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RESUMO

A mastite é uma doenca grave que afeta vacas leiteiras, podendo levar ao abate precoce e causar
prejuizos significativos aos produtores e frigorificos. Com diferentes fontes de infeccdo, como
0 ambiente e outros animais do rebanho, a mastite pode ser classificada quanto ao aparecimento
de lesbes, tempo de duragcdo e comprometimento sistémico. Recentemente, a normativa
RIISPOA 2020 trouxe mudancas importantes para a classificacdo e destinacdo de carcagas de
vacas acometidas por mastite, o que reforca a importancia de distinguir macroscopicamente a

mastite aguda da cronica na linha de Ubere dos abatedouros frigorificos sob inspecéo federal.

Para contribuir com essa demanda, um estudo foi realizado em parceria com um abatedouro
frigorifico, analisando caracteristicas macroscopicas que possam auxiliar na distin¢do visual de
mastites cronicas e agudas, aléem de determinar os principais microrganismos causadores de
mastites e estimar a incidéncia de carcacas condenadas. Os resultados revelaram que as mastites
crénicas apresentam tecidos com aumento de rigidez e tecidos fibrosados, com mdaltiplos
abcessos e aumento da espessura da parede, enquanto as mastites agudas apresentam tecidos
edematosos, acimulo de exsudato na cisterna do teto e eritema disseminado. Foi observada uma
maior incidéncia de mastites cronicas e o isolamento de bactérias Gram-positivas, com destaque

para o Staphylococcus aureus.

Os dados obtidos sdo relevantes para a economia, uma vez que as mastites representam um
problema comum em vacas leiteiras de descarte ao abate, podendo afetar significativamente o
lucro dos produtores e frigorificos. Além disso, o estudo contribui para um levantamento
microbioldgico relacionado a mastite de animais de descarte, que ainda € pouco explorado na
literatura cientifica. Em suma, o trabalho realizado traz importantes contribui¢fes para a
compreensdo e o controle da mastite em vacas leiteiras de descarte ao abate, visando garantir a

qualidade da carne e a satde publica.

Palavras-chave: carcaca, glandula mamaria, microbiologia



ABSTRACT:

Mastitis is a serious disease that affects dairy cows, which can lead to early slaughter and cause
significant losses to producers and meatpacking plants. With different sources of infection, such
as the environment and other animals in the herd, mastitis can be classified according to the
appearance of lesions, duration, and systemic involvement. Recently, the RIISPOA 2020
regulation brought important changes to the classification and disposal of carcasses of cows
affected by mastitis, which reinforces the importance of macroscopically distinguishing acute

mastitis from chronic mastitis in the udder line of meatpacking plants.

To contribute to this demand, a study was conducted in partnership with a meatpacking plant,
analyzing macroscopic characteristics that may aid in the visual distinction of chronic and acute
mastitis, as well as determining the main microorganisms causing mastitis and estimating the
incidence of condemned carcasses. The results revealed that chronic mastitis presents tissues
with increased stiffness and fibrous tissues, with multiple abscesses and increased wall
thickness, while acute mastitis presents edematous tissues, accumulation of exudate in the teat
cistern, and disseminated erythema. There was a higher prevalence of chronic mastitis and the

isolation of Gram-positive bacteria, with Staphylococcus aureus being particularly noteworthy.

The data obtained are relevant to the economy, as mastitis represents a common problem in
dairy cows that are discarded for slaughter, which can significantly affect the profits of
producers and meatpacking plants. Additionally, the study contributes to a microbiological
survey related to mastitis in slaughter animals, which is still underexplored in the scientific
literature. In summary, the work done brings important contributions to the understanding and
control of mastitis in dairy cows discarded for slaughter, aiming to ensure the quality of meat

and public health.

Key words: carcass, mammary gland, microbiology
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1. INTRODUCAO

Tendo uma taxa de morbidade em bovinos de 38%, com taxas de descarte de animais
de cerca de 7% e morte de 1% pelas infeccbes (JOBIM et al., 2010) a mastite € uma doenca que
comumente atinge os rebanhos leiteiros, levando a diversas perdas como custos de tratamento
e descarte de animais, além de haver dificuldades de tratamento devido ao fato de ser uma

doenca multifatorial podendo ser causada por virus, bactérias e leveduras.

Estudos referentes a microbiologia no setor de producéo de alimentos sdo de extrema
importancia para a deteccao de patdgenos emergentes no campo da inddstria com importancia

clinica para seres humanos.

Tendo em vista este aspecto e a auséncia de estudos correlacionando bactérias
causadoras de mastites e animais descartados devido a esta infeccdo. Este trabalho preconiza a
identificacdo dos microrganismos encontrados em glandulas mamarias de animais descartados

por mastite.

Além disso, foi realizado um levantamento de dados onde se observou as caracteristicas
macroscapicas das lesdes nas glandulas mamaria e assim sendo realizada a distin¢ao dentre as

lesdes caracterizadas como cronicas ou agudas em animais de descarte.

Essa caracterizacdo € muito importante para os frigorificos sob servico de inspe¢édo
federal. Esta necessidade foi ressaltada devido a alterag@o do artigo 162 do RIISPOA de 2022

que modifica a destinacdo das carcacas com mastite em decorréncia das lesdes apresentadas.

Os estudos realizados com coletas de glandulas mamarias de vacas com mastite em
frigorificos é pioneira nesta area, aliada as novas diretrizes do artigo 162 que preconizam uma
classificacdo cuidadosa da glandula quanto a mastite cronica e aguda, com destinagdes
diferentes para a carcaga, podendo haver um maior aproveitamento das carcagas sem
acometimento sistémico, para isso passa-se a ter maior critério na avaliacdo das glandulas e
necessidade de parametros claros em auxilio desta classificacdo. Por isso a necessidade de

alinhar quais as lesdes associadas como linfonodos alterados
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MASTITE

A ocorréncia de mastite, seja ela clinica ou subclinica, gera grandes prejuizos. Estes
envolvem principalmente o gasto com tratamento, descarte de leite e a reducéo na producéo de
leite, que em muitos casos passam despercebidos aos olhos do produtor (LOPES; LACERDA;
RONDA, 2013).

A mastite é o processo inflamatorio da glandula mamaria, sendo classificada em mastite
clinica e subclinica. A forma clinica é caracterizada por alguns sinais clinicos, tais como: Dor,
edema no Ubere, endurecimento e temperatura dos tetos aumentada, presenca de grumos, pus e
sangue no leite, dentre outras alteragdes fisicas do leite. O animal pode apresentar também

febre, queda na producéo de leite e diminuicdo do consumo de alimento. (LOPES, 2011)

De acordo com a gravidade, pode-se classificar a mastite clinica em 3 escores: 1) leve,
somente alteracdo do leite (grumos, coagulos); 2) moderado, altera¢6es do leite e sintomas no
quarto afetado; 3) grave, além dos sintomas dos escore 1 e 2, a vaca apresenta sintomas
sistémicos (febre, desidratacao, prostracao) (MESQUITA et al., 2019)

A forma subclinica, se caracteriza por alteracdes na composicdo do leite, com aumento
dos teores de cloro, sddio, proteinas do soro, diminuicao dos teores de caseina, lactose e gordura
e aumento da contagem de células somaticas, ndo apresentando sinais claros como na mastite
clinica, porém afetando a producéo e a qualidade do leite (LOPES; LACERDA; RONDA, 2013;
SIMOES; DE OLIVEIRA, 2012)

GONCALVES et al. (2018) avaliaram os registros da Associacdo Paranaense de
Criadores da Raca Holandesa (APCBRH), no periodo entre 2010 e 2015, para determinar a
reducdo na producdo de leite conforme aumento da contagem de células somaticas (CCS). Os
autores verificaram que a partir do limite minimo de CCS, a reducdo na produgéo na primeira
lactacdo foi de aproximadamente 0,68 kg/d no inicio da lactacdo, 0,55 kg/d no meio da lactacdo
e 0,97 kg/d no final da lactacdo. Para as vacas de segunda lactacdo as estimativas foram de 1,47
kg/d no inicio da lactacdo, 1,09 kg/dia no meio da lactacéo e 2,45 kg/d no final da lactacéo. Ja
para vacas de terceira lactacdo as perdas estimadas foram de 2,22 kg/d no inicio da lactagéo,
1,13 kg/d no meio da lactacdo e 2,65 kg/d no final da lactacdo. Além da reducdo na producao
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leiteira, em muitos casos ocorreu a perda de um ou mais quartos mamarios (dos Santos et al.,
2017). A mastite é resultante da acdo de agentes infecciosos, podendo estar envolvidos
diferentes espécies de virus, fungos e principalmente, bactérias. Pode ser causada também por
estresse e lesGes. Porém, a infeccdo por bactérias invasivas e outros microrganismos sdo as
principais causas desta infecgdo (COELHO et al., 2016). De modo geral ela se instaura quando
microrganismos invadem a glandula mamaria, sendo os principais fatores de risco: a
colonizacao da pele e canal do teto, assim como a inversdo de fluxo de leite durante a ordenha
que pode ser causado por flutuacbes de vacuo, ou ainda uso de cénulas contaminadas no
tratamento intramamario (SANTOS; FONSECA, 2019)

De acordo com FOSTER (2013), em mastites causadas por bactérias Gram negativas,
como a Escherichia coli, é mais comum que a doenca se apresente aguda, necrosante e com
severo derrame vascular, podendo em alguns casos ocorrer a liberacdo de toxinas. Sendo
caracterizada pela presenca de edema da glandula mamaria e de areas adjacentes, necrose dos
tecidos glandulares, isolamento de tecido glandular, ressecamento dos tecidos, glandula
mamaria friavel a palpacéo e cercada por uma borda vermelha de hiperemia e hemorragia. A
inflamacdo promove grande efusdo de liquidos fazendo com que a glandula fique bastante

inchada e enrijecida. O leite pode apresentar-se aquoso com presenca de fibrina.

Esta infeccdo também pode ser causada por bactérias gram-positivas, sendo dividida
quanto as lesdes, podendo apresentar-se necrosante aguda e severa ou crénica e supurativa. A
mastite aguda severa, é causada por bactérias Gram positivas necrosantes, como 0
Staphylococcus aureus (SANTOS; ALESSI, 2016), tendo como principais lesdes hemorragia e
morte da glandula, apresentando tecido glandular gangrenoso, duro, seco e com coloracao de
vermelha a preta. JA a mastite supurativa cronica, pode ser causada por Streptococcus
disgalactie, Arcanobacterium pyogenes e Micoplasma bovis principalmente, tendo como lesdes
caracteristicas lesdes centradas nos ductos e seios lactiferos, podendo ocorrer o preenchimento
desses com exsudado supurativo (FOSTER, 2013)

Segundo SANTOS e FONSECA (2019) o monitoramento da ocorréncia e do escore de
gravidade dos casos clinicos permite obter informac6es fundamentais para a avaliacdo de
protocolos de tratamento, estimativa de prejuizos em decorréncia da mastite e eficacia de

medidas empregadas no controle da mastite.
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A mastite € um problema complexo e, as vezes, de dificil solu¢do porque € uma doenca
causada por uma série de fatores ou circunstancias que se interagem (LOPES; LACERDA,;
RONDA, 2013). Pode ser ocasionada por mais de 137 microrganismos, que sao classificados
como patdgenos contagiosos ou ambientais, de acordo com o reservatorio primario ou 0 modo
de transmisso (SIMOES; DE OLIVEIRA, 2012).

Embora as perdas sejam aparentemente maiores no caso de mastite clinica, a prevencéao
e o controle da mastite subclinica deve merecer especial atencdo, porque a sua ocorréncia
mesmo que nao tdo evidente, pode resultar em maiores prevaléncias e por consequéncia maiores
prejuizos (MAGALHAES et al., 2006).

Devido a busca por um melhor manejo e buscando o equilibrio da questdo econémica,
muitas vezes animais com mastite sdo descartados. Segundo (SANTOS; CAVALIERI,
MASSUDA (2001) deve-se levar alguns fatores em consideragdo como idade, problemas

reprodutivos, historico de producéo entre outros.

Segundo SILVA et al. (2020) a mastite se destaca como sendo responsavel por 10%
das causas de descarte em bovinos leiteiros, sendo reconhecida como a maior responsavel pela
reducdo da producéo individual, rapida disseminacéo para as demais fémeas e pela diminuicdo
do potencial produtivo do rebanho (SIMOES; DE OLIVEIRA, 2012).

2.2. NORMAS PARA DESTINACAO DE CARCACAS DE ANIMAIS DE DESCARTE
DEVIDO A MASTITE

A destinacdo de carcacas de animais de descarte devido & mastite no Brasil é
regulamentada pelo decreto N° 10.468 de 18 de agosto de 2020, denominado Regulamento de
Inspecgéo Industrial dos Produtos com Origem Animal (RISPOA) (BRASIL, 2020).

Nas versdes anteriores 0 RIISPOA tratava os quadros de mastite em vacas leiteiras de
descarte de modo Unico, sem levar em conta a cronicidade das lesBes, sendo que todas as
carcacas e 6rgdos de animais com mastite com comprometimento sistémico deveriam ser
destinadas a esterilizagdo, enquanto quando ndo houvesse comprometimento sistémico

deveriam ser liberadas.

Atualmente o artigo 162 do RIISPOA (BRASIL, 2020) tem maior severidade quanto a
destinacdo das carcacas de animais de descarte devido a mastite, sendo que quando ha

comprometimento sistémico as carcacgas sdo condenadas. Quando ha mastite aguda, somente a
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glandula maméria é condenada e a carcaca é destinada a esterilizacéo pelo calor. Ja quando ha

mastite crénica, a glandula mamaria é condenada e o restante da carcaca € liberado.

2.3. AGENTES CAUSADORES DE MASTITE

Os quadros de mastite podem ser causados por diversos agentes como leveduras, fungos,
bactérias (DOS SANTOS et al.,, 2017). Dentre as bactérias Gram-positivas de maior
importancia nos casos de mastite estdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae (BRITO; BRITO; ARCURI, 2002). Dentre
0s grupos dos coliformes ambientes encontram-se ainda Escherichia coli, Klebsiella spp,
Citrobacter spp. (DOS SANTOS et al., 2017).

Staphylococcus aureus (S. aureus)
As bactérias deste género sdo microrganismos comensais da pele de animais e de

humanos, podendo ser encontradas também no meio ambiente. Sdo caracterizadas por terem o
formato de cocos e a coloracdo de Gram-positivas, catalase positiva, anaerébios facultativos,

imdveis, oxidase-negativa e auséncia de formacdo de esporos (QUINN et al., 2007).

O Staphylococcus aureus € comumente associado como agente causador de mastites,
por ser comensal na microbiota da pele do teto, facilitando a contaminacdo da porc¢éo interna
do teto, por exemplo carreado por &gua, vacuo das teteiras ou outros instrumentos para o interior

do teto onde é um agente oportunista.

Estima-se que para cada caso de mastite clinica devem existir entre 15 e 40 casos de
mastite subclinica, nos rebanhos. Animais que apresentam mastite subclinica por S. aureus
constituem-se em permanentes fontes de risco de infeccdo para outros animais e podem
potencializar a prevaléncia das infecgdes dentro dos rebanhos (SIMOES; DE OLIVEIRA,
2012).

A bactéria Staphylococcus aureus € uma das principais causadoras de intoxicagdes em
humanos, devido a capacidade de producéo de enterotoxina estavel ao aquecimento e resistente
a acdo de diversas enzimas (GUIMARAES et al., 2013). Sendo um microrganismo de
importancia nos casos de mastite, devido ao risco da producao de enterotoxina pode levar a
riscos de salde publica (NADER FILHO et al., 2007).

Staphylococcus hyicus
A bactéria Staphylococcus hyicus é um importante patdgeno dos animais domésticos,

sendo um Staphylococcus coagulase variavel (JERICO; KOGIKA; NETO, 2015). Segundo
FERRASSO; GONZALEZ; TIMM, (2015) o Staphylococcus hycus é uma espécie comumente
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envolvida em lesdes cutaneas em bovinos, sendo frequentemente isoladas de surtos de infeccéo

intramamario e mastites clinicas (QUINN et al., 2007).

Caracteriza-se por ser uma Staphylococcus ndo hemolitico, onde algumas cepas podem
produzir enterotoxinas. (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005), podendo chegar em até 81,3%
das bactérias Staphylococcus hyicus (GUIMARAES et al., 2013). Tem a capacidade de gerar
doengas em humanos e ser transmitidas a partir de alimentos como o leite (FERRASSO;
GONZALEZ; TIMM, 2015). Junto com Staphylococcus aureus e Staphylococcus intermedius,
o Staphylococcus hyicus € uma bactéria que pode ser comumente isolada em mastites
subclinicas, estando entre os principais patdgenos intramamarios dentre os Staphylococcus
coagulase-negativos (GUIMARAES et al., 2013).

Streptococcus agalactiae
Streptococcus agalactiae é uma bactéria Gram-positiva frequentemente encontrada em

casos de mastite subclinica (MESQUITA et al., 2019; PANG et al., 2017), além de estar
associada a casos meningite neonatal em humanos (LYHS et al., 2016) e meningoencefalite em
peixes (PEREIRA et al., 2010).

O isolamento de Streptococcus agalactiae pode ser feito a partir de diversos protocolos:
Um método € a partir de meio de cultura seletivo como Agar Edwards modificado enriquecido
com 5% de sangue ovino, normalmente sendo positiva as col6nias azuladas, com 1 a 2 mm de
diametro, brilhantes, com ou sem formacao opaca ao redor (MESQUITA et al., 2019). Outro
método €é utilizado meio de Agar Sangue, incubado a 37°C durante 24 a 48 horas, sendo
caracterizado fenotipicamente as colonias como: 0.5 a 1 mm, translucida, com alfa ou beta
hemolise, sendo feito entdo colora¢do de Gram e testes bioquimicos como: Hidrdlise esculina
e hipurato de sodio, teste de CAMP, teste de carboidratos e alcoois como: inulina, lactose,
manitol, rafinose, salicina, sorbitol e trealose, além de crescimento a 6.5% de NaCl. Um terceiro
método é a partir do uso de meio de enriquecimento de caldo de Todd-Hewitt durante 6 horas,
em seguida sendo semeado para Todd-Hewitt 4gar durante 18 horas a 37 °C (PANG et al.,
2017).

Streptococcus bovis
Streptococcus bovis: E uma bactéria Streptococcus ndo enterococo do grupo D

(KONEMAN et al., 2001), sendo considerada entre alguns dos Streptococcus mais isolados em
mastite (MASSOTE et al., 2019). E uma bactéria ambiental, associada a mastite estreptocdcica

em propriedades com problemas ambientais de higiene (JOBIM et al., 2010)
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Streptococcus dysgalactiae
Este microrganismo é uma bactéria Gram-positivo ambiental comumente encontrado

Solo, fezes, lama e camas organicas (COSER; LOPES; COSTA, 2012). Em algumas literaturas
esta bactéria é tratada como intermediaria entre mastites contagiosas e ambientais por ser
encontrado no ambiente de bovinos e isolado a partir de tonsilas, da boca e da vagina de
vacas(LANGONI et al., 2017; QUINN et al., 2007). O Streptococcus dysgalactiae tem como
caracteristica a possibilidade de invadir células epiteliais da glandula maméaria, podendo entéo
ser um contaminante disseminado durante a ordenha dos animais (QUINN et al., 2007).

Klebsiella spp.
A Klebsiella spp. € uma bactéria Gram-negativa, comum em mastites clinicas

(LANGONI et al., 2015), estando presente no solo, agua, fezes e em diferentes pontos do
rebanho leiteiro, podendo levar a grandes perdas econémicas devido a sua baixa resposta a
terapia antimicrobiana (NOBREGA et al., 2013), rapida evolugio a choque toxigénico e morte
do animal (LANGONI et al., 2015). A principal espécie do género na causa de mastites € a
Klebsiella pneumoniae, tendo ferramentas de resisténcia como ESBL (B-lactamases de espectro
estendido) (NOBREGA et al., 2013) e carbapenemases (LANGONI et al., 2015)

Queda de producéo de leite e morte do animal estdo os principais problemas causados
por mastites clinicas por Klebsiella, sendo até mesmo mais significantes que mastites clinicas
causadas por Escherichia coli (LANGONI et al., 2015). O isolamento de Klebsiella spp. pode
chegar em até 42,8% das bactérias Gram-negativas causadoras de infeccdes intramamarias
(WATTS, 1988).

Escherichia coli
A Escherichia coli é uma bactéria importante nos casos de mastite, sendo uma bactéria

Gram-negativa, nao esporulada, anaerdbico facultativo e da familia enterobacteriacea
(PARUSSOLO, 2018), sendo comensal do trato digestorio dos mamiferos (IBRAHIM et al.,
2018) e podendo estar no ambiente (PERES NETO; ZAPPA, 2011). Diversas cepas de E. coli
tem demonstrado resisténcia a diversos antimicrobianos a partir de diversos mecanismos como
a produgio de B-lactamases e carbapenemases (PARUSSOLO, 2018). E relatado como um dos
agentes de origem ambiental mais presentes em casos de mastite, com casos que podem levar
a sinais clinicos severos que podem levar animais a ébito.(JOBIM et al., 2010)

2.4 PROVAS BIOQUIMICAS

Para a correta identificacdo das bactérias presentes nas amostras coletadas foram
utilizadas provas bioquimicas
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A prova da de catalase € uma prova comumente utilizada para a diferenciacdo de
bactérias do género Staphylococcus para bactérias do género Streptococcus. Para o teste foi
utilizado peréxido de hidrogénio (H202) a 3% em uma lamina, conforme descrito por
KONEMAN et al. (2001), realizando uma reagdo pelo contato da amostra que foi testada,
colocada por alca, com o peroxido de hidrogénio. Considerava-se catalase positiva a bactéria
que tinha a enzima catalase, a qual decompde o H202 liberando oxigénio, conforme descrito
por OLIVEIRA (2012).

A prova da coagulase se trata da identificacdo da capacidade de uma bactéria em
coagular o plasma sanguineo, transformando fibrinogénio em fibrina. O resultado foi
considerado positivo quando havia formac&o de fibrina no interior dos tubos de ensaio apds 24h
de incubacéo a 37°C. A positividade no teste da coagulase é comumente associado a bactérias
como: Staphylococcus aureus, Staphylococcus hycus e Staphylococcus intermedius. Para o

teste foi utilizado o plasma de coelho, sendo realizado em tubos (OLIVEIRA, 2012).

A prova de fermentacdo de acUcares é realizada para a caracterizacdo de uma bactéria
pelas provas de fermentacdo de carboidratos, durante o processo gerando acido e até mesmo
gés, esta acidificagdo do meio gera alteragcdo de cor devido ao consumo do carboidrato. Foi
realizada em tubos com uma concentracdo de 1% de acucares, foram utilizados trealose,
sacarose e manitol em bactérias Gram + e glicose, sacarose e lactose em bactérias Gram -, A
prova da urease identifica bactérias que tenham a enzima urease e assim consequentemente
possam utilizar a ureia, formando moléculas de aménia (OLIVEIRA, 2012). Foi realizada em
tubos, quando uma coldnia é considerada positiva ela tem o meio alterado da coloracdo amarela

para a tons rosados.

O teste de Vogues-Proskauer, também conhecido apenas como VP, avalia a producao
de acetilmetilcarbinol a partir da fermentacdo da glicose (OLIVEIRA, 2012). A producéo de
acetilmetilcarbinol (acetoina) foi avaliada pela conversdo do mesmo a diacetilo por acdo do
hidroxido de potassio e oxigénio, sendo o diacetilo convertido em um complexo vermelho pela
utiliza¢do de solug¢des de a-naftol e creatina (KONEMAN et al., 2001).

A prova da esculina um teste que visa a habilidade de hidrélise de esculina para
esculetina e glicose (KONEMAN et al., 2001), j& a prova da bile esculina avalia a capacidade
da bactéria hidrolisar a esculina em esculetina e glicose, em meio com 10 a 40% de
bile.(OLIVEIRA, 2012). As bacteérias catalase negativas foram submetidas a essas provas, de

modo que quando positivas apresentavam coloragdo enegrecida.
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Comumente utilizado para diferenciagdo de Streptococcus grupo D de outros que néo
pertencam a este grupo(KONEMAN et al., 2001; OLIVEIRA, 2012).

A prova de NaCl 6,5% também conhecida como teste de tolerancia ao sal (NaCl 6,5%),
é realizado a semeadura da bactéria em meio base de infusdo ou agar contendo NaCl a 6,5%, é
uma caracteristica utilizada para diferenciacdo de Enterococcus dos Streptococcus nao
enterocécicos do grupo D (KONEMAN et al., 2001).

O teste CAMP é utilizado para identificacdo presuntiva de Streptococcus p-hemoliticos
do grupo B. O teste se trata da avaliacdo sinérgica da beta hemdlise produzida pelo
Staphylococcus aureus e o fator CAMP (Christie, Atkins e Munch-Petersen), produto dos
Streptococcus grupo B (KONEMAN et al., 2001).

Para isto, foi realizado o cultivo em estria do Staphylococcus aureus cepa ATCC
(Acredited Referenca Material) 23235 na placa e perpendicular a esta estria, porém sem haver
contato entre elas, e realizada a estria da amostra a ser testada. Nos casos positivos para a
interacao entre o fator CAMP e a beta hemolisina formam uma area em forma de “seta”
(OLIVEIRA, 2012). A prova da oxidase também conhecida como teste da citocromo-oxidase
¢ normalmente utilizada para a diferenciacdo das bactérias dos géneros: Aeromonas,
Plesiomonas e Pseudomonas (KONEMAN et al.,, 2001). A prova atesta a producdo de
citocromo oxidase a partir do contato de tiras comerciais embebidas com reativos, que quando

positivos apresentaram-se com a coloracao azul na tira. (OLIVEIRA, 2012).

A avaliacdo agar de ferro e acgucar triplice em meio TSI (triple sugar iron agar) foi
utilizado para uma avaliacdo de multiplas caracteristicas bioquimicas dentre elas: Fermentacédo
de glicose, fermentacdo de lactose e/ou sacarose, producdo de gas e producdo de H2S
(OLIVEIRA, 2012). O meio foi produzido de maneira que quando solido estivesse em bisel,
assim criando duas regides, fundo e superficie inclinada, que foi importante para a avaliacdo da
fermentacdo de acucares pela mudanca de cor. No fundo ainda foi observada a producao de
gases e a producdo de H2S (sulfeto de hidrogénio) (KONEMAN et al., 2001; OLIVEIRA,
2012).

A avaliacdo da descarboxilagdo de oo, motilidade e indol pelo meio MIO ornitina,
motilidade e indol pelo meio MIO (motilidade, indol e ornitina) foi utilizada para avaliacdo da
motilidade das bactérias em meio semissolido, deteccdo da atividade de ornitina-
descarboxilase e a formacéo de indol. O indol € um dos produtos da clivagem do triptofano do

meio pela enzima triptofanase das bactérias indol-positivas (OLIVEIRA, 2012), para
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visualizagdo do resultado foi necessario o uso do reagente de Kovac, que contém
Pdimetilaminobenzaldeido (KONEMAN et al., 2001). A caracteristica de motilidade das
bactérias foi Klebsiella, que sdo consideradas bactérias imdveis (KONEMAN et al., 2001). A
terceira andlise realizada no meio MIO foi a de a¢do enzimética da bactéria de descarboxilacéo
da . A agdo dessa enzima a uma mudanga de pH do meio, alcalinizando, desenvolvendo entdo
no meio uma coloracdo azul-arroxeada (KONEMAN et al., 2001; OLIVEIRA, 2012)

A prova do citrato € utilizada para avaliar a capacidade de uma bactéria em utilizar o
citrato de sodio como unica fonte de carbono(OLIVEIRA, 2012). O meio foi produzido em
tubos de maneira que o meio forme um bisel, a bactéria a ser testada foi estriada na parte
inclinada e caso houvesse o consumo de carbono havia a mudanca da colora¢do meio para a cor
azul devido a extragdo do nitrogénio do fosfato de amodnio presente no meio (KONEMAN et
al., 2001). A prova da fenilalanina é determinante na identificacdo de bactérias do género
Proteus, se avaliando a capacidade da bactéria em transformar fenilalanina em &cido
fenilpiravico (OLIVEIRA, 2012). Além das bactérias do género Proteus, poucas outras
bactérias tém a enzima responsavel pela desaminacdo oxidativa da fenilalanina-desaminase,
alguns exemplos sdo as bactérias do género Morganella, Providencia e algumas espécies do
grupo Enterobacter (KONEMAN et al., 2001). O resultado foi definido pelo surgimento da
coloracdo verde apds o acrescimento do reagente de cloreto férrico no meio (KONEMAN et
al., 2001; OLIVEIRA, 2012). Assim como o teste de VP, a prova do Vermelho de Metila (VM)
avalia o metabolismo do piruvato, produto da fermentacdo da glicose. As bactérias VM-
positivas utilizam a via de fermentacdo &cida mista, produzirdo no meio acidos fortes que
levaram pH do meio para préoximo ou inferior a 4, 4,.(KONEMAN et al., 2001) O teste foi feito
em tubos, e a partir do crescimento da bactéria no meio foi adicionado o reagente Vermelho de
Metila e nos resultados positivos, devido a reducdo do pH, era obtida uma coloragédo
avermelhada Como exemplo de bactérias VM-positivas temos a Escherichia coli, e como VM-

negativas um exemplo ¢é a Klebsiella pneumoniae (OLIVEIRA, 2012).

A descarboxilacdo da arginina semelhantemente ao que ocorre na avaliacdo da ornitina
no meio MIO, a avaliacdo da acdo das enzima arginina-descarboxilase se da pela producéo de
aminas alcalinas. O teste foi realizado em tubo que contendo arginina, caso a bactéria contivesse
a enzima carboxilase haveria a produgdo de citrulina, levando a alcalinizagdo do meio e em
decorréncia a isso a manutencdo da cor azul-arroxeado do meio (KONEMAN et al., 2001).A
prova do meio LIA (lysine iron agar) avaliou tanto a enzima lisina descarboxilase quanto a

producéo de sulfeto de hidrogénio. Quando ocorria positividade no meio LIA a enzima lisina-
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descarboxilase gera uma amina alcalina cadaverina, de maneira que leve a alcalinizagdo do
meio e producao de coloragdo azul-arroxeado. Podera também ocorrer a producéo de sulfeto de
hidrogénio (H2S) que foi detectado pela formacéo enegrecida no fundo do tubo (KONEMAN
et al., 2001).Quando inoculado em meio LIA as bactérias do género Protheus irdo desaminar 0s
aminoacidos, sendo detectado uma coloracdo avermelhada no bisel do meio (KONEMAN et
al., 2001).
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3. OBJETIVO:

3.1 Objetivo geral

Caracterizar mastite aguda e cronica com base na visualizagdo macroscopica da
glandula mamaria e possiveis alteracfes de carcaca e identificar os principais microrganismos

causadores das mastites.

3.2 Objetivo especifico

e Determinar quais alteragdes da glandula mamaria sdo observadas em quadros de mastite
crbnica e aguda.

e Identificar os principais microrganismos causadores de mastites de vacas destinadas ao
abate.

e Realizar um levantamento territorial do descarte de vacas com mastite no Estado de
Santa Catarina.

e Estimar os fatores de risco relacionados a presenca de mastite clinica aguda e cronica

em vacas ao abate.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas 57 amostras de glandulas mamarias de vacas com mastite destinadas
ao descarte. As coletas foram realizadas ao longo do ano de 2022 se concentrando
principalmente no primeiro semestre. Em todas as coletas foram conduzidas em um abatedouro
frigorifico sob Servico do Inspecdo Federal (SIF) no Estado de Santa Catarina, com tradi¢do
em abate de vacas leiteiras de descarte. As vacas abatidas eram originarias de propriedades

leiteiras localizadas nas regides do Meio-oeste e Oeste de Santa Catarina (Figura 1).

Figura 1 — Localizagdo dos municipios dos quais foram originadas as vacas cujos Uberes foram analisados no
experimento. O tamanho das bolas representa 0 nimero de animais

Origem dos animais

4.1 Coleta de dados

O estudo foi dividido em duas etapas, na primeira etapa foram coletados dados através
das Guias de Transporte Animal (GTA) e laudos de abate, rastreando através do brinco dos
animais, coletando dados de prevaléncia entre mastites agudas e cronicas e identificadas em
conjunto com o servico de inspecao federal. Foram feitos levantamentos da idade dos animais
e a regido de origem para realizagdo da prevaléncia por regido de Santa Catarina.

4.2 Anélise das glandulas mamarias

Esta foi desenvolvida junto a linha de produgdo do frigorifico, sendo iniciada
anteriormente ao inicio dos abates, sendo feitas analises visuais dos animais que ficam
distribuidos em currais pré-abate (Figura 2) identificando através do comportamento animal e

do aspecto dos Uberes possiveis animais alvos do trabalho e anotando seus lotes.
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Figura 2 - Curral pré-abate (acervo do autor)

Quando o abate se iniciava os pesquisadores se dirigiam para a linha de Uberes, onde
havia uma mesa de inspe¢éo de Ubere e foram disponibilizados dois carrinhos para auxilio da

coleta das glandulas mamarias.

Um dos carrinhos ficava destinado ao apoio dos materiais como sacos plasticos, faca,
caixa isotérmica para armazenamento das amostras ja coletadas, etiquetas de identificacdo,

caderno para anotacdes, canetas e celulares para registros fotograficos.

O segundo carrinho tinha uma bandeja acoplada para que os Uberes fossem
posicionados, fotografados e tivessem uma porcao coletada como amostra. Apos cada coleta a
bandeja, a mesa e a faca eram higienizadas com agua quente visando minimizar a contaminagéo

cruzada.

Cada glandula mamaria retirada durante o procedimento de esfola foi analisada por um
funcionario treinado e caso houvesse qualquer alteracdo a carcaca era marcada e a glandula
desviada para analise do Servico de Inspecdo Federal (SIF). Isto é, glandulas mamarias
apresentando qualquer lesdo, ou anormalidade eram desviadas para a linha de Ubere, como
abcessos, edema hiperemia ou outro sinal de alteracdo e em seguida colocada no carrinho para
analise da lesdo, na porcdo externa e interna da glandula (Figura 3), registro fotografico e
retirada de amostra para exame microbiol6gico. A carcaca marcada era posteriormente desviada
para 0 Departamento de Inspecdo Final (DIF) onde era analisada juntamente com visceras,
cabeca e lingua para a certificagdo de que o animal ndo possuia acometimento sistémico que

comprometesse a carcaca.
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Figura 3 - Imagem a exposicéo da porcdo externa do Ubere apos esfola (esquerda) e por¢do interna da glandula
mamadria apos esfola (direita), na qual é possivel visualizar a etiqueta utilizada para relacionar a glandula as demais
partes da carcaca na linha de produg&o. (acervo do autor)

4.3 Coleta Das Glandulas Mamarias

A coleta era realizada no carrinho, aparte da linha de producdo para evitar atrasos a
linha. Inicialmente foram realizados registros fotograficos da porcao externa da glandula, em
seguida, da porcéo interna, focando sempre nas lesdes especificas.

Posteriormente, com o auxilio de uma faca, foram seccionadas porcbes da lesdo
apresentada, tentando contemplar nesta por¢do os bordos da lesdo quando possivel. Estas
aliquotas foram armazenadas em sacos plasticos e identificadas com a ordem de abate e numero
do brinco do animal e estes armazenados em caixa isotérmica com almofadas térmicas

congeladas para resfriar o material.

4.4 1solamento bacteriano

As amostras foram transportadas imediatamente ap6s a sessao de abate até o Centro de
Diagnostico Microbiologico Animal (CEDIMA) da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC) em Lages, onde eram processadas. Inicialmente as amostras foram flambadas
superficialmente visando minimizar contaminacdo e com o auxilio de uma lamina de bisturi
esteril foi realizada uma incisdo de onde foi coletado material com suabe estéril e estriado em

agar sangue. Em seguida foi realizado o isolamento das col6nias para a identificacdo, com o
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auxilio de uma alga de platina utilizando a técnica de esgotamento em agar sangue, durante 24

horas.

4.5 ldentificacdo bacteriana

A primeira caracterizacdo realizada dos microrganismos fora uma caracterizacao
fenotipica, onde se baseia nas caracteristicas morfolégicas que o microrganismo apresenta
quando cultivado em meio de cultura, no caso agar sangue, em 24 ou 48 horas. O agar sangue
se trata de um bom meio de cultura para patdégenos, sendo adequado para o isolamento primario
das amostras, além de permitir o reconhecimento da producdo de hemolisinas. Os critérios de
morfologia a serem observados sdo: O tamanho das coldnias, que podem ser apresentar
puntiformes, pequenas, médias ou grandes, a coloracédo, presenta de hemdlise, bordos, podendo
se apresentar como regulares ou irregulares e odor (Quinn et al., 2011)

Além de outras caracteristicas quanto ao seu crescimento: Crescimento podendo se
apresentar em 24 ou 48 horas, crescimento apresentando-se aerébio ou anaerdbio e temperatura
de crescimento (KONEMAN et al., 2001)

Junto a estas informacdes estas bactérias também foram observadas em microscopia, sendo
as amostras semeadas em agar sangue pelo metodo de esgotamento, durante 24 ou 48 horas e
em seguida realizada a coloragdo de Gram, como descrito por (OLIVEIRA, 2012). Durante a
microscopia foram observadas a morfologia e apresentacdo colonial, assim como a coloragdo

encontrada, diferenciando-as entre Gram-positivas e Gram-negativas (Quinn et al., 2007).

As bactérias foram definidas em seus respectivos géneros e espécies de acordo com
diversas informacdes como as caracteristicas fenotipicas em placa e as classificacdes
fisioldgicas e bioquimicas. (KONEMAN et al., 2001).

4.6 Congelamento de Bactérias:

Entre a realizacdo da identificacdo morfo-tintorial e as provas bioquimicas as bactérias
foram armazenadas sob congelamento a —20°C, em caldo BHI com glicerol, conforme Saeki et
al., 2015.

4.7 Realizagdo das provas bioquimicas
A classificacdo por provas bioquimicas foi realizada a partir das bactérias em 24 horas,

que garantiriam a boa viabilidade da cepa, em provas bioquimicas especificas para cada
classificacdo de Gram, ver tabela 1. Os meios especificos para estas provas bioquimicas foram

produzidos em tubos e placas no préprio laboratério.
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Tabela 1 - Provas bioquimicas realizadas para identificacdo dos microrganismos

Gram-positivos Gram-negativos
Catalase + Catalase - Teste da Oxidase
Teste da Coagulase CAMP Teste Teste da Urease
Prova de Prova de
fermentacio de fermentacio de Avaliacio .-ﬂ's.gar de Ferro e Agucar
acucares: Irealose, |agucares: Trealose e triplice em meio TSI
Sacarose Sorbitol

Avaliacio de descarboxilacio da
Teste da Urease Teste da Esculina Ornitina, motilidade e indol pelo meio
MIO

Teste de Vogues- Crescimento em

Teste de Citrato de Si
Proskaner (VP agar Bile esculina este de Litrato de Sommons

Crescimento em Crescimento em
agar Manitol _ B Teste de Fenilalanina
MNaCl 6.5%

Salgado

Teste de Vogues-Proskaner (VP

Teste de Vermelho de NMetila (VWD

Teste de descarboxilag8o de Arginina

Avaliacio em meio LIA

4.8 Analise de dados e informac6es
Para os dados quantitativos foram elaboradas tabelas com as frequéncias proporcionais

de cada lesdo e identificacdo de microrganismos.

As lesOes relacionadas as diferentes classificagdes das mastites (aguda ou cronica),
quanto ao destino das carcagas (consumo, conserva ou descarte) e quanto ao nimero de quartos
enfermos foram caracterizadas através da técnica de “nuvem de palavras” utilizando o programa

Power BI (Microsoft Inc.)

Nuvens de palavras (NP) sdo recursos graficos que representam frequéncias de termos
em hipertextos. S&o imagens compostas de palavras utilizadas em um texto nas quais o tamanho
de cada palavra indica sua frequéncia ou importancia. As NP sdo uma opcdo a analise de textos

e na disseminagdo de resultados de pesquisas de abordagem qualitativa (Surveygizmo, 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Mastite
As lesbes relacionadas a mastite podem apresentar-se de diferentes maneiras,

dependente das vias de infec¢do, do tempo de duracdo da infeccdo e dos patdgenos atuantes.
Dentre o total de amostras coletadas, 37 glandulas foram consideradas como mastite cronica,
17 glandulas classificadas como mastite aguda e 2 como portadores das lesdes caracteristicas

de mastite aguda e cronica (tabela 2).

Tabela 2 - Classificacdo das mastites em agudas e cronicas

Contagem de classificacdo da

.- ~ A [0)
Classificacdo da glandula glandula Yo
crbnica 37 66,07%
aguda 17 30,36%
aguda e cronica 2 3,57%
Total Geral 56 100,00%

5.2 Mastite aguda - descric¢édo da leséo
A mastite aguda é caracterizada por ser uma lesdo edematosa, com grande quantidade

de secrecdo exsudativa, serosa ou hemorragica (Figura 4). Segundo Lopes (2011) na mastite
clinica ha sinais evidentes do processo inflamatério como edema e perda da funcéo do 6rgao

afetado.

Figura 4 - Mastites agudas, sendo possivel visualizar grumos de leite (esquerda). (acervo do autor)

Como descrito por SANTOS e ALESSI (2016) em quadros de mastite aguda se pode ver 0s

seguintes pontos: aumento de volume na glandula afetada, edema, hiperemia e acimulo de
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exsudado na cisterna do teto, podendo ser notado um aumento de volume dos linfonodos

mamarios

Assim, a descricdo das lesdes relacionadas & mastite aguda pelo método da nuvem de
palavras (Figura 5) evidenciou a ocorréncia do edema no tecido da glandula mamaria na maioria
das glandulas mamarias. As demais lesbes também puderam ser encontradas como lesdes

papulares, fibroses, granulacdes e demais lesdes evidenciadas na nuvem de palavras.

Nestas lesdes agudas, o linfonodo mais afetado foi o linfonodo mamario (tabela 4),
sendo que alguns animais ndo apesentavam alterac6es nos linfonodos (normais) ou com
alteracBes nos linfonodos pré-escapulares ou iliacos, bem como raramente em outros
linfonodos. Estas alteracdes podem também ser relacionados a outras lesées que os animais
poderiam apresentar. As glandulas mamarias apresentavam secre¢Ges predominantemente
purulentas, em 94,7% dos casos (Figura 7), porém outras secre¢des, assim como a presenca de

leite estavam frequentemente associadas as secre¢des purulentas.

Tabela 3 Palavras que descrevem a mastite aguda

Edema 11
Abcesso

Lesdo papular

Fibrose

Conteudo purulento difuso

Grumos

R R R W RN

Coloragdo palida difusa
Total 20

Figura 5 Palavras que descrevem a mastite aguda

sangue papiloma supurado
espessamentodoteto dn‘usa

lesaocentral rose
abcesso

oalida papu ar
_edem

granulacao
eritema
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Tabela 4 Linfonodos acometidos na mastite aguda

Mastite aguda Contagem de linfonodo acometido
Linfonodo pré-crural 1
Linfonodo iliaco 2
Linfonodo mamario 13
Linfonodo pré escapular . 2
Total Geral 18

Figura 6 Nuvem de palavras dos linfonodos acometidos na mastite aguda

inguinal abcesso

préesca pular
précrural NO rma

mamarlo

crural | |aco

Tabela 5 Secre¢des apresentadas em glandulas mamarias com mastite aguda

Mastite Aguda Contagem de secre¢ao

Leite com grumos 1
Sanguinolenta 1
secregao purulenta 14
Secregao serosa 4

Serosanguinolenta
Total Geral 23

5.3 Mastite Cronica - descri¢éo da leséo:
A mastite cronica apresenta-se com reducdo significativa da producgédo de leite ndo
necessariamente atrelada a sinais de processos inflamatorios. Comumente ocorre a perda

definitiva da funcédo dos quartos mamarios afetados devido a fibrose tecidual (LOPES, 2011).

As glandulas mamarias enquadradas como mastite cronica classificadas durante o
experimento apresentaram, de maneira geral, abcessos com paredes espessadas, apresentando
secrecdo purulenta espessa, podendo apresentar varios abcessos distribuidos pelo parénquima

da glandula ou poucos e grandes abcessos (figura 7 A). O aumento de espessura e consisténcia
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firme do parénquima esté associado inicialmente a fibroplastia e posteriormente a fibrose nos
quadros crénicos de mastite (SANTOS; ALESSI, 2016).

Figura 7 Glandula maméria com mastite crénica, visualizacéo de abcesso (A) Glandula mamaria com mastite
cronica, presenca de tecido de granulagdo, consisténcia endurecida (B). (acervo do autor)

Também as mastites cronicas puderam ser classificadas devido a grande quantidade de
fibrose, porém com poucos ou nenhum abcesso, provavelmente em animais em processo de

recuperacéo (figura 7 B)

Em alguns casos foi possivel encontrar glandulas mamaérias acometidas por mastite
crbnicas apresentando espessamento do parénquima, rigidez de tecidos, com auséncia de
secrecdes ou abcessos (Figura 7 A), sendo que dentre as secre¢es encontradas a maior
incidéncia foram de secre¢des purulentas (tabela 8). Nestes casos um dos agentes comumente
isoladas que podem ser possiveis causadores deste quadro sdo mastites estreptocécicas,
causadas por bactérias do género Streptococcus (SANTOS e ALESSI 2016).

As glandulas mamérias classificadas como cronicas tiveram grande incidéncia de
linfonodos mamarios acometidos secundariamente aos linfonodos sem acometimento seguidos
de acometimento dos linfonodos iliacos, que poderiam estar envolvidos em outra lesdo (tabela
7)



Tabela 6 - Palavras que descrevem a mastite cronica

Edema 30
Abcesso 20
Tecido de granulacao 8
Fibrose 12
Lesdo papular 5
Sinais de necrose 2
Distencdo cutanea lateral ao teto 1
Palidez difusa 2
Total 80

Figura 8 - Linfonodos acometidos na mastite cronica

normal

préescapular /

mamarlo

iliaco

Tabela 7 - Linfonodos acometidos na mastite crénica

Tabela 8 - Secre¢des mastite cronica

Mastite cronica Contagem de Linfonodo acometido

Linfonodo iliaco 7
Linfonodo mamario 17
Linfonodo pré escapular 2
Linfonodo pré-crural 1
Total Geral 27
Mastite Cronica Contagem de secrecéo

Leite com grumos 2
secrecdo purulenta 24
Secregéo serosa 1
Secrecgdo Serosanguinolenta 8

Total Geral

35

32
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Além das lesbes presentes na glandula mamaria foram encontrados em alguns animais
outras lesdes que podem ou ndo estar relacionadas ao quadro sistémico de mastite como necrose
de fibras musculares (Figura 9), nefrose e endocardite.

Figura 9 musculatura posterior de carcaca apresentando necrose das fibras, uma evidéncia de aplicacdo de
medicamento. (acervo do autor)

5.4 Resultados microbiolégicos:
Nos levantamentos das microbioldgicos foram encontradas 93 bactérias advindas do

isolamento das amostras retiradas das glandulas mamarias coletadas, a partir da caracterizacéo
das colbnias, assim como dos testes bioquimicos (figura 10).

Figura 10 - Total de bactérias identificadas
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Tabela 9 - Relagéo entre bactérias Gram positivas e negativas.

Bactérias Contagem %

Gram-positivas 83 89,25%

Gram-negativas 10 10,75%
Total 93 100,00%

As bactérias Gram-positivas corresponderam a 89% (tabela 9) das bactérias isoladas,
sendo o género Staphylococcus o mais isolado (tabela 4 - 61,3% de todas as bactérias isoladas),
assim como encontrado por (FERREIRA et al., 2007). A alta prevaléncia de Staphylococcus
aureus (22,58% de todas as bactérias isoladas) vai de encontro com outros estudos onde
encontraram a bactéria S. aureus como a principal bactéria causadora das mastites clinicas e
subclinicas, como por exemplo DOS SANTOS; PEDROSO; GUIRRO (2010) que encontraram

18,70% de presenca de Staphylococcus aureus em amostras de mastite.

Tabela 10 - Tabela de distin¢éo de géneros

Espécie Contagem %
Staphylococcus 57 68,67%
Streptococcus 21 25,30%
Enterococcus spp. 2 2,41%
Corynebacterium spp. 3 3,61%
Total 83 100,00%

A importancia da identificacdo das bactérias do género Staphylococcus se da pela
quantidade de surtos de doencas transmitidos por alimentos, sendo que de acordo com a
Coordenacgédo-Geral de Zoonoses e Doencas de Transmissdo Vetorial do Departamento de
Imunizacdo e Doencas Transmissiveis (BRASIL, 2020) dentre 2007 e 2015 as bactérias do
género Staphylococcus foram o terceiro género mais causador de surtos de doencas transmitidas

por alimentos (DTA).
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Tabela 11 - Tabela de comparagdo entre coagulases positivas e negativas

Espécie Contagem %
Staphylococcus coagulase + 23 40%
Staphylococcus coagulase - 34 60%

Total 57 100%

Das bactérias do género Staphylococcus, 40% eram Staphylococcus coagulase positivo
e 60% eram coagulase negativo (ver tabela 11), com destaque para Staphylococcus aureus
dentre o grupo coagulase-positivo e Staphylococcus hyicus no grupo de coagulase-negativo. A
bactéria Staphylococcus hyicus foi relatada por GUIMARAES et al. (2013) como a principal

bactéria Staphylococcus coagulase-negativa isolada de mastites.

Os Staphylococcus coagulase-negativo (SCN) sdo considerados como agentes
secundarios em mastites, devido a sua baixa patogenicidade, contudo a caracteristica de
produgdo de enterotoxina de muitas destas espécies assim como o carter de infeccdes
persistentes trazem importancia para este género (LANGONI et al., 2017). Assim como outras
espécies do género Staphylococcus, o microrganismo Staphylococcus hyicus tem a capacidade
de producao de enterotoxinas, gerando riscos a saude humana quando presentes em alimentos
(FERRASSO; GONZALEZ; TIMM, 2015).

A presenca de bactérias de origem ambiental como Streptococcus dysgalactiae e
Streptococcus bovis, e até mesmo de patdgenos tratados como pouco patogénicos durante a
pesquisa pode ser devido a agdes nas propriedades leiteiras, que tem combatido os patdgenos
classicos causadores de mastite, permitindo que outros microrganismos acometam estes
animais (JOBIM et al., 2010).

Dentre as bactérias Gram-positivas as bactérias do género Streptococcus
corresponderam a cerca de 25% das bactérias isoladas, com destaque para as bactérias
Streptococcus agalactiae e Streptococcus bovis, sinalizadas por WATTS (1988) como as
bactérias mais comuns deste género em casos de Mastite. A prevaléncia destas bactérias detém
valores diversos, como por exemplo: a presenca de Streptococcus bovis pode variar de 9 a 22%
em determinados casos (DOS SANTOS; PEDROSO; GUIRRO, 2010) e tendo relatos de
prevaléncia de Streptococcus agalactiae no Brasil em valores proximos a 60% (KEEFE, 2012).

As bactérias deste género de maneira geral sdo consideradas patdgenos ambientais, de modo
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que a fonte de infeccdo é o proprio ambiente do animal, requerendo para o controle destes
microrganismos nao apenas o tratamento do animal mas medidas profilaticas que envolvam o
ambiente (DOS SANTOS; PEDROSO; GUIRRO, 2010).

Tabela 12 - Prevaléncia dos géneros dentre as bactérias Gram-negativas

Bactéria Contagem de Bactéria %
Klebsiella spp. 3 30%
Escherichia coli 2 20%
Proteus spp. 2 20%
Citrobacter spp. 2 20%
Pseudomonas aeruginosa 1 10%
Total Geral 10 100%

Os microrganismos Gram-negativos corresponderam a 10,75% (ver tabela 3) das
bactérias encontradas, assim como encontrado por FERREIRA et al. (2007) que obteve a
prevaléncia de 10,71% de bactérias Gram-negativas de um total de bactérias isoladas por
mastite. Onde as bactérias encontradas foram amplamente distribuidas entre Klebsiella spp.,
Escherichia coli, Citrobacter spp. Pseudomonas aeruginosa (ver tabela 6) assim como relatado
por WATTS (1988) e FERREIRA et al., (2007).

A baixa presenca de bactérias gram-negativas em comparacao as Gram-positivas se da
pelo carater de as bactérias gram-negativas coliformes como Klebsiella spp. e E. coli
acometerem animais com quadros agudos e superagudos de mastite clinica (COSER; LOPES;
COSTA, 2012). Contudo, durante a coleta se obteve majoritariamente amostras de mastite

crbnicas, sendo aproximadamente 60% das amostras coletadas (ver tabela 2).
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6. CONCLUSAO

Em nivel de frigorifico, nas mastites agudas as glandulas se apresentaram com tecidos
edematosos, acumulo de exsudato na cisterna do teto e eritema disseminado, apresentando 0s
linfonodos mamarios acometidos, com presenca de secre¢do purulenta e edema. As mastites
classificadas como crdnicas se caracterizaram por apresentarem tecidos com aumento de rigidez
e tecidos fibrosados, em diversos casos com presenca de multiplos abcessos, com aumentos de

espessura da parede.

A prevaléncia de Staphylococcus aureus em casos de mastite de vacas de descarte €
elevada, o0 que pode estar associado ao descarte de vacas devido a dificuldades de tratamento,
sendo necessarios estudos quanto ao histérico dos animais levados a descarte, assim como a

pesquisa de genes de resisténcia nestas bactérias.

A elevada prevaléncia de Staphylococcus coagulase negativos (SCN), especialmente de
Staphylococcus hyicus, pode estar associada a producdo de enterotoxinas destes
microrganismos, havendo necessidade de mais estudos sobre a importancia destes

microrganismos nas mastites.

O menor isolamento de bactérias Gram-negativas pode levantar a hipotese de que as
bactérias coliformes como E. coli e Klebsiella spp., se tratando de mastites ambientais, geram
quadros agudos que podem ser tratados em curto prazo, diminuindo o descarte por estes

microrganismos.
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