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INTRODUCAO

O leite € um alimento rico em nutrientes, contendo proteinas, carboidratos, gorduras,
vitaminas e sais minerais. Sua qualidade € um dos temas mais discutidos atualmente dentro
do cenario nacional de producao leiteira. Isto se deve a grande importancia do leite na
alimentacéo e a necessidade do fornecimento de alimentos seguros ao consumidor. Devido a
relevancia que a qualidade do leite tem para os laticinios, qualquer alteracdo na mesma
merece ressalva.

A saude da glandula mamaria € um dos fatores que mais afeta a contaminagdo microbiana
do leite cru. A mastite & definida como uma inflamagdo da glandula mamaria e pode ser
classificada da forma clinica (apresentando sintomas) ou subclinica (sem sinais visiveis no
leite ou no ubere) e determina mudangas nas concentragdes dos principais componentes do
leite. Na maioria dos casos, essa inflamacao é resultado de infeccdo microbiana, através da
penetracdo e da multiplicagcdo de microrganismos nos quartos mamarios. Ocorre quando
fatores de manejo e de ambiente atuam em conjunto e permitem maior exposicao da
abertura do orificio da teta aos microrganismos que causam a doenca [1].

A identificacdo do agente causador da mastite € de extrema importancia, ndo apenas para o
controle da doenca, mas também para a tomada de decisées no rebanho, no que se refere a
recomendacdes de tratamento e descarte para evitar a perda e diminuigcdo da qualidade do
leite.

Objetivou-se identificar os principais agentes microbianos encontrados em diferentes quartos
mamarios causadores de mastite subclinica em vacas leiteiras.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no periodo de maio a setembro de 2011. Foram utilizadas nove vacas
das racas Holandés e doze vacas da racga Jersey. Para selecdo dos animais utilizou-se como
critério de inclusédo o teste do California Mastitis Test (CMT), sendo selecionadas as vacas
que apresentassem pelo menos um quarto mamario normal (negativo ao teste) e os demais
quartos com mastite subclinica. Como critério de exclusao, animais com mastite clinica ou
com mais de 300 dias em lactacdo nao foram utilizados no estudo.

Antes da ordenha, e apos higienizagao dos tetos, os primeiros jatos de cada quarto foram
utilizados para a realizacédo do teste da caneca de fundo preto para identificacdo de mastite
clinica e o CMT para identificacdo de mastite subclinica, sendo utilizando o detergente
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comercial, de acordo com a metodologia de Langenegger et al. (1970)[2]. Apds a selegao
dos animais foi coletada uma amostra de leite individual de aproximadamente 20mL por
quarto mamario em tubos estéreis devidamente identificados. As amostras foram
armazenadas em caixa de isopor contendo gelo reciclavel e encaminhadas para analise
microbiolégica no Laboratdrio de Bacteriologia e Saude Populacional da UFPEL, sendo
semeadas em placas de Petry com meio de cultura Agar sangue contendo 5% de sangue
ovino desfibrinado. Logo apds foram incubadas em estufa bacterioldgica a temperatura
constante de 37°C, durante 24-48 horas.

As col6nias resultantes dos crescimentos bacterianos foram identificadas de acordo com a
literatura [3]. As colbnias foram estudadas de acordo com sua morfologia macroscépica,
levando em consideracdo o numero de colbnias, tamanho, coloragdo e a viscosidade e
também a presenca de hemolise na placa. No momento da fixagdo em laminas foi realizado
o teste da catalase, importante para a distincdo de bactérias que possam se assemelhar
morfologicamente a microscopia Optica, como o0s géneros Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp. Essas laminas foram utilizadas para a realizacdo da coloracédo de Gram,
que tem por objetivo a analise microscopica, que permitiu o estudo da morfologia e arranjos
bacterianos e a divisao em grupos Gram positivos e negativos. De acordo com os resultados
encontrados em microscopia oOptica foi possivel a realizacdo de provas bioquimicas para
identificacao da espécie bacteriana.

As bactérias foram caracterizadas, sendo os cocos Gram positivos, positivos ao teste da
catalase e colbnias esbranquicadas com crescimento em 24 horas, considerados como
género Staphylococcus e foi realizado, nessas cepas, o teste da coagulase para a
diferenciacdo em dois grandes grupos de estafilococos. Aquelas cepas que apresentaram
coagulagédo de plasma de cavalo, apés 24 horas incubadas em estufa a 37°C, foram
consideradas positivas ao teste. Os testes bioquimicos realizados com os estafilococos
foram redugdo do manitol e maltose e VP (Prova de Voges-Proskauer), além da formagéao e
do tipo de hemdlise em placa [4].

Cocos Gram positivos, arranjados em forma de corrente ou “colar de pérolas”, negativos ao
teste da catalase, com colbnias pequenas e translucidas com crescimento em
aproximadamente 24 horas foram considerados como género Streptococcus. Provas
bioquimicas foram realizadas para diferenciacdo de espécie. As provas de CAMP, esculina,
manitol e salicina foram realizadas e as placas e tubos incubados, por 24 horas em estufa a
37°C, para posterior leitura. A observacao do padrao de hemolise também foi considerada.
Bactérias Gram positivas, com morfologia filamentosa e arranjada, na maioria das vezes em
palicada, catalase positivos, com colbnias pequenas, esbranquicadas, opacas e convexas
que crescem em maior quantidade na parte gordurosa do leite semeado em
aproximadamente 48 horas de incubacdo, foram classificados como microrganismos do
género Corynebacterium.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram avaliados 84 quartos mamarios de vacas em lactagdo. Destes, 27,38% apresentaram
reagao negativa ao CMT, 30,96% CMT1; 25% CMT2 e 16,66% CMT3.
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A partir da analise dos microrganismos isolados no leite dos quartos mamarios das vacas
com mastite subclinica pode-se observar que houve prevaléncia de Corynebacterium sp.
entre os microrganismos isolados (27,38%), seguidos por bactérias do género estafilococos
coagulase negativa (13,10%). Destaca-se que, mesmo havendo reagéo positiva no teste do
CMT, 48,81% das amostras de leite ndo apresentaram crescimento bacteriano (Tab. 1).

Tabela 1: Microrganismos isolados no leite de quartos mamarios das vacas selecionadas no
experimento de acordo com a reagao de CMT.

Microrganismo Reagdo CMT

0 1 2 3 Total %
Sem crescimento 11 12 13 5 41 48,81
Corynebacterium sp. 8 8 5 2 23 27,38
Staphylococcus coagulase negativa 3 3 2 3 11 13,10
Staphylococcus coagulase positiva 1 2 2 5 5,95
Staphylococcus coagulase positiva + 1 1 1,19
Corynebacterium sp.
Streptococcus sp. + Corynebacterium sp. 1 1 1,19
Staphylococcus coagulase negativa + 1 1 1,19
Streptococcus sp.
Staphylococcus coagulase negativa + 1 1 1,19
Corynebacterium sp.
Total Geral 23 26 21 14 84 100

Na mastite subclinica, a reacado inflamatéria pode estar presente mesmo sem processo
infeccioso na glandula, devido as lesées traumaticas, agressdes por agentes quimicos ou o
agente microbiano pode ainda ja ter sido eliminado de forma natural pelos processos de auto
cura, resultando em cultura negativa [5]. Este fato possivelmente tenha contribuido para a
falta de isolamento microbiolégico das amostras analisadas, apesar de 73,17% destas
apresentarem reagao positiva de diferentes graus no CMT.

Os resultados negativos ao CMT sao plenamente confiaveis e muito uteis nos trabalhos de
campo [6], entretanto, outros autores discordam quanto a negatividade ao CMT em relagédo a
presenca de agentes microbianos, caracterizando os animais portadores. Segundo estes
autores, o animal portador ndo apresenta reacdo positiva ao teste de CMT, mas pode
apresentar resultado positivo ao exame microbiolégico [7]. No presente trabalho, das 23
amostras negativas ao CMT, 52,17% apresentaram crescimento microbiolégico.

O Corynebacterium sp. dissemina-se entre os animais durante o processo de ordenha, caso
esta operacédo nao seja conduzida de forma higiénica. Além disso, uma elevada prevaléncia
de infecgbes intramamarias € um indicativo da auséncia ou ineficiéncia da desinfeccéo dos
tetos apds a ordenha, processo esse denominado pds-dipping.

Além disso, o Corynebacterium sp. € um patégeno de significado relevante nas mastites, seja
pelo aumento da taxa de seu isolamento, observado nos ultimos anos, bem como pela
demonstragao da elevagdo do conteudo celular do leite, acarretando grandes perdas
econbmicas aos produtores e as industrias de subprodutos lacteos [8].
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O Corynebacterium sp. causa primariamente infecgdes subclinicas e € considerado como um
patogeno de significancia limitada ou um microrganismo comensal da glandula. Entretanto, a
sua elevada prevaléncia em infec¢des intramamarias [9] e a sua influéncia negativa na
producédo leiteira [10] sugerem que talvez seja mais apropriado nao considera-lo um
patégeno secundario. De acordo com Carneiro et al. (2009) [11], a mastite causada por
patégenos chamados menores ou secundarios e microrganismos ambientais sdao o principal
desafio para a industria leiteira moderna.

CONCLUSOES

O principal agente isolado no leite dos animais com mastite subclinica € o Corynebacterium
sp.

A mastite subclinica ndo pressupde o isolamento de um agente etiolégico, e pode haver
presenca de animais portadores no rebanho.
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