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Resumo

O leite bovino ¢ um alimento com valor nutritivo que gera renda e sustenta muitas familias do campo e das
cidades. Cerca de 150 milhdes de lares estdo envolvidos na cadeia produtiva do leite, sendo o Brasil destaque
na producéo por ser um dos principais produtores mundiais de leite. Um dos grandes problemas enfrentados
pelos produtores de leite esta relacionado a mastite clinica e subclinica. Esta doenga ¢ uma inflamagio da
glandula mamaria ocasionada por diversos fatores, como presenga de bactérias, fungos, traumatismos, entre
outros. A mastite pode se apresentar na forma clinica ou subclinica acarretando grandes prejuizos com a
diminui¢@o na producdo de leite, e em muitos casos pode levar a perca total dessa produgdo. Apesar de ser
causada por diversos microrganismos de vida livre, a bactéria Staphylococcus aureus € o agente infeccioso
mais prevalente nas infecgdes intramamarias de bovinos. O diagnostico direto € realizado por meio do teste
California Mastitis Test (CMT), Teste da caneca de fundo preto, quantidade de células somaticas (CCS) e
diagnostico microbioldgico. Neste trabalho objetivou-se relatar um caso de mastite clinica ocasionada por
Staphylococcus aureus em uma vaca leiteira da raca girolando confinada em uma propriedade rural do
municipio de Teixeiropolis-RO, cujo diagndstico foi por analise microbioldgica. A andlise foi realizada por
meio de uma amostra oriunda da propriedade, que foi enriquecida em caldo BHI e distribuida em trés diferentes
meios de cultura Agar Sangue de Carneiro a 5%, Agar Macconkey e Agar Sal Manitol. E ainda, teste de
coagulase e catalase. O diagnostico foi constatado pelas caracteristicas fenotipicas observadas pela coloragao
de Gram, morfologia das coldnias no sal manitol, além dos testes de coagulase e catalase positiva, confirmando
assim o diagnostico da bactéria Staphylococcus aureus colagulase positivo. Dentre as formas de diagnéstico
da mastite o diagnodstico microbioldgico é o mais importante, porque ao identificar o agente causador da
enfermidade possibilita agilizar o tratamento, beneficiando a satide do animal, consequentemente, favorecendo
o retorno do desempenho produtivo do animal.

Palavras-chave: Inflamagao. Glandula mamaria. Leite. Saude Animal.

Diagnosis of bovine mastitis caused by Staphylococcus aureus in a rural property in the municipality of
Texeirépolis, Rondonia

Abstract

Bovine milk is a food with nutritional value that generates income and supports many families in the
countryside and cities. About 150 million households are involved in the milk production chain, with Brazil
standing out in production for being one of the main world producers of milk. One of the major problems faced
by milk producers is related to clinical and subclinical mastitis. This disease is an inflammation of the
mammary gland caused by several factors, such as the presence of bacteria, fungi, trauma, among others.
Mastitis can present in clinical or subclinical form, causing great losses with the decrease in milk production,
and in many cases it can lead to total loss of this production. Despite being caused by several free-living
microorganisms, the bacterium Staphylococcus aureus is the most prevalent infectious agent in bovine
intramammary infections. Direct diagnosis is performed using the California Mastitis Test (CMT), Black-
bottomed mug test, somatic cell count (CCS) and microbiological diagnosis. This study aimed to report a case
of clinical mastitis caused by Staphylococcus aureus in a gyrolando dairy cow confined in a rural property in
the municipality of Teixeirdpolis-RO, whose diagnosis was by microbiological analysis. The analysis was
carried out by means of a sample from the property, which was enriched in BHI broth and distributed in three
different culture media Agar Sangue de Carneiro 5%, Agar Macconkey and Agar Sal Mannitol. And yet,
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coagulase and catalase test. The diagnosis was confirmed by the phenotypic characteristics observed by Gram
stain, colony morphology in the mannitol salt, in addition to the positive coagulase and catalase tests, thus
confirming the diagnosis of the Staphylococcus aureus collagulase positive bacteria. Among the forms of
mastitis diagnosis, microbiological diagnosis is the most important, because by identifying the causative agent
of the disease, it makes it possible to speed up the treatment, benefiting the animal's health, consequently
favoring the return of the animal's productive performance..

Key words: Inflammation. Mammary gland. Milk. Animal Health.
Introducio

Entende-se por leite sem outra especificagdo, o produto oriundo de ordenha completa, ininterrupta, em
condi¢des de higiene, de vacas sadias e bem alimentadas e descansadas (Brasil, 2017). O leite ¢ uma
combinagdo de varios elementos s6lidos em agua, os alimentos solidos representam cerca de 13% e a agua
87%, os principais elementos solidos sdo lipideos (3,5% a 5,3%), carboidratos (4,7% a 5,2%), proteinas (3%
a 4%), sais minerais e vitaminas (1%) (Brito ef al., 2009).

A composigdo do leite pode variar de acordo com a espécie leiteira, a raca, dieta, idade, estagio de
lactacdo, sistema de exploracao, manejo, sanidade estacdo do ano (Fao, 2016). O leite cru deve atender algumas
especificacdes ndo deve apresentar substancias estranhas a sua composi¢ao, tais como agentes inibidores do
crescimento microbiano, neutralizantes de acidez, reconstituintes da densidade ou indice crioscopio, e ndo
podendo apresentar residuos de produtos veterinarios e contaminantes acima dos limites previstos em norma
(Brasil, 2017).

O leite ¢ um alimento importante para a populagdo rural e urbana, porque tem valor nutritivo, contém
proteinas, lactose, gordura, calcio, fosforo, magnésio e vitaminas A e D (Bertagnon et al., 2014). Gera emprego
e renda, e também e sustenta muitas familias do campo e das cidades, cera de 150 milhdes de lares estdo
envolvidos na cadeia produtiva do leite bovino sendo o Brasil destaque na producdo por ser um dos principais
produtores mundiais de leite (Fao, 2016).

O Brasil ocupa hoje o 5° lugar no ranking mundial de producio de leite atras da India, Estados Unidos
da América, China e Paquistdo (Fao, 2016). O Brasil produziu cerca de 33,5 milhdes de toneladas de leite em
2016 (Ibge, 2016), estima-se que essa produgdo podera chegar a 47,5 milhdes de toneladas em 2025 (Zanette
et al., 2010). Além da redug@o na produgo de leite outros prejuizos relacionados a mastite também séo
descritos como desvalorizagdo do valor econdmico dos animais, perdas na evolugdo genética do rebanho e
gastos com medicamento e mao de obra (Durr ez al., 2004). A mastite causa também alteragdes fisico-quimicas
no leite, além de constituir um risco a saude publica por conter patdégenos produtores de toxinas e residuos de
antibidticos no leite (Costa et al., 2013; Bertagnon et al., 2014).

Um dos problemas enfrentados pelos produtores de leite bovino esta relacionado a mastite, que ¢ uma
doenga inflamatdria e infecciosa que atinge a glandula mamaria bovina, podendo se apresentar na forma clinica
ou subclinica e acarretando na redug@o na producéo de leite e em muitos casos pode levar a perca total dessa
producdo (Bertagnon et al. 2014). Embora a mastite bovina seja causada por diversos microrganismos o
Staphylococcus aureus é o agente infeccioso mais prevalente nas infecgdes intramarias (Pellegrino et al.,
2011).

O S. aureus esta amplamente distribuido pelo Brasil e sua frequéncia nos rebanhos variam de 39,2 a
70,9% (Zanette et al., 2010; Carvalho et al., 2018). Para diminuir os indices de mastite ¢ recomendado que
sejam adotadas medidas que proporcionam a identificagdo da mastite no rebanho e esses diagndsticos podem
se dar por meio de alguns testes como o da caneca de fundo preto, o teste de California Mastitis Test (CMT) e
a Contagem de Células Somaticas (CCS) (Bertagnon et al., 2014). No entanto, o diagnostico do agente
etioldgico ¢ de suma importancia para que sejam tomadas medidas de controle e prevencao desta doenga. Para
iss0, 0 exame microbiologico do leite ¢ o0 método padrio para identificar o agente etiologico (Radostits et al.,
2007).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é relatar um caso de mastite clinica no estado de Rondénia
ocasionada por Staphylococcus aureus em uma vaca leiteira da raga girolando ocorrido no municipio de
Teixeiropolis-RO, por meio de diagndstico de microbiologia classica.

Material e métodos

Foi recebida no Laboratério de Microbiologia Veterinaria do Hospital Veterinario Sdo Lucas, Ji-
Parana-RO, uma amostra de leite de uma propriedade localizada no municipio de Texeiropolis-RO, oriunda
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de uma vaca da raga Girolando com mastite clinica, de cinco anos de idade e com producdo média de 30
litros/dia.

Ap0ds trés dias do inicio dos sinais clinicos o animal apresentou uma queda abrupta na produgdo de
leite, e o quarto mamario afetado se apresentava bastante edemaciado e com secrecdo aquosa esbranquigada
do teto. Diante disso, iniciou-se um tratamento com antimicrobianos a base de gentamicina intramaria por 15
dias. Apoés esse periodo ndo foi notado sucesso no tratamento, procurou-se entdo fazer o diagnostico
microbiologico.

Para realizacdo dos exames microbioldgicos foram avaliadas amostras de todos os quartos da glandula
mamaria do animal, as amostras foram colocadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) para enriquecimento
(Figura 1A) por 48 horas em estufa bacteriolégica com temperatura média de 37°C, apos esse periodo, as
amostras foram esgotadas com o auxilio de al¢a de platina padronizada em trés diferentes meios de cultura
preparados em placas de petri (Agar Sangue de Carneiro a 5%, Agar Macconkey e Agar Sal Manitol).

‘

Figura 1. Detecgdo de Staphylococcus aureus em amostra de secre¢do do teto de um bovino confinado em
propriedade rural do municipio de Teixeiropolis-RO. A: Caldo BHI utilizado para enriquecimento da amostra;
B: Placa de petri contendo crescimento bacteriano em Agar Sal manitol apés a fermenta¢io do manitol; C:
Colonias amarelas isoladas no Agar Sal Manitol.

Seguidamente aos esgotamentos, as placas foram identificadas e acondicionadas em estufa a 37°C para
o crescimento. As amostras dos quatros tetos foram avaliadas individualmente. Apos sete dias do esgotamento
as amostras foram avaliadas para verificagdo de crescimento, ndo sendo notado crescimento, retornando assim
as amostras para estufa novamente a 37° C por sete dias.

Apds esse periodo notou-se o crescimento, € a colonia foi submetida a coloragdo de Gram onde foi
verificado, coloragdo Gram-positiva com cocos em arranjos estafilococos com posterior realizagdo de teste
bioquimico de catalase e coagulase lenta em plasma de coelho para cocos-positivos, as leituras da prova de
coagulase foram realizadas 24 horas apds a incubagdo a temperatura de 37°C em banho-maria o teste
apresentou coagulase positiva e catalase positiva.

No Agar Sal Manitol verificou-se fermentagio do manitol (Figura 1), e colnias amarelas e brilhantes
confirmou a infeccdo por Staphylococcus aureus, o crescimento s6 ocorreu na amostra referente ao quarto teto
afetado.

Resultados e discussao

Foram realizadas analises microbiologicas de todos os quartos mamarios do animal corroborando com
Brito ef al. (1999) e Costa et al. (2013), onde citaram que o melhor modo de se conhecer o agente etiologico
de mastite ¢ a realizagdo de cultura microbiologica de todos os quartos mamarios de animais em lactagdo e que
apresentem sinais de mastite clinica ou apresentem alteragdes nos testes de caneca de fundo preto e CMT.

Nesser et al. (2006) e Costa et al. (2013), relataram que os rebanhos que adotaram a cultura
microbiologica em casos clinicos de mastite reduziram o uso de antimicrobiano com excelente efetividade,
reduziram o descarte do leite. O uso do meio de cultura Agar sal manitol e essencial para isolamento de
Staphylococcus aureus, onde apds a fermentagdo de manitol, crescem colonias amarelas indicado o
crescimento e isolamento desta bactéria.

Para conhecimento do agente, amostras enriquecidas foram distribuidas em Agar Sal Manitol. O dgar
sangue ¢ um meio ndo seletivo enriquecido usado muitas vezes para crescimento de microrganismos
fastidiosos. No entanto, o dgar Macconkey ¢é seletivo para crescimento de microrganismos Gram-negativos,
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porque contém em sua formulacdo sais biliares e cristal de violeta que inibe o crescimento de bactérias Gram-
positivas (Bertagnon et al., 2014).

O agar Sal manitol ¢ um meio muito usado para isolamento de S. aureus (Brito, 2010). No agar Sal
Manitol as coldnias se apresentaram grandes e amarelas (Figura 1C), corroborando com Brito (2010) onde diz
que o S. aureus ao fermentar o manitol produz colonias grandes e rodeadas de uma zona amarela ja os
estafilococus ndo patogénicos produzem colonias pequenas e rodeadas de uma zona vermelha.

De acordo com os resultados dos exames microbioldgicos realizados por meio de isolamento
bacteriano, analises das caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas, foi constatado que o agente causador da
mastite do animal do presente estudo foi Staphylococcus aureus. Este agente estd envolvido em grandes partes
da mastite clinica e subclinica.

Estudos realizados por Mota et al. (2012) no estado de Pernambuco, detectaram Staphylococcus spp.
em 39,3% das amostras positivas e desse total 12,7% eram causadas por S. aureus. Oliveira et al. (2009)
constataram presenga deste a agente em 21,95% das mastites. Contudo, Saeki et al. (2011) isolaram o S. aureus
em 60,32% das amostras testadas.

Estudos desenvolvidos por Costa et al. (2013) no estado de Rondonia, revelaram que o S. aureus
representou cerca de 8,33% dos microrganismos isolados em vacas no pds-parto e que foram tratadas com
antibidticos durante o pré-parto. Entretanto, Silva et al. (2012) em seus estudos no Agreste Meridional
pernambucano ndo isolou o S. aureus em mastites clinicas e associou este agente as mastites cronicas, estes
achados diferem dos achados do presente estudo onde o animal apresentou mastite clinica por S. aureus.

Nzo houve crescimento no Agar Macconkey mostrando assim que ndo havia presenca de
microrganismos Gram-negativos a confirmacao se deu por colora¢do de Gram onde foi retirado amostra das
placas contendo agar Sal Manitol que obtiverem crescimento bacteriano mostrando cocos em arranjos de
estafilococus com coloragdo Gram-positiva. Os testes bioquimicos também foram positivos, confirmando
assim a infecc@o por S. aureus. Para o teste de coagulase foi utilizado o teste de coagulagdo lenta em plasma
de coelho corroborando com Santos et al., (2010) que também utilizaram para o teste de coagulase, o plasma
de coelho. Fagundes et al. (2010), além dos testes de coagulase e catalase utilizaram também os testes de
DNAse a produgio de acetoina e fermentacdo de maltose, € mostrou-se eficaz para confirmacdo de presenca
do agente.

O nio crescimento de outras bactérias confirma que ndo houve contaminagdo da amostra durante a
coleta. Brito (2009) e Carvalho et al. (2018), ressaltam que a contaminag@o das amostras é um dos principais
problemas na identificagdo dos microrganismos da mastite, pois quando se isola microrganismos ambientais
junto com outros, a defini¢do do agente principal acaba sendo dificultada e tornando assim um problema para
a defini¢do do tratamento.

Nander Filho et al. (2007) em seus estudos também utilizaram como diagndstico de S. aureus. A
fermentagdo de manitol e o teste de coagulase para confirmagio de diagndstico, ja Saeki ef al. (2011) e Costa
et al. (2013), utilizaram para o isolamento do S. aureus. Agar Baird Parker com enriquecimento com gema de
ovo com telurito de potéassio submetendo as amostras que tiveram crescimento aos testes de coagulase e prova
de catalase, os positivos nesse teste foram confirmados como S. aureus, as amostras foram encubadas e
apresentaram crescimento 48 horas apds a incubagdo, esse tempo crescimento foi diferente dos obtidos no
presente estudo, onde as amostras delongaram cerca de 14 dias para serem identificadas.

Em estudos realizados por Chagas ef al. (2012) no estado de Minas Gerais, revelaram que as maiores
incidéncias de mastites causadas por S. aureus ocorreram com prevaléncia no més de fevereiro e abril,
expressando sazonalidade na presenga do agente em glandulas mamarias bovinas, entretanto, esses resultados
foram diferentes dos obtidos pelo presente estudo, porque a mastite do animal foi diagnosticada no més de
setembro e outubro. Apesar da variacdo de ocorréncia do S. aureus durante o ano, nesse mesmo estudo
conduzido por Chagas et al. (2012), revelou que o S. aureus foi isolado em todos os meses do ano reforgando
assim as agOes de controle e prevengdo contra mastite durante todo o ano.

Conclusao

As andlises microbioldgicas realizadas para o diagnodstico do agente etiologico causador da mastite
demonstraram presenca de Staphylococcus aureus em amostra de secrecdo do teto de um bovino confinado
em propriedade rural do municipio de Teixeiropolis-RO. Dentre as formas de diagnodstico da mastite o
diagnostico microbiologico é o mais importante, porque ao identificar o agente causador da enfermidade
possibilita agilizar o tratamento, beneficiando a satide do animal, consequentemente favorecendo o retorno do
desempenho produtivo.
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