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LEVEDURAS EM CASOS DE MASTITE BOVINA SUBCLINICA NO SUL DO RIO GRANDE DO SUL

Yeasts in cases of subclinical bovine mastitis in the south of Rio Grande do Sul

Pedro Rassier dos SANTOS'™*, Carolina Lambrecht GONCALVES?, Giniani Carla DORS3, Helenice de Lima
GONZALEZ?*, Patricia da Silva NASCENTE®

RESUMO: Alguns alimentos como o leite tem um importante papel na dieta humana, pois fornece uma série de nutrientes
essenciais. A contaminacdo do leite por micro-organismos indesejaveis, como os fungos, pode causar alterac@es fisico-quimicas
no mesmo, limitando sua durabilidade e de seus derivados, além de determinar problemas econdmicos e de sadde publica. As
leveduras sdo os agentes fungicos mais frequentemente relacionados as infec¢des da glandula maméria em bovinos de leite. Para
realizacdo deste trabalho, foram coletadas 640 amostras de leite, oriundas dos quartos mamarios de vacas em lactacdo que
apresentaram resultado positivos ao Califérnia Mastitis Test (CMT). Previamente foi realizada a desinfec¢éo do teto com algodéo
embebido em &lcool 70°GL e posteriormente retirou-se as amostras de aproximadamente 10 mL de leite que foram encaminhadas
para o Laboratério de Micologia, no Instituto de Biologia da UFPel, semeadas em placas de Petri contendo Agar Sabouraud
Dextrose adicionado de Cloranfenicol e armazenadas na estufa por 7 dias a 36 °C. Nas amostras em que houve crescimento
leveduriforme, fez-se a identificacdo através do Sistema Vitek 2. Foram identificados: Cryptococcus laurentii, Candida famata
e Candida parapsilosis.

Palavras-chave: Infeccéo intramamaria; fungos; Candida; Cryptococcus.

ABSTRACT: Some foods such as milk plays an important role in the human diet, because it provides a number of essential
nutrients. The contamination of milk by undesirable micro-organisms such as fungi, can cause physical and chemical changes in
it, limiting its durability and its derivatives, as well as determining economic and public health problems. Yeasts are the etiologic
agents most often related to infections of the mammary gland in dairy cattle. For this work, they collected 640 milk samples
coming from the mammary glands of lactating cows that showed positive result to the California Mastitis Test (CMT). It was
previously held disinfecting ceiling swab 70°GL alcohol, samples were gathered, about 10 ml of milk and these were referred to
Mycology Laboratory in UFPel Institute of Biology and seeded in Petri plates containing Sabouraud Dextrose Agar
Chloramphenicol added and stored in the greenhouse for 7 days at 36 °C. In the samples in which there was yeast growth, made
the identification using the Vitek 2 system. The following were identified: Cryptococcus laurentii, Candida famata and Candida
parapsilosis.
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INTRODUCAO

Uma vida saudavel requer uma dieta balanceada, e a
ingestdo adequada de nutrientes é fundamental, estando
diretamente relacionada com o bom funcionamento do
organismo (MENDONCA et al., 1999). Alguns alimentos
possuem um importante papel na dieta humana, como o leite,
que possui grande quantidade de nutrientes essenciais ao
crescimento e a manutencdo de uma vida saudavel, como
proteinas, carboidratos, gordura, vitaminas, sais minerais e
fibras (PINTO, et al., 2006).

A produco leiteira envolve cerca de 150 milhdes de lares
em todo o mundo e é caracterizada por ser uma atividade de
retorno financeiro rapido para os pequenos produtores (FAO,
2016). No Brasil, o crescimento da producao leiteira é
constante desde 1974, entretanto, houve uma queda por dois
anos consecutivos a partir de 2015, fato até entdo inédito desde
0 inicio da série histérica publicada pelo IBGE. Apoés esses
dois anos de queda, o Brasil voltou a registrar crescimento na
producdo, com 33,5 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2019).

Dados do primeiro trimestre de 2020 apontam para a
continuacdo desse crescimento, como por exemplo em relacdo
a aquisicao de leite cru feita pelos estabelecimentos que atuam
sob algum tipo de inspecéo sanitéria, que foi de 6,30 bilhdes de
litros, o que corresponde a um aumento de 1,4% em
comparacdo ao volume registrado no primeiro trimestre de
2019 (IBGE, 2020). Embora o pais tenha avancado em
produtividade, somente uma pequena parcela dos produtores
atendem aos critérios de qualidade exigidos pelo mercado
(LIMA et al., 2020).

Por seu alto teor nutritivo, o leite e os produtos lacteos
sdo excelentes meios para o desenvolvimento de leveduras e
outros micro-organismos (NAMVAR et al., 2019), exigindo
cuidados em sua producdo desde a ordenha até o
processamento e armazenamento (GUIMARAES et al., 2009),
visto que a qualidade do leite esta associada a carga microbiana
inicial presente no produto. Quanto maior o numero de
contaminantes e a temperatura de estocagem, menor sera o
tempo de conservagdo do produto (PINTO et al., 2006).

Entre os problemas relacionados a producgéo leiteira no
Brasil, estd a contaminacdo microbioldgica do leite,
influenciando diretamente na queda de sua qualidade.
(CARVALHO et al., 2018; LAMPUGNANI et al., 2018;
NOEL et al.,, 2016). Entre as principais causas, estdo as
inadequadas condigdes de higiene de ordenha e procedimentos
inadequados de limpeza dos utensilios e equipamentos (DIAS
et al., 2020).

Outro problema relacionado com aumento da carga
microbiana no leite e que consequentemente leva a alteracdes
nas caracteristicas do produto é a mastite, uma inflamagéo da
glandula maméria que ocorre em decorréncia da contaminagao
por bactérias patogénicas, virus, fungos e algas, além de
traumas provocados por agentes quimicos, fisicos, mecanicos,
térmicos ou por problemas metabélicos (ACOSTA et al., 2016;
HUSSEIN et. al., 2018; KIBEBEW, 2017).

A mastite pode ser dividida em dois tipos: clinica ou
subclinica. A mastite subclinica possui incidéncia muito maior
em um rebanho leiteiro comparada a clinica. Entretanto, pode
passar despercebida em muitos dos casos, pois diferente da
mastite clinica, ndo h4 sinais visiveis a olho nu (HOSSAIN et
al., 2017; SHAHEEN et al., 2016). Para confirmacdo da

mastite subclinica séo utilizados diversos testes, sendo que um
dos mais utilizados é a Contagem de Células Somaticas (CCS)
pelo California Mastits Test (CMT), por se tratar de um teste
de baixo custo e facil aplicacdo em rebanhos leiteiros (ROSSI
etal., 2018).

Com relagdo a mastite causada por micro-organismos, as
bactérias sdo as mais frequentes (DAMASCENO et al., 2020;
SHAHEEN et al., 2016; SONG et al., 2020). Entretanto,
mastites micdticas vém sendo mais relatadas recentemente
(AL-ABEDI et al., 2020; JASMMOHAMMED et al., 2020;
YANUARTONO et al., 2019).

Vaérios aspectos influenciam o aparecimento de mastite
causada por fungos, entre eles o mau funcionamento e manejo
inadequado do sistema de ordenha, a falta de higiene e a
limpeza das instalagBes e dos equipamentos, além do uso
prolongado de terapia antimicrobiana por via intramamaria
(RUZ-PEREZ et al., 2004). Dentro dos fungos, as leveduras
sdo os mais frequentemente relacionados as infeccbes da
glandula mamaria em bovinos de leite, sendo que a mastite por
fungos filamentosos também pode ocorrer (AKDOUCHE et
al., 2018; ULSENHEIMER et al., 2018).

Diversos géneros de leveduras podem estar envolvidos na
mastite micotica, como Candida,
Cryptococcus, Geotrichum, Pichia e Trichosporon, sendo que
os dois primeiros géneros se destacam entre os demais
(KRUKOWSKI et al., 2001; SPANAMBERG et al., 2009;
AKDOUCHE; AISSI; SAADI, 2018). A diferenciacdo entre
mastites micética e bacteriana € clinicamente dificil,
entretanto, o uso de antibidticos por tempo prolongado e a falta
de sucesso no tratamento podem ser indicativos de mastite
causada por fungos (SPANAMBERG et al., 2009).

Sabendo da importéncia da contaminacdo do leite por
micro-organismos e da escassez de conhecimentos sobre
mastite mic6tica em relagdo a mastite bacteriana, o objetivo
desse trabalho foi pesquisar a presenca e identificar fungos a
partir de 640 amostras de leite oriundos de quartos mamarios
de vacas com mastite subclinica, confirmadas com resultado
positivo ao California Mastit Test (CMT), de 21 propriedades
localizadas no sul do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Foram acompanhadas ordenhas bovinas em 21
propriedades leiteiras no Sul do Rio Grande do Sul no periodo
de um ano. Para o diagnéstico da mastite subclinica foi
aplicado o California Mastitis Test (CMT), em todas as vacas
em lactacdo, onde a classificacdo é dada conforme a
intensidade da reacdo formada: leve (+), moderada (++) e
intensa (+++) (FONSECA & SANTOS, 2000).

Para as vacas que apresentaram resultado positivo ao
CMT, fez-se a desinfeccdo do orificio do teto com algodao
embebido em alcool 70°GL e apoés identificacdo, retirou-se
uma amostra de leite de aproximadamente 10 ml. As amostras
foram acondicionadas e levadas para o Laboratério de
Micologia, no Instituto de Biologia do Departamento de
Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de
Pelotas.

No laboratdrio, foram semeadas em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrose adicionado de
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Cloranfenicol e, posteriormente, armazenadas na estufa por
sete dias a 36 °C.

Apbs esse periodo, as placas que apresentaram
crescimento de micro-organismos, foram selecionadas e das
colonias isoladas foi realizada coloracac de Gram para
diferenciacao de crescimento bacteriano. Aquelas que foram
identificadas como blastoconideos foram repicadas e
encaminhados para a identificacdo através do sistema
automatizado de identificagdo bioguimica Vitek 2°®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 640 amostras coletadas em vacas com mastite
subclinica de 21 propriedades do sul do RS, apenas 14 (2,18%)
apresentaram isolamento de leveduras.

Em um estudo semelhante, KSOURI et al. (2015)
avaliaram 1.121 amostras de leite de dez propriedades
diferentes, sendo que 321 foram coletadas de mastite clinica,
544 amostras de mastite subclinica e 256 de amostras de leite
de glandulas mamarias saudaveis. As analises micologicas
revelaram a presenca fungica em 10,17% das amostras.

J4 Al-abedi et al., (2020), realizaram um estudo com o
intuito de avaliar a presenca Candida, principalmente C.
parapsilosis em 250 amostras de leite, coletados de leite
bovino apés confirmacdo pelo CMT e foi observada uma alta
frequéncia, com 116 isolados de Candida spp. (46,4%), e
destas, 15 (12,9%) foram identificadas como C. parapsilosis.

Jasmmohammed et al., (2020) avaliaram a prevaléncia de
fungos, onde também o foco principal do trabalho era Candida
spp. em casos de mastite subclinica bovina, e dentro do género
Candida, principalmente a espécie C. albicans. Foram
coletadas 100 amostras de leite e destas, obtiveram 63 isolados
fangicos, sendo que 15 (23,8%) foram Candida spp., e destes,
cinco foram C. albicans.

A mastite micética, por ser menos frequente e,
consequentemente, menos pesquisada que a mastite bacteriana,
apresenta poucos estudos de frequéncia, entretanto, alguns
destes relatam uma alta frequéncia de leveduras, como o0s
dados apresentados anteriormente nos estudos realizados por
por Al-abedi et al., (2020) e Jasmmohammed et al., (2020).

No nosso estudo, os géneros identificados a partir do
Sistema Vitek 2®, foram: Cryptococcus sp. e Candida spp.. As
espécies possiveis de serem identificadas foram Cryptococcus
laurentii, Candida famata, Candida parapsilosis, entretanto as
demais espécies ndo foram passiveis de identificacdo e
enquadradas apenas em género Candida spp. O Sistema Vitek
2® esta direcionado para amostras clinicas de origem humana
e algumas espécies destes géneros com origem animal ndo sao
por ele identificadas. A identificacdo de Candida realizada por
Jasmmohammed et al.,, (2020) foi através de técnicas
convencionais como teste de producgdo de tubo germinativo,
producdo de clamidosporos, producdo de urease e agar
CHROM. Além disso, utilizou-se o sistema Rapid: API 20 e
sistema Vitek 2, sendo este Gltimo o0 mesmo método do nosso
trabalho.

Os géneros Candida spp. e Cryptococcus spp. e
encontrados no nosso estudo estdo de acordo com a literatura,
onde os dois géneros mais relacionados a mastite micética
bovina sdo os encontrados neste estudo (KRUKOWSKI et al.,
2001; SPANAMBERG et al., 2009; AKDOUCHE; AISSI;
SAADI, 2018; WUNDER JUNIOR, 2007; AKDOUCHE;
AISSI; SAADI, 2018).

As duas espécies de Candida identificadas no presente
trabalho merecem atencao, visto que estdo entre as espécies
mais frequentemente isoladas e relacionadas a doengas
humanas, sendo elas: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis,
C. tropicalis e C. krusei. (ELDESOUKY et al., 2016). S&o
consideradas micro-organismos oportunistas, ja que fazem
parte da microbiota de pessoas saudaveis humanos e animais,
além de serem patdgenos emergentes, responsaveis por
infeccBes nosocomiais de dificil tratamento (ZARAGOZA et
al., 2012; SEYEDMOJTABA et al, 2018; NAMVR et al.,
2019).

Com relagdo a espécie Cryptococcus laurentii, esta
também foi identificada em um estudo realizado por
Spanamberg et al., (2008) quando em 28 fazendas, foram
coletadas 248 amostras de leite, sendo 54 de vacas com mastite
clinica e 194 de vacas com mastite subclinica. Como
resultados, 43 (22,1%) das amostras de leite obtidas de mastite
subclinica apresentaram crescimento flingico, sendo que
destas, foi possivel isolar um total de 68 espécies: oito amostras
foram do género Cryptococcus, sendo duas, Cryptococcus
laurentii, além de Candida (37,9%), Pichia (19,1%),
Rhodotorula (10,3%), Geotrichum (5,8%), Debaryomyces
(5,8%), Trichosporon (4,4%) e o restante (1,4%) correspondeu
a Kluyveromyces, Galactomyces e Rhodosporidium.

CONCLUSOES

1. A partir das amostras de leite bovino com mastite
subclinica, isolou-se Cryptococcus laurentii, Candida
famata e Candida parapsilosis.

2. Considera-se, com isso, a importancia da
identificacdo fungica, ndo s6 por conhecimento de
espécies emergentes como patégenos na area humana
e animal, mas também por ser decisiva no momento
no melhor direcionamento do tratamento.
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