em graus. Em casos leves, alteracdes no

leite, como presenga de coagulos, sangue, coagulacao e alteragdes de cor sdo perceptiveis. Em casos
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moderados, sinais classicos de infec¢ao do ubere estao presentes: dor, inchago, vermelhidao e elevacao
da temperatura local, juntamente com modificagdes no leite. Sinais sist€émicos também podem
aparecer, com a vaca apresentando sintomas graves como febre, letargia, desidratagdo, perda de apetite
e reducao da produgao de leite (Bradley, 2002).

O teste do copo de fundo escuro, também conhecido como teste do copo de tira, ¢ um método
de diagndstico visual extremamente importante para identificar alteragcdes no leite na primeira corrente
de leite. Esse exame permite a observagdo de coagulos, sangue, coagulagdo, anormalidades de cor,
além de anormalidades de textura, como leite aquoso. Em algumas fazendas, devido ao alto rendimento
de ordenha, os produtores adaptaram esse teste adicionando piso de borracha preta a area de ordenha,
juntamente com boa iluminagao, para facilitar o diagnostico (Santos e Fonseca, 2019).

Por outro lado, a mastite subclinica carece de alteragdes clinicas (Santos e Fonseca, 2019).
Nessa forma de manifestagao, ha uma redugdo acentuada na produtividade e na qualidade do leite, pois
a contagem de células somaticas (CCS) excede o valor saudavel para a glandula mamaria: a CCS >
200.000 células/ml (Gongalves et al., 2018). O diagnostico pode ser realizado por meio da contagem
eletronica de células somaticas e do California Mastitis Test (CMT), que avalia a CCS por meio da
avaliacdo da viscosidade do leite ao reagir com uma solugao reagente (Schalm e Noorlander, 1956).

Esse tipo de manifestacdo € o mais preocupante, pois age silenciosamente, resultando em perda
de 70% de toda a producao do rebanho, enquanto a mastite clinica responde por apenas 30% (Santos,
2001). (2018), Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus, Mycoplasma spp.

Existem dois reservatdrios principais para esses microrganismos, relacionados ao método de
transmissdo de cada agente. Os patdgenos contagiosos residem principalmente nos tUberes de vacas
com ou sem mastite, levando a contaminagao, principalmente durante a ordenha (Costa, 1998). Além
disso, as maos dos ordenhadores, os panos multiuso utilizados para a secagem dos tetos e a higiene
incorreta da ordenha sdo outras fontes significativas de infec¢ao (Santos e Fonseca, 2000).

As mastites ambientais estdo frequentemente associadas a ocorréncias clinicas. Os principais
agentes envolvidos sdo coliformes (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.) e
estreptococos ambientais (Streptococcus uberis, S. dysgalactiae). O foco de transmissdo ¢ o ambiente
de vida do animal, particularmente onde a umidade e a matéria organica (como lama e esterco) estao
presentes (Santos e Fonseca, 2019).

Considerando todos os pontos supracitados, o objetivo deste estudo foi identificar, por meio de
analises microbiologicas, os microrganismos causadores de mastite clinica em uma propriedade rural
no municipio de Corrego Fundo-MG e determinar as possiveis fontes de infeccdo dos casos de mastite

bovina identificados.
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O estudo foi realizado de margo a abril de 2023 em uma propriedade leiteira com 254 vacas em
lactagdo, localizada no municipio de Corrego Fundo-MG. A fazenda opera sob o sistema Compost
Barn, um sistema intensivo onde as vacas sdo alojadas em um celeiro ventilado com alimentagao
controlada. Quando bem manejado, esse sistema pode proporcionar grande conforto para os animais e
até mesmo reduzir sua exposi¢do a patdgenos, além de melhorar a limpeza das vacas, o que,
posteriormente, pode diminuir as taxas de mastite (Janni et al., 2007).

O controle da mastite na fazenda ¢ realizado pela equipe da fazenda durante a ordenha. Isso ¢
conseguido identificando codgulos no leite usando o teste do copo de fundo escuro e avaliando as
mudangas na viscosidade usando o California Mastitis Test (CMT). Posteriormente, as vacas que
apresentam sinais de mastite sdo segregadas, e amostras de leite sdo coletadas para cultura
microbioldgica. A cultura ¢ realizada pelo método SmartColor® streak plate (OnFarm, Piracicaba,
Brasil), envolvendo trés meios cromogénicos diferenciais (triplaca) para identificar patdgenos
causadores de mastite. A identificagcdo ¢ baseada nas caracteristicas, tipo e cor das coldnias formadas.
Essa abordagem ¢ adequada e vantajosa para a cultura microbioldgica na fazenda devido ao seu custo-
efetividade, resultados rapidos (24 horas de incubacdo) e natureza amigavel para o pessoal da fazenda

(Santos e Fonseca, 2019) (Tabela 1).

Tabela 1. Descri¢do da apresentagdo de microrganismos causadores de mastite apos crescimento em meio de cultura
SmartColor®.

Fase de crescimento

Microrganismo

Descrigdo:

SmartColor 1

Streptococcus uberis

Azul metalico escuro

Enterococcus spp. Roxo

Lactococcus spp. Rosa claro
Streptococcus agalactiae / Azul turquesa/
Streptococcus dysgalactiae Azul claro

Outros Gram positivos nao
Staphylococcus sp.

Outras cores

Escherichia coli

Roxo/Vinho

Klebsiella spp., Enterobacter spp.,

Azul escuro

SmartColor 2
Serratia spp. Verde azul-claro
Pseudomonas spp. Verde-amarelado
Levedura e Pequeno, branco-acinzentado e
Prototeca spp./ seco
SmartColor 3 Staphylococcus aureus Rosa

Staphylococcus nao aureus

Outras cores

Adaptado de: Albuquerque, 2021.
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Assim, as vacas que apresentaram mastite clinica foram segregadas, identificadas pela presenca
de codgulos visualmente detectaveis no teste do copo de fundo escuro. Apds a segregacio das vacas
doentes, amostras de leite de cada animal foram coletadas de forma asséptica, descartando-se os trés
primeiros jatos de leite. As amostras foram adequadamente refrigeradas (<7°C) e transportadas em
caixas isoladas para o Laboratdorio de Microbiologia do UNIFOR-MG. Todo o processo foi
cuidadosamente executado para preservar a integridade da amostra durante o transporte e garantir a
confiabilidade dos resultados obtidos.

As amostras de leite foram inoculadas assepticamente com swabs estéreis em capela de fluxo
laminar, usando o método SmartColor® streak plate. Posteriormente, as amostras foram incubadas a
37°C por 24 horas para garantir a integridade e pureza das amostras, proporcionando condigdes 6timas
para o crescimento dos microrganismos presentes.

Ap6s a inoculagdo, foram realizadas leituras em placa para identificagdo do agente causador da
mastite, seguindo a tabela acima (Tabela 1). Foram feitas anotagdes para cada animal positivo,
detalhando os respectivos microrganismos encontrados ¢ seu modo de contagio.

No dia seguinte, uma nova coleta foi realizada com base no agente causal identificado, com o
objetivo de confirmar o foco de infeccdo, utilizando o mesmo protocolo de inoculagdo citado acima.
Os pontos de coleta na fazenda foram baseados em Santos e Fonseca (2019), que afirmaram que a
mastite ambiental tem origem no entorno. Para tanto, foram realizadas anélises em lotes especificos
do Celeiro de Compostagem, onde residem vacas produtivas. Varios pontos de ordenha também foram
examinados, incluindo copos de teto, esteiras e recipientes de coleta, para identificar potenciais agentes
contagiosos, alinhando-se a afirmag¢ao de Costa (1998). Os pontos amostrados estdo descritos na Tabela

2.

Tabela 2. Pontos de coleta no ambiente analisado e numero de repetigdes.
Pontos de coleta Repeti¢oes
Mastite vaca lote 2
Lote de vacas de alta producio
Vaca CCS alta lote 1
Vaca CCS alta lote 2
Copo sujo de teto
Copo de teto limpo
Esteira para sala de ordenha
Coletor

[\SRI\SRL ORI SRR SR S

As leituras das placas também seguiram a interpretacao da tabela apresentada (Tabela 1).

Ao longo do experimento, observou-se a ocorréncia de mastite clinica em 15 vacas (5,9%)

durante um periodo de dois meses. Essa observagado foi confirmada pela presenga de coadgulos no teste
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do strip cup. A incidéncia mensal de mastite foi de aproximadamente 2,95%, estando dentro da taxa
aceitavel. Segundo Santos e Fonseca (2019), a taxa aceitavel para esse rebanho de 254 vacas ¢ de
3,54% ao més, pois descreveram que para cada 100 vacas, uma taxa aceitavel fica entre 3-4%.

Todas as amostras de leite com mastite foram plaqueadas em estrias, revelando o crescimento
de Streptococcus agalactiae / Streptococcus dysgalactiae € Escherichia coli. Os microrganismos
identificados sdo agentes causadores de mastites ambientais. Esses agentes etioldgicos sdo encontrados
predominantemente no ambiente em que as vacas estdo expostas. Os resultados obtidos neste estudo
estao de acordo com os achados relatados por Bradley (2002), que destacou a presenca desses agentes
como as principais causas de mastite clinica em propriedades leiteiras.

Dando continuidade ao experimento, dois conjuntos de analises ambientais foram conduzidos
para avaliar o crescimento de microrganismos em pontos estratégicos da propriedade. Como mostrado
na Tabela 3, foram encontrados 43 microrganismos: Staphylococcus non-aureus (27,9%) - 12/43,
Streptococcus agalactiae / Streptococcus dysgalactiae (23,25%) - 10/43, Escherichia coli (18,6%) -
8/43, Streptococcus uberis (16,28%) - 7/43, Staphylococcus aureus (4,65%) - 2 /43 , Pseudomonas
spp (2,32%) - 1/43 e Outros Gram-negativos (2,32%) - 1/43.

Tabela 3. Agentes etiologicos identificados em diferentes locais de coleta nos dois conjuntos de analises do estudo
utilizando o meio de cultura SmartColor®.
Site de coleta Agentes etiologicos encontrados no

Agentes etiologicos encontrados na

1?* analise

2% analise

Mastite vaca lote

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Escherichia coli
Staphylococcus ndo-aureus

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus nao-aureus

Lote de vacas de alta produgio

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus nao-aureus

Outros Gram negativo

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus nao-aureus

Vaca CCS alta lote 1

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis
Escherichia coli
Staphylococcus ndo-aureus

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis
Escherichia coli

Vaca CCS alta lote 2

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis
Escherichia coli
Staphylococcus ndo-aureus

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus uberis
Escherichia coli

Copo sujo de teto

Staphylococcus ndo aureus
Escherichia coli

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus aureus
Staphylococcus ndo-aureus

Copo de teto limpo

Streptococcus uberis

Sem crescimento

Esteira para sala de ordenha

Streptococcus uberis
Escherichia coli
Staphylococcus ndo aureus
Pseudomonas spp.

Streptococcus uberis
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Staphylococcus ndo-aureus

Coletor

Klebsiella spp.
Pseudomonas spp.
Staphylococcus ndo-aureus

Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae
Staphylococcus ndo-aureus
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Staphylococcus non-aureus estd presente em aproximadamente 28% (12/43) dos
microrganismos do ambiente analisado. Segundo Santos (2011), esse grupo esta amplamente difundido
entre os rebanhos leiteiros, embora ndo esteja associado a casos clinicos de mastite na propriedade
estudada, por ser um agente contagioso relacionado a mastite subclinica.

Um estudo realizado no Egito por El-Diasty et al (2019) revelou uma alta taxa de resisténcia
desse patogeno a varios tipos de antimicrobianos, incluindo alguns betalactamicos e cefalosporinas,
comumente usados para o tratamento da mastite. Portanto, a adog¢ao de medidas rigorosas para prevenir
a mastite causada por espécies de Staphylococcus coagulase negativa ¢ crucial, uma vez que esses
agentes contagiosos possuem alta prevaléncia e capacidade de persisténcia (Supré et al., 2011).

Streptococcus agalactiae e Streptococcus dysgalactiae representam uma parcela significativa
de 23,25% (10/43), confirmando a origem de um desses problemas em questdo. Streptococcus
agalactiae ¢ um patdgeno altamente contagioso (Fonseca et al., 2023). Embora o agente ndo seja
confirmado apenas pela cultura OnFarm, Radostitis et al (2007) afirmam que a maioria dos casos de
mastite causada por esse agente etioldgico € subclinica, com casos esporadicos de mastite clinica.

(2016) realizaram um estudo em um rebanho na Tailandia e relataram uma baixa taxa de cura
espontanea para vacas com mastite infectada por S. agalactiae. Além disso, rotinas bésicas de ordenha
sdo eficazes na eliminagdo do microrganismo, como pos-imersdao e limpeza de equipamentos. Isso
corrobora os achados deste estudo, em que o mesmo agente contagioso ndo foi encontrado em copos
de teto limpos (Tabela 3), atestando que o rebanho provavelmente esta infectado por agentes
ambientais.

Portanto, vacas positivas na propriedade provavelmente estdo contaminadas com Streptococcus
dysgalactiae, uma vez que este microrganismo ¢ ambiental e esteve presente em 100% dos lotes de
celeiros analisados (4/4) (Tabela 3). (2022) isolaram 17,81% desse agente etiologico em amostras de
leite e enfatizaram a importincia do manejo adequado do ambiente de vida das vacas, uma vez que
esse microrganismo ¢ originario do entorno das vacas.

A alta incidéncia deste microrganismo ambiental estd provavelmente relacionada ao Celeiro de
Compostagem, muitas vezes associado a alta umidade do leito onde as vacas sdo alojadas. Isso se
alinha com Fonseca et al (2023), que relacionaram a alta incidéncia de estreptococos ambientais com
umidade e temperatura elevadas no confinamento. Esses sdo pardmetros cruciais que devem ser
controlados diariamente e ligados a higiene do ubere, reduzindo posteriormente o nimero de casos de
mastite causada por esses microrganismos.

Escherichia coli foi o segundo microrganismo ambiental mais frequente na propriedade,
correspondendo a 18,6% dos resultados (8/43). (2006) afirmam que esse microrganismo também ¢
oportunista, responsavel pela manifestacdo clinica da doenca. A gravidade clinica € estabelecida nao

apenas pelo agente em si, mas também por sua relagdo direta com o estado sanitario da vaca.
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Santos e Fonseca (2019) descreveram a transmissao desse agente por meio do contato das com
a matéria organica, pois esse patogeno se multiplica naturalmente em ambientes ricos em esterco. Isso
se alinha as observacdes de Wenz et al (2006) de que a manifestagdo ¢ predominantemente clinica,
geralmente de curta duragdo, com gravidade dos sintomas dependendo da imunidade da vaca.

Além dos dois estudos acima, segundo Wilson et al (1999), a mastite causada por esse agente
apresenta alta taxa de cura espontanea (>85%), principalmente quando a imunidade do animal esté
adequada. No entanto, o tratamento ¢ recomendado em casos agudos da doenga, quando sepse e
toxemia estdo presentes, representando um risco iminente para a saide animal (Langoni, 2017).

O microrganismo Streptococcus uberis foi responsavel por 16,28% (7/43) dos microrganismos
encontrados no estudo. (2019), em sua pesquisa, encontraram esses microrganismos em 50% dos
ambientes analisados (4/8), destacando a natureza ambiental do agente. Além disso, S. uberis
contagiosa também foi encontrada, como neste estudo, indicando a presenca do agente em copos de
teto limpos apos a desinfec¢do completa da ordenha. Assim, abordagens ambientais e de controle
contagioso sdo necessarias para esse agente.

O agente contagioso Staphylococcus aureus foi detectado em 4,65% (2/43) dos resultados. Ha
uma preocupacao significativa com esse microrganismo, pois ¢ um dos patdégenos mais frequentes
envolvidos na mastite subclinica, além de ter alto potencial de formagao de biofilme e ser resistente a
diversos antimicrobianos (Souza et al., 2020; Damasceno et al., 2020). No entanto, o protocolo de
limpeza do equipamento de ordenha nesta propriedade mostrou-se eficaz, uma vez que essa bactéria
ndo apareceu apos a sanitizacao.

Portanto, a adversidade da mastite neste estudo agricola se alinha ao trabalho de Rohling e
Rangrab (2021), comprovando a relacdo entre o uso de sistemas intensivos de producdo e a maior
prevaléncia de agentes ambientais associados a mastite. (2015) verificaram que a umidade e a
densidade do leito estdo intimamente ligadas a ocorréncia de mastite ambiental, sendo que coliformes
e estreptococos ambientais costumam ser os principais patégenos envolvidos. Além disso, Santos e
Fonseca (2019) identificaram coliformes e estreptococos ambientais como as principais causas de
mastite associada a sistemas intensivos de producao utilizando cama orgénica, como o Celeiro de

Compostagem.

Os agentes etiologicos responsaveis pela mastite clinica identificados neste estudo foram
Streptococcus dysgalactiae e Escherichia coli. Estes patdgenos foram encontrados em todo o ambiente
analisado, indicando conclusivamente que o problema de mastite nesta propriedade durante o periodo
amostrado ¢ de natureza ambiental. Isso ¢ atribuido ao comportamento dos agentes envolvidos, a forma

como a mastite se manifesta e a identificacao de patégenos no ambiente.
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