INSTITUTO
FEDERAL

Amazonas

INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DO
AMAZONAS CAMPUS MANAUS - ZONA LESTE
DEPARTAMENTO DE ENSINO DE GRADUACAO E POS-GRADUACAO
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

KALYANDRA RODRIGUES DE ALMEIDA

ANALISE MICROBIOLC)GLCA DO LEITE BOVINO PROVENIENTE DE
ANIMAIS DA REGIAO METROPOLITANA DE MANAUS

MANAUS - AM
2021



KALYANDRA RODRIGUES DE ALMEIDA

ANALISE MICROBIOLC)GLCA DO LEITE BOVINO PROVENIENTE DE ANIMAIS
DA REGIAO METROPOLITANA DE MANAUS

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Medicina
Veterinaria do Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Amazonas (IFAM) como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Bacharela em
Medicina Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. Edson Francisco do
Espirito Santo

MANAUS - AM
2021



INSTITUTO FEDERAL DE
EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA

Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagcdo (CIP) de acordo com ISBD

Ad47a Almeida, Kalyandra Rodrigues de.
Analise Microbiologica do Leite Bovino Proveniente de
Animais da Regido Metropolitana de Manaus. / Kalyandra
Rodrigues de Almeida. -- Manaus, 2021.
32f.:30 cm.

Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagao) —

Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia e Tecnologia do
Amazonas — Campus Manaus Zona Leste, Curso de Medicina
Veterinaria, 2021.

Orientador: Prof. Edson Francisco do Espirito Santo.
1. Estaflococos. 2. Etiologia 3. Glandula mamaria. 4.

Inflamacdo. 5. Produgéo leiteira. |. Espirito Santo, Edson
Francisco do. Il. Titulo.

CDD - 619.23098115

Elaborada por Diego Leonardo de S. Fonseca — CRB 11/828



KALYANDRA RODRIGUES DE ALMEIDA

ANALISE MICROBIOLOGICA DO LEITE BOVINO PROVENIENTE DE ANIMAIS

DA REGIAO METROPOLITANA DE MANAUS

Este trabalho de conclusdo de curso foi
julgado e aprovado como requisito parcial
para a obtencdo do grau de Médica

Veterinaria no Instituto Federal

Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do

Amazonas.

Orientador: Prof. Dr. Edson Francisco do

Espirito Santo.
Aprovado em 05 de Outubro de 2021.
BANCA EXAMINADORA

- ohea T oele Cras o T
§ 1 e . ;
Eohvgn I el S (T

Prof. Dr. EDSON FRANCISCO DO ESPIRITO SANTO
Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (IFAM)

i\
-~ 5 e
D RN R\
e IR

Prof. Dr. PAULO CESAR GONCALVES DE AZEVEDO FILHO
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Maranh&o (IFMA)

MSc. ELDA ELY GOMES DE SOUZA
Instituto Federal de Educacgéao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas (IFAM)

MANAUS - AM
2021



"S0O porque vocé enfrenta adversidades
e dificuldades, isso ndo é nenhuma
razado para desistir deste mundo. Uma
pessoa, disposta a jogar fora todas as
memorias de seus amigos e
companheiros, nunca vai encontrar paz
de espirito. Se vocé perseverar e
suportar, alguém vai estar la para apoia-
lo."

Masashi Kishimoto - Naruto



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, agradeco a Deus, que fez com que meus objetivos fossem
alcancados, durante todos os meus anos de estudos e permitindo que eu tivesse
saude, sanidade mental e determinagdo para ndo desanimar durante a realizagao
deste trabalho. E que me deu forgas para ultrapassar todos os obstaculos encontrados
ao longo da graduacéo.

A minha mae Katia Chaves que me orientou, acolheu, apoiou e fez em muitas
oracdes. Passamos por varias dificuldades e estamos superando cada vez mais.

Ao meu amigo Luis Felype, por todo apoio e pela ajuda durante a nossa
parceria em projetos, que muito contribuiu para a realizacao deste trabalho.

Ao meu companheiro Rafael Matos pela for¢a, carinho, amor, dedicacéo e pela
grande ajuda durante momentos dificeis.

Sou eternamente grata ao professor Edson Francisco do Espirito Santo, por ter
sido meu orientador e ter desempenhado tal funcdo com dedicacdo e amizade. E
contribuiu fortemente nas correcfes e ensinamentos que me permitiram apresentar
um melhor desempenho no meu processo de formacéo profissional.

Aos demais professores que me orientaram durante a graduacao, Jomel
Francisco dos Santos e Paulo Cesar Gongalves de Azevedo Filho que me
incentivaram dentro da pesquisa e que atuaram fortemente no desenvolvimento deste
trabalho.

Queria agradecer a Anne, Técnica do Laboratorio de Ciéncias e da Saude do
IFAM-CMZL, que estava sempre presente para auxiliar nas atividades
desempenhadas durante a execucdo desta pesquisa.

A todos que participaram, direta ou indiretamente do desenvolvimento deste
trabalho, enriquecendo o meu processo de aprendizado. Aqueles com quem convivi
ao longo desses anos de curso, que me incentivaram e que certamente tiveram

impacto na minha formacao académica. Meu eterno agradecimento!



RESUMO:

A inflamacédo da glandula mamaéaria, conhecida como mastite, ainda € um grande
problema enfrentado no setor leiteiro brasileiro, situacao na qual o diagndstico precoce
€ 0 manejo sao essenciais para a prevencao dessa patologia e para a garantia de um
produto final com qualidade. A producéo na regido metropolitana de Manaus ainda &
realizada principalmente por ordenha manual, e suas caracteristicas indicam a
caréncia de boas praticas no processo de ordenha, o que pode acarretar o
aparecimento e disseminacdo de mastites infecciosas nas propriedades. Devido a
esses fatores, este trabalho objetivou avaliar as condi¢cdes microbiologicas do leite,
proveniente de animais com mastite, produzido na regido metropolitana de Manaus.
Previamente foram realizadas andlises semiolégicas da glandula mamadria,
juntamente com o teste da caneca de fundo preto para a detec¢cdo de mastite clinica
e o California Mastitis Test (CMT) para avaliar o indice de células somaticas,
examinou-se 140 tetos de 35 animais, presentes em trés propriedades selecionadas.
Foram coletadas 98 amostras para andlises microbiolégicas, em funcdo da
apresentacdo de alteracdes nos testes. Ao exame semioldgico, cinco animais
apresentaram ferimentos no Ubere e tetos mamarios; apenas um (0,71%) teto dos 140
avaliados no teste da caneca de fundo preto apresentou leite com grumos; ja ao teste
CMT, 139 tetos foram analisados, com 97 (69,79%) dos tetos reagindo positivamente
para CCS. Em relacdo as andlises microbiolégicas, estas indicaram que o
Staphylococcus spp. foi o principal agente envolvido nas inflamagdes da glandula
mamaria, com 97 (100%), seguido pelo Streptococcus spp., com uma (100%) amostra
e leite do teste da caneca telada e 64 (65,97%) das amostras reativas ao CMT e o
Enterococcus spp. também se fez presente em 75 (77,31%). Foi identificada
prevaléncia de leite com as CCS aumentadas e baixo indice de mastite clinica no teste
de caneca telada. A presenca dos patégenos citados caracteriza problemas de
contaminagcdo humana, vetorial e ambiental do produto, levantando-se sérias
questbes de saude publica. Espera-se que este trabalho possa colaborar em
pesquisas futuras para direcionar sobre boas praticas na producédo de leite na regiao

metropolitana de Manaus.

Palavras-chave: Estafilococos, Etiologia, Glandula mamaria, Inflamacéao, Producéo

leiteira.



ABSTRACT:

Inflammation of the mammary gland, known as mastitis, is still a major problem faced
in the Brazilian dairy sector, a situation in which early diagnosis and management are
essential to prevent this pathology and to guarantee a quality final product. Production
in the metropolitan region of Manaus is still carried out mainly by manual milking, and
its characteristics indicate the lack of good practices in the milking process, which can
lead to the appearance and spread of infectious mastitis in the properties. Due to these
factors, this study aimed to evaluate the microbiological conditions of milk from animals
with mastitis produced in the metropolitan region of Manaus. Previously, semiological
analyzes of the mammary gland were performed, together with the black-bottom mug
test for the detection of clinical mastitis and the California Mastitis Test (CMT) to assess
the somatic cell index, 140 teats of 35 animals present were examined. in three
selected properties. 98 samples were collected for microbiological analysis, depending
on the presentation of changes in the tests. On semiological examination, five animals
presented injuries to the udder and breast teats; only one (0,71%) teat of the 140
evaluated in the black-bottom mug test had lumpy milk; in the CMT test, 139 teats were
analyzed, with 97 (69,79%) of the teats reacting positively to CCS. Regarding
microbiological analysis, these indicated that Staphylococcus spp. was the main agent
involved in inflammation of the mammary gland, with 97 (100%), followed by
Streptococcus spp., with one (100%) sample and milk from the screen mug test and
64 (65,97%) of the samples reactive to CMT and Enterococcus spp. it was also present
in 75 (77,31%). A prevalence of milk with increased CCS and a low index of clinical
mastitis was identified in the screen cup test. The presence of the mentioned
pathogens characterizes problems of human, vector and environmental contamination
of the product, raising serious public health issues. It is expected that this work can
collaborate in future research to guide on good practices in milk production in the

metropolitan region of Manaus.

Keywords: Staphylococci, Etiology, Mammary gland, Inflammation, Dairy production.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Bovinos a pasto em propriedade do municipio de Rio Preto da Eva......... 16

Figura 2. Contencéo dos animais para realizagéo das coletas e exames de inspecéo

€ PAIPAGED. ...ttt e e e e e e e e e e a e 17
Figura 3. Identificacdo de mastite clinica através do Teste da caneca de fundo
1= o PSPPI 17
Figura 4. Teste CMT para deteccdo de mastite subclinica..........ccccooevveeeierniiiinnnen. 18

Figura 5. Analise microbiologica das amostras de leite no laboratorio do IFAM-

(@1 7 PRSP 20
Figura 6. Amostras em placas com agar sangue de ovino 5% em estufa
bacterioldgica no laboratorio do IFAM-CMZL..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiee e, 20
Figura 7. Meio de cultura agar sal manitol apresentando mudancas na
(070 ] (o] = Tor= Lo 1SS 21
Figura 8. Les@0 em teto MamMAriO.........ccceeeieeiee i e e e e e 22

Grafico 1. Resultados do Teste CMT das amostras de leite bovino proveniente de
propriedades da regido metropolitana de Manaus, durante o periodo de marco a
OULUDIO A 2019, et e e e e eeea e e e 24



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. ESCOre do CMT .. ..ottt e e e e e e e e e e e eeeees 19
Tabela 2. Micro-organismos presentes nas amostras de leite provenientes da regido

metropolitana de Manaus, analisadas de marco a outubro de 2019........................ 24



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CCS - Contagem de células somaticas
CMT - California Mastitis Test
CONAB — Companhia Nacional de Abastecimento

SENAR - Servigo Nacional de Aprendizagem Rural



SUMARIO

(NS0 ] 510070 RPN 12
2 JUSTIFICATIVA ....ooeeeeeeeeeeeee e en e an s, 14
B OBJIETIVOS ..ottt 15
3.1 OBJIETIVO GERAL.....cooiieeeeeeeeeeeeeee ettt n e 15
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......oovevieieceeeeeeeeeeeee et 15
4 MATERIAL E METODOS ....c.oviviieeieeeeeeeteeee e eeeenn s 16
4.1 LOCAIS PARA A OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE LEITE................... 16
4.2 EXAME SEMIOLOGICO DA GLANDULA MAMARIA.........c.cooeerrennn. 16
4.3 TESTE DA CANECA DE FUNDO PRETO OU TELADO ........cccccvevevnnne. 17
4.4 CMT (CALIFORNIA MASTITIS TEST) c.uivveeeeeeeeee e, 18
4.5 COLETA DAS AMOSTRAS .....coimieiiceeeeeeeeeeseeesen s s s sttt 19
4.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS. ........coiieeiteeeeeeteeeeeee et 20
4.7 TABULACAO E PROCESSAMENTO DOS DADOS........c.cooveveveeeeeainnnn, 22
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ....cocoiiiieeecceeeeeeee e 22
5.1 ACHADOS DO EXAME SEMIOLOGICO DA GLANDULA MAMARIA......22
5.2 TESTE DA CANECA DE FUNDO PRETO (MASTITE CLINICA).............. 23

5.3 CALIFORNIAN MASTITIS TEST (INDICE DE CELULAS SOMATICAS).23
5.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS DO LEITE MASTITICO ....oooeeevveee. 24
CONCLUS A ..o e e 26

REFERENCIAS ..o ettt 27



12

1 INTRODUCAO

O leite bovino é um produto com uma grande importancia econémica e social
em paises em desenvolvimento, em sua maioria relacionada a producéo de agricultura
familiar (MARX et al.,, 2021). Segundo estudo da Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB), a qual analisou dados relacionados a custos de produgéo e
da rentabilidade entre os anos de 2014 e 2017, o Brasil correspondeu a 7% de toda
producéao leiteira mundial, ocupando a quinta posi¢cao, com um volume de 33,8 bilhdes
de litros de leite no ano de 2018 (MEZZADRI, 2020).

O rebanho bovino do Brasil é de 2014.893.800 animais, sendo que destes, 0
estado do Amazonas participa com cerca de 1.455.842 animais, porém possuindo
apenas 93.310 vacas pertencentes ao rebanho leiteiro, produzindo 43.844 litros em
2019 (IBGE, 2020). O estado do Amazonas apresenta uma producdo leiteira
concentrada em alguns municipios, como a sub-regido Rio Negro/Solimdes, onde
todos possuem producéo leiteira, exceto Novo Airdo. Neste contexto, 0 municipio de
Autazes é considerado o maior produtor desta sub-regido, com uma producédo de
2.914,06 mil litros, seguido de Careiro da Varzea com 2.805,15 mil litros (BELTRAO,
2018).

O leite pode ser compreendido por uma mistura homogénea com grande
namero de componentes como lactose, glicerideos, proteinas, sais, vitaminas,
enzimas, gordura e caseinas ligadas a sais minerais (ORDONEZ et al., 2004). Dentre
os alimentos considerados de alto valor bioldgico, o leite ocupa um lugar de destaque
devido sua rigueza em constituintes nutritivos e energéticos, caracteristicas que o
tornam recomendavel para o consumo (PEREIRA et al., 2010). Entretanto, devido a
sua composicao fisico-quimica, este produto é considerado um excelente meio de
cultivo para diversos micro-organismos como coliformes fecais, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Corynebacterium spp. (TEIXEIRA; FIGUEIREDO, 2019;
MULLER; REMPEL, 2021).

No tocante as enfermidades que afetam a producdo animal, a mastite &
considerada a doenca mais importante que acomete os rebanhos leiteiros, o que leva
a um grande impacto econdmico, pois desencadeia gastos com medicamentos,
diminuicdo da producdo e da qualidade do leite, e consequentemente, descarte
precoce de animais (FERRONATO et al., 2018).
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A mastite clinica resulta em anormalidades visiveis no leite e nos quartos
mamarios, onde estas alteracbes séo facilmente detectadas durante o exame fisico
de rotina. Quanto a mastite subclinica, esta diverge da forma clinica pela néo
visualizacdo e identificacdo das manifestacdes, e dessa forma se faz necessario a
realizacdo de testes complementares para o diagnostico (ALMEIDA et al., 2020). Esta
forma é identificada pela presenca de agentes inflamatorios, onde estes séo
biomarcadores ou patégenos de mastite em secre¢bes glandulares quando uma
infeccdo intramaméria esta presente (KANDEEL et al., 2017).

As perdas econdémicas acontecem devido ao alto custo produtivo frente a queda
de produtividade, que pode chegar a ser de 50%, além do custo no tratamento e
descarte dos animais com mastite (SILVA et al., 2018). O produtor tem ainda que levar
em conta, os indices de contagem de células somaticas (CCS), sendo esta uma das
formas de monitorar a qualidade do leite e a saude dos quartos mamarios. Esta andlise
esta diretamente relacionada com a acdo de micro-organismos ocasionando processo
inflamatorio, e por conseguinte a perda progressiva do epitélio secretor das glandulas
mamarias, assim, diminuindo a producao de leite. Como consequéncia direta, acarreta
prejuizo no preco pago pelo litro de leite, devido & baixa qualidade do produto (ROMA;
MADUREIRA, 2020; LOPES et al., 2011).

Com todo o impacto socioecondmico e cultural na producéo de leite, o controle
da mastite nos rebanhos bovinos se faz necessario para que se possa produzir um
alimento de boa qualidade, e dessa forma se consiga entregar ao consumidor um
produto que atenda as suas expectativas, além de garantir seguranca a saude publica.
Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar a qualidade microbiologica do

leite bovino com mastite produzido na regido metropolitana de Manaus.
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2 JUSTIFICATIVA

A producdao leiteira na regido metropolitana de Manaus, em sua maioria,
ainda é realizada por meio de ordenha manual, e possui caracteristicas que
demonstram a falta de boas praticas durante a ordenha e a baixa adocdo de
tecnologias na producao. Com isso, pode se tornar um risco para o surgimento
e disseminacgéo das mastites e assim comprometer a qualidade final do leite.

Para garantir a qualidade deste alimento, o qual contempla grande
importancia econdmica e sociocultural para a regido, Ssado necessarios
procedimentos que visem a sua caracterizacdo microbiolégica adequada, bem
como a caracterizagcdo das mastites que acometem o0s rebanhos da regido
devido a grande contaminac&o dos animais por micro-organismos presentes no
ambiente de ordenha. Dessa forma, um detalhamento de caracteristicas das
mastites que acometem a producao e qualidade do leite bovino é fundamental
para subsidiar medidas corretivas de problemas basicos, como os observados

na producéo leiteira convencional dos bovinos de leite.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar as condi¢cdes microbioldgicas do leite produzido na regido
metropolitana de Manaus.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar pontos criticos da contaminacao do leite;
e Detectar mastite clinica e subclinica nos animais ordenhados;
e Verificar agentes microbioldgicos envolvidos nas inflamac¢des mamarias;

e Avaliar riscos a saude publica pelo consumo de leite contaminado.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAIS PARA A OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE LEITE

Durante o periodo de maio a novembro de 2019, trés propriedades com
sistemas de ordenha manual pertencentes a regido metropolitana de Manaus foram
selecionadas para a realiza¢do da pesquisa. Em relagdo aos municipios, a primeira e
a segunda, localizavam-se em Manacapuru, nos Km 55-AM 070, Ramal Bela Vista
Km 8, respectivamente. Ja a terceira propriedade localizava-se no Km 79-AM, no
municipio de Rio Preto da Eva. Os bovinos de aptidao leiteira eram provenientes de
criacoes semi-intensivas e encontravam-se soltos a pasto nas propriedades visitadas,

confome a Figura 1.

o e =

Figura 1. Bovinos a pasto em propriedade do municipio de
Rio Preto da Eva. Fonte: Arquivo pessoal.

4.2 EXAME SEMIOLOGICO DA GLANDULA MAMARIA

Para esta acado, os animais foram conduzidos pelos tratadores aos currais ou
troncos de contencéo, onde era realizada a ordenha diaria. Em seguida, os membros
posteriores eram contidos com a utilizacao de cordas, sendo que 0 seu Uso consiste
em contornar, com uma corda, os membros pélvicos dos animais na regido acima do
jarrete, com uma volta simples e outra cruzada em forma de oito. Essa contencao
possui uma lacada que é facilmente desatada e permite prender a cauda dos animais
nos casos de se ordenhar manualmente as vacas, possibilitando, assim, a reducao da
contaminacdo do leite pelo contato com a sujeira que, normalmente, encontra-se

aderida na vassoura da cauda (SENAR, 2017). Depois que 0s animais eram contidos,
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0 exame semioldgico ocorria através da palpacao e inspecdo dos quartos mamarios,
a fim de se observar a presenca de edema, de lesbes e de outros achados

caracteristicos de inflamagé&o dos tetos e do Ubere, conforme a Figura 2.

Figura 2. Contencédo dos animais para realizagdo das
coletas e exames de inspeg¢do e palpagdo. Fonte:
Arquivo pessoal.

4.3 TESTE DA CANECA DE FUNDO PRETO OU TELADO

ApOs a realizagdo do exame semioldgico, foi feito o teste da caneca de fundo
preto ou telado, com o objetivo de se diagnosticar a mastite clinica (COSER et al.,
2012). Segundo Campos e Tulio (2018), este teste consiste em despejar 0s trés
primeiros jatos de leite de cada teto na caneca de fundo preto e, posteriormente,
observar possiveis alteracdes na cor, consisténcia, bem como a presenca de grumos,

pus ou sangue na amostra, conforme a Figura 3.

Figura 3. Identificacdo de mastite clinica através do Teste
da caneca de fundo preto. Fonte: Arquivo pessoal.
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4.4CMT (CALIFORNIA MASTITIS TEST)

Apos o teste da caneca de fundo escuro ou telado, o CMT foi realizado, com o
objetivo de diagnosticar mastite subclinica, sendo que apenas os tetos que
apresentavam mastite clinica ao reagir no teste de caneca telada ndo eram
submetidos ao presente teste.

Para a execucao do CMT, utiliza-se raquete e reagente CMT. O teste consiste
em depositar 2 mL de leite, nas quatro camaras da raquete, por meio do estimulo da
glandula mamaria (ordenha) de forma apropriada e individual de cada um dos tetos.
Em seguida era adicionado 2 mL de reagente CMT na raquete em temperatura
ambiente, com homogeneizac¢éo da solucdo com o leite, em movimentos circulares e

suaves da raquete, como demonstrados na Figura 4.

‘ <\// e

L / v A g ' ; . ' \ ,g':
Figura 4. Teste CMT para detec¢do de mastite subclinica.
Fonte: Arquivo Pessoal.

Apo6s a homogeneizacao, a solucéo resultante era classificada de acordo com
as caracteristicas da reacdo, sendo correlacionada a contagem média de células
somaticas (MELLENBERGER, 2001). O CMT foi interpretado conforme descrito por
BELACHEW et al. (2018) que descrevem os parametros em escalas de cinco pontos,
as guais sdo mensuradas conforme o grau de viscosidade, onde podem existir as
seguintes possibilidades de resultados: negativo (a mistura permanece liquida sem
evidéncia de formacdo de precipitado); traco (um ligeiro precipitado evidente que
tende a desaparecer com 0 movimento continuo da raquete); CMT + (ligeiro aumento
de densidade da solucdo, mas sem tendéncia a formacéao de gel); CMT ++ (a mistura
geleifica imediatamente com alguma formacao de gel e com o movimento, tendendo
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a se mover em direcao ao centro, deixando o fundo da borda externa do copo exposta,
e novamente cobrindo o fundo do copo se o movimento parar); e CMT +++ (forma-se
0 gel que tende a aderir ao fundo da raquete e um pico central distinto durante a
agitacdo). A Tabela 1 demonstra os graus do resultado do teste e como estéo

diretamente correlacionados a reacao.

Tabela 1. Escore do CMT.

Quantitativo de células

Escore CMT somaticas estimado Interpretacdo
N (Negativo) 0-200 Sem alteracbes
T (Tragos) 200 — 400 Mastite subclinica
+ 400 - 1.200 Mastite subclinica
++ 1.200 — 5.000 Mastite subclinica grave
+++ > 5.000 Mastite subclinica severa

Legenda: (+) grau 1, (++) grau 2 e (+++) grau 3.
Fonte: Adaptado de BELACHEW (2018).

4.5 COLETA DAS AMOSTRAS

Previamente a coleta, os tetos mamarios foram submetidos a assepsia, com
algodao hidrofilico e embebido com alcool 70%, a fim de minimizar a contaminacéo
da amostra. O leite foi obtido através de ordenha manual, com o depésito dos jatos de
leite em tubos de ensaio estéreis de 10 ml. Em seguida, estes tubos foram
identificados, para assim serem acondicionados em caixas isotérmicas, contendo gelo
reciclavel. Dessa forma, as amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Ciéncias
Bioldgicas e da Saude do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do
Amazonas — Campus Manaus Zona Leste (IFAM-CMZL) para analise microbioldgica,
conforme a Figura 5.
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o .
Figura 5. Analise microbiolégica das amostras de leite no
laboratério do IFAM-CMZL. Fonte: Arquivo pessoal.

4.6 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As amostras foram inoculadas em agar base enriquecido com 5% de sangue
ovino pelo método de estriamento em placas de Petri e incubadas em estufa
microbioldgica a 37°C (Figura 6), com leituras feitas em intervalos de 24 horas até
completarem 72 horas. Os micro-organismos isolados apds o crescimento foram
identificados através da andlise de suas caracteristicas morfolégicas e tintoriais,
conforme a técnica de Gram (QUINN et al., 2007).

Figura 6. Amostras em placas com agar sangue de ovino 5% em
estufa bacteriolégica no laboratério do IFAM-CMZL. Fonte:
Arquivo pessoal.



21

Posteriormente, as colbnias isoladas e descritas pelas suas caracteristicas
morfologicas e tintoriais foram submetidas ao teste da catalase, que permite separar
0S estreptococos catalase negativos de outros cocos Gram-positivos produtores de
catalase, como por exemplo, certos tipos de estafilococos (MURRAY, 2007). As
colénias foram alocadas em laminas de vidro, com aplicacdo de uma gota de peroxido
de hidrogénio 10 volumes, a fim de observar a presenca ou auséncia de reacao
através da formacao de bolhas (OPLUSTIL et al., 2010). A enzima catalase converte
0 perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, e este ao ser liberado promove a
formacéo de bolhas. Quando esta formacao ndo ocorre, contata-se a negatividade do
teste e o indicativo de alguns de Streptococcus spp. (TRABULSI; ALTERTHUM,
2009).

As coldnias foram cultivadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion), por 24 horas
em temperatura de 37°C+1. O caldo BHI € um meio de cultura nutritivo, ndo seletivo,
para isolamento e manutencdo de micro-organismos em geral (GAMEZ; ARGOT],
2017). Depois da recuperacdo das colonias isoladas em BHI, as cepas foram
inoculadas em agar sal manitol pelo método de estriamento em placas de Petri. O
agar sal manitol € um meio seletivo para o isolamento presuntivo, com isso outras
bactérias sdo inibidas pela alta concentracdo de cloreto de sddio. As linhagens de
estafilococos crescem bem em ambientes salinos, sendo capazes de fermentar
manitol para produzir 4cido latico, que pode ser detectado com o uso de um indicador
de pH, modificando o meio de cultura do rosado para o amarelo devido a liberacéo de
acido, conforme a Figura 7 (ZURITA et al., 2010; SANTOS et al., 2007).

Figura 7. Meio de cultura agar sal manitol
apresentando mudancas na coloragcdo. Fonte:
Arquivo pessoal.
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4.7 TABULACAO E PROCESSAMENTO DOS DADOS

Para a andlise dos dados usou-se a estatistica descritiva com numeros relativos
e absolutos. Os dados coletados foram compilados em planilha no programa Microsoft
Excel® 2019, com posterior elaboracdo de gréficos e tabelas para melhor

visualizagao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ACHADOS DO EXAME SEMIOLOGICO DA GLANDULA MAMARIA

Foram avaliados 35 animais nas propriedades visitadas e 140 tetos mamarios
foram analisados. Ao realizar o exame semiologico, foram identificados cinco (3,33%)
tetos com ferimentos, como demonstrado na Figura 8. O percentual de lesbes
encontrado nesse estudo é semelhante ao encontrado por Arantes (2014) que avaliou
vacas com aptidao leiteira destinadas ao abate, situagcdo em que analisou 625 tetos
mamarios e apenas 35 (5,60%) apresentaram lesdes durante a inspecéo.

Os efeitos das mastites na producao de leite estdo diretamente relacionados ao
grau de lesdo do tecido mamario, dessa forma, quanto maiores as alteracées nos
componentes do leite, maior serd o niumero de CCS (LANGONI et al., 2017). As lesdes
no tecido mamario sdo consideradas portas de entrada para a proliferacdo de micro-
organismos patogénicos, assim desencadeando processos inflamatorios por causa da
colonizagao presente (MEDEIROS, 2017).

Figura 8. Lesdo em teto mamdario. Fonte:
Arquivo pessoal.
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5.2 TESTE DA CANECA DE FUNDO PRETO (MASTITE CLINICA)

Apobs o teste da caneca de fundo escuro, constatou-se que dos 140 (100%)
tetos analisados, apenas um teto (0,71%) gerou leite com grumos, situacdo que
caracteriza baixa prevaléncia de mastite clinica entre os animais avaliados. Segundo
Damasceno et al. (2020), que ao investigarem a mastite bovina e sua relagdo com a
qualidade do leite em uma fazenda do Sul de Minas Gerais, constataram que 11
(40,74%) animais avaliados possuiam mastite clinica com presenca de sinais como
alteracdes no aspecto do leite, febre e edema de Ubere, situacao diferente do que foi
encontrado no presente estudo.

5.3 CALIFORNIAN MASTITIS TEST (INDICE DE CELULAS SOMATICAS)

Quanto ao teste CMT, 139 tetos foram avaliados, com a finalidade de deteccao
de marcadores inflamatdrios, onde se observou que apenas 42 (30,21%) tetos
apresentaram reacao negativa para o teste. Em relacdo aos demais tetos, 39 (28,05%)
apresentaram grau 1, que de acordo com a correlacdo estabelecida na leitura por
BELACHEW et al. (2018), se encontravam com taxa de CCS entre 400 e 1.200.
Amostras provenientes de 28 (20,14%) tetos evidenciaram grau Il, o que contempla
valores de CCS compreendidos entre 1.200 a 5.000. Para o grau lll, estavam
presentes em 30 (21,58%) tetos, apresentando correlacdo com valor de CCS > 5.000.
Os valores acima citados estdo demonstrados no Gréafico 1. Link et al. (2018)
avaliando 355 amostras de bovinos de leite em uma propriedade de Realeza-PR,
identificaram que 8,73% das amostras apresentaram grau 1, 12,96% o grau 2, e 9,86%

delas, o grau 3.
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Grafico 1. Resultados do Teste CMT das amostras de leite bovino
proveniente de propriedades da regido metropolitana de Manaus, durante
o periodo de marcgo a outubro de 2019.
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5.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS DO LEITE MASTITICO

As amostras reagentes aos testes apés serem submetidas a avaliacdo das
condi¢Bes microbioldgicas, totalizaram 98 amostras, destas uma amostra de mastite
clinica e 97 com resultado positivo para reacdo ao CMT, as quais sdo demonstradas

na Tabela 2.

Tabela 2. Micro-organismos presentes nas amostras de leite provenientes da regido
metropolitana de Manaus, analisadas de mar¢o a outubro de 2019.

Agentes etiol6gicos Mastite clinica Mastite subclinica

Staphylococcus spp. 1/1 (100%) 97/97 (100%)
Streptococcus spp. 1/1 (100%) 64/97 (65,97%)
Enterococcus spp. - 75/97 (77,31%)

Das amostras analisadas, constatou-se que o Staphylococcus spp. era o
agente mais comum, sendo identificado em 97 (100%) das amostras de mastite clinica
e subclinica. Estes achados corroboram com o observado por Mesquita et al. (2019),
gue encontraram alta prevaléncia de Staphylococcus spp. em amostras de leite do
tanque de expansdo em 200 propriedades estudadas em Minas Gerais, situacdo na
qual 71% das amostras apresentou 0 micro-organismo supracitado. Simdes et al.
(2013) relatam que o Staphylococcus spp. apresenta grande importancia na
epidemiologia das doencas veiculadas por alimentos, devido a sua alta prevaléncia e
o risco de producéo de toxinas causadoras de gastroenterites alimentares.
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Quanto a presenca de Streptococcus spp. nas amostras examinadas, esta foi
de 100% (1/1) em mastite clinica e 65,97% (64/97) das amostras de mastite subclinica.
Teixeira et al. (2016), ao avaliarem 498 amostras de bovinos leiteiros com mastite,
identificaram 28,7% de vacas positivas para Streptococcus spp., 0 que difere dos
resultados encontrados neste estudo. Segundo Oliveira et al. (2016), os Streptococcus
spp. sao considerados como estreptococos ambientais, 0s quais participam da
microbiota intestinal e sdo encontrados nos locais em que as vacas séo criadas.

Durante a andlise, constatou-se a presenca de Enterococcus spp. Em 75
(77,31%) amostras de leite com mastite. Estes achados diferem dos resultados
obtidos por Bettanin et al. (2019), que objetivando identificar a frequéncia de agentes
da mastite na regido Sudoeste do Parana, observaram apenas crescimento de 4,64%
dos Enterococcus spp., em 490 amostras de leite. Resultados mais préximos foram
obtidos através do estudo desenvolvido por Junior (2018), que ao realizar diagnostico
da qualidade higiénico-sanitaria de leite cru resfriado ou ndo no Recdncavo-BA,
observou a presenca do Enterococcus spp. em 88,88% das amostras analisadas.

O predominio de Staphylococcus spp., Streptococcus spp., € Enterococcus
spp. reforca a necessidade de monitoramento constante da saude dos quartos
mamarios dos animais, do manejo, da ordenha e do acondicionamento do leite obtido,
assegurando assim, um produto saudavel ao consumidor final.

Os micro-organismos encontrados indicam a presenca de mastite contagiosa e
ambiental nas propriedades, que por sua vez podem gerar perdas na producéo devido
a diminuicdo do volume de leite produzido, além de acarretar riscos a saude publica.
Os achados microbiol6gicos de mastite sdo fatores muito importantes, uma vez que
um dos principais objetivos na pecuéaria leiteira é diminuir o descarte involuntario e
realiza-lo apenas quando necessario, com a finalidade de manter um rebanho de alto
potencial produtivo e adicionalmente a estas acfes, consegue-se também garantir o

bem-estar fisico, mental e clinico do rebanho
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CONCLUSAO

As amostras de leite analisadas demonstram a alta prevaléncia de leite com
CCS e baixo indice de mastite clinica. Essa situac&o aponta a presenca da inflamacéo
de forma silenciosa nas propriedades. Quanto ao agente causador isolado nas
amostras microbiologicas, o Staphylococcus spp. € o principal agente infecioso
envolvido na etiologia da inflamacéo da glandula mamaria nas propriedades leiteiras
da regido. O Enterococcus spp. e Streptococcus spp. caracteriza a mastite de origem
ambiental nas propriedades, sendo acarretada também pela contaminacdo humana e
veiculadas por vetores mecanicos.

Com isso, o leite ordenhado na regido supracitada é de baixa qualidade, e
consequentemente o rendimento do produto se torna menor. Além disso, a presenca
da mastite subclinica demonstra perdas silenciosas nesses quesitos e no nivel de
produgéo dos animais manejados.

Em funcdo dos resultados encontrados neste trabalho, bem como da
escassez de informacgBGes acerca de assuntos correlatos na regido, espera-se que
essa pesquisa possa contribuir para o norteamento de acdes e préaticas de
disseminacdo e de fomento das boas praticas agropecuarias na cadeia produtiva do
leite, e de outros trabalhos de pesquisa, visando melhorias na producédo da regiao

metropolitana de Manaus.
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