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RESUMO

A mastite bovina é uma doença importante na exploração leiteira, não apenas pelas perdas 
econômicas diretas que promove, mas também pelas perdas indiretas e o potencial risco à saúde 
pública. Dentre as principais causas de infecções intramamárias, destacam-se as bactérias do 
gênero Staphylococcus spp., sendo que Staphylococcus aureus é o agente etiológico predominante 
em mastite subclínica. O objetivo desse trabalho foi verificar a frequência de mastite subclínica em 
oito rebanhos localizados na região Sul do Rio Grande do Sul (Brasil) e a relação da enfermidade 
com a presença de S. aureus. Adicionalmente, pesquisou-se a presença de S. intermedius e S. hyicus 
nas amostras de leite obtidas. Para identificação da doença, utilizou-se o California Mastitis Test 
(CMT). A identificação da espécie de Staphylococcus spp. foi feita em meio de cultura ágar Baird-
Parker, com posterior confirmação das colônias suspeitas em coloração de gram, prova de catalase, 
pesquisa de coagulase livre e pesquisa de termonuclease. A mastite subclínica foi constatada em 
53,6% dos animais testados. A presença de Staphylococcus coagulase positiva foi identificada em 
12,6% dos animais com mastite subclínica. Nesses mesmos animais, a bactéria identificada como 
S. aureus foi o agente etiológico presente em 17,6% dos casos. Adicionalmente, pode-se perceber 
que, dentre o grupo identificado como coagulase positiva, 85,7% corresponderam a S. aureus, en-
quanto 8,5% mostraram características bioquímicas compatíveis com S. intermedius e 5,8% foram 
consideradas S. hyicus.
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ABSTRACT

FREQUENCY OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS FROM BOVINE SUBCLINICAL MASTITIS 
CASES, IN SOUTHERN RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL. Bovine mastitis is an important disease in dairy 
farming, not only by promoting direct economic losses, but also for indirect losses and the potential risk to 
public health. The main causes of intramammary infections include the bacteria of the genus Staphylococcus 
spp., Staphylococcus aureus being the predominant etiologic agent in subclinical mastitis. The aim of this 
study was to determine the frequency of subclinical mastitis in eight herds from southern Rio Grande do Sul 
(Brazil) and the relationship of the disease with the presence of S. aureus. In addition, we checked for the 
presence of S. intermedius and S. hyicus in the milk samples obtained. For identification of the disease, we 
used the California Mastitis Test (CMT). Identification of Staphylococcus spp. species was made in Barid-
Parker agar culture medium, with subsequent confirmation of suspected colonies by way of Gram stain and 
catalase test along with free-coagulase and thermonuclease research. Subclinical mastitis was identified in 
53.6% of animals tested. The presence of coagulase-positive Staphylococcus was identified in 12.6% of 
animals with subclinical mastitis. In these same animals, bacteria identified as S. aureus were the etiologic 
agent present in 17.6% of cases. Additionally, it was revealed that among the group identified as coagulase 
positive, 85.7% corresponded to S. aureus, while 8.5% had biochemical characteristics consistent with S. 
intermedius and 5.8% were considered S. hyicus.
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INTRODUÇÃO

A mastite bovina é uma enfermidade de sig-
nificativa importância econômica (Pereira et al., 
2010), acometendo praticamente todos os rebanhos 
produtivos mundiais. É uma doença com aspectos 
multifatoriais (anaya-LoPez et al., 2006), decorrente 
da colonização do tecido secretor do úbere por 
agentes patogênicos (TaLboT; Lacasse, 2005). As 
perdas ocasionadas pela mastite decorrem da menor 
quantidade de leite produzido (Ladeira, 2007). Além 
disso, ocorre diminuição da qualidade do leite dos 
quartos afetados (oLiveira et al., 2011) com alterações 
na sua composição (Ma et al., 2004), que resultam em 
interferência na tecnologia industrial para elaboração 
de derivados (rebhun, 2000).

A mastite provoca alterações físicas, químicas e 
microbiológicas no leite produzido (radosTiTs et al., 
2002), as quais servem de critérios para a classificação 
da enfermidade e indicativo de diagnóstico inicial 
da doença, usando-se as alterações visuais diretas no 
leite ordenhado (formação de grumos e alterações 
de cor) ou indiretas, percebidas através do teste de 
CMT (California Mastitis Test) (cosTa, 2008).

O gênero Staphylococcus spp. compreende o 
principal gênero envolvido em casos de mastite 
subclínica (PyöräLä; TaPonen, 2009). A participação 
da espécie Staphylococcus aureus, um patógeno que 
pode ser rotineiramente encontrado no úbere de 
bovinos, merece destaque como importante espécie 
causadora de mastite (badosh; MeLo, 2011). Além das 
perdas econômicas, essa espécie bacteriana repre-
senta potencial risco à saúde pública, uma vez que 
apresenta a capacidade de produzir enterotoxinas 
termoestáveis (viçosa et al., 2010).

O objetivo desse trabalho foi pesquisar a ocor-
rência da mastite subclínica em rebanhos bovinos 
da região sul do Rio Grande do Sul e a frequência 
de S. aureus presentes nesses casos.

MATERIAL E MÉTODOS

As amostras de leite utilizadas nesse estudo 
foram obtidas em oito propriedades rurais, loca-
lizadas na região Sul do Estado do Rio Grande do 
Sul. Os animais utilizados nesse estudo estavam 
divididos em seis rebanhos da raça Jersey e dois 
rebanhos da raça Holandesa, submetidos a duas 
ordenhas diárias com intervalo de 10 a 12 horas 
entre cada uma delas. O número total de vacas em 
diferentes estágios de lactação, nas propriedades 
amostradas, foi de 423 animais, os quais foram 
submetidos ao teste de CMT (schaLM; noorLander, 
1957) para pesquisa de mastite subclínica, durante 
a rotina de ordenha em cada propriedade. O cri-
tério para identificar a mastite subclínica seguiu a 

interpretação do resultado conforme proposto por 
beLLoTi (1992).

Uma vez observada a presença de mastite subclí-
nica, os tetos representantes de cada quarto afetado 
sofreram antissepsia com álcool 70°GL e aproxima-
damente 10 mL de leite foram coletados em tubos 
de vidro previamente esterilizados, identificados e 
mantidos em caixas isotérmicas, sendo encaminha-
das ao laboratório para as análises microbiológicas.

As amostras provenientes das propriedades pes-
quisadas foram inoculadas inicialmente em meio de 
cultura ágar Baird-Parker, usualmente empregado 
para pesquisar Staphylococcus spp. em alimentos 
(viçosa et al., 2010), utilizando a metodologia descrita 
por benneT; LanceTT (1995). Consideraram-se como 
características presuntivas para Staphylococcus spp. 
as colônias apresentando forma circular, coloração 
preta ou cinza escura, diâmetro de aproximadamente 
2 mm, apresentando uma massa de células esbran-
quiçada nas bordas e um halo transparente ou zona 
opaca ao redor da colônia (siLva et al., 2007).

As colônias suspeitas obtidas na etapa anterior 
foram submetidas à coloração de gram e prova da 
catalase. Adicionalmente, foi realizada a pesquisa 
de coagulase livre, empregando-se a metodologia 
descrita por yasdankhan; oLsen (1998). De forma 
complementar, ainda foi efetuada a pesquisa de 
Nuclease Termoestável (termonuclease ou TNAse), 
utilizando-se a metodologia descrita por siqueira 
(1995).

As colônias bacterianas identificadas como coa-
gulase positiva e/ou termonuclease positiva foram 
submetidas às provas de fermentação aeróbica de 
manitol e maltose seguindo a metodologia e interpre-
tação descritas por beLLoTi (1992) e para a produção 
de acetoína utilizou-se a metodologia proposta por 
PhiLLiPs; nash (1985).

O critério utilizado para identificar a espécie de 
Staphylococcus spp. encontrada foi adaptado de Jay 
(2000), JabLonski; bohach (1997) e beLLoTi (1992).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O uso do CMT identificou mastite subclínica em 
227 vacas em lactação, de um total de 423 animais 
analisados, representando 53,6% da ocorrência na 
população amostrada. A variação de mastite sub-
clínica entre as oito propriedades pesquisadas ficou 
entre 32,2% e 69%. O resultado obtido nesse trabalho 
demonstra que o índice de mastite subclínica é alto, 
mesmo com o investimento em educação proporcio-
nado pelo serviço de extensão de empresas laticinistas 
e de instituições de ensino e pesquisa regionais.

A preocupação com a frequência dessa enfer-
midade não é recente e há uma variação entre os 
dados obtidos em vários estudos. Assim, os dados 
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encontrados são superiores aos 44,7% de ocorrência 
dessa enfermidade, relatados por siLva (1998) em 
trabalhos com animais da região geográfica próxima 
à utilizada nesse experimento. Na mesma região 
geográfica, ribeiro et al. (2003) encontraram positi-
vidade de  37,6% na prova de CMT. Índices menores 
que os encontrados nesse trabalho também foram 
descritos por cosTa (2008) que relata a ocorrência 
da doença em 9,85% dos animais pesquisados na 
região Sul de Minas Gerais. Ainda, oLiveira et al. 
(2011) descreveram uma prevalência de mastite 
subclínica de 15,6% da enfermidade em vacas mes-
tiças da região de Rondon do Pará e Langoni et al. 
(2009), analisando rebanhos leiteiros em produção 
orgânica, encontraram  44,0% de mastite subclínica.

Entretanto, cosTa et al. (1995) verificaram que 
72,5% das vacas provenientes de rebanhos de São 
Paulo e Minas Gerais apresentavam mastite subclíni-
ca, demonstrando valores superiores ao encontrados 
nessa pesquisa. 

A presença de Staphylococcus spp. coagulase 
positivo foi encontrada em 12,6% dos animais que 
demonstraram mastite subclínica frente a prova de 
CMT, com a metodologia de identificação microbiana 
utilizada. Esse resultado está abaixo da frequência 
encontrada por cosTa (2008), na região Sul de Minas 
Gerais, que relatou 34,2% de ocorrência para esse 
grupo de micro-organismos.

A bactéria S. aureus esteve presente em 17,6% dos 
casos identificados de mastite subclínica. Resultado 
semelhante foi encontrado por oLiveira et al. (2011) 
que, estudando mastite subclínica em vacas prove-
nientes de rebanhos mestiços no Pará, encontraram 
uma prevalência de 17,7% de mastite subclínica por 
S. aureus. 

Contudo, os dados obtidos na presente pesquisa 
estão abaixo dos resultados obtidos por oLiveira et 
al. (2009) que, trabalhando com rebanhos leiteiros 
de Sergipe, encontraram S. aureus em 21,9% dos 
rebanhos leiteiros estudados com mastite subclínica. 
Nos estudos de ribeiro et al. (2009), essa espécie 
bacteriana esteve presente em 25,7% dos casos 
de mastite clínica e subclínica. Ainda, Langoni et 
al. (2009) demonstraram dados de que 18,2% das 
vacas com mastite, no Município de Botucatu, 
apresentavam infecção por S. aureus. Em proporções 
semelhantes, sanTos et al. (2010) relataram uma 
frequência de 18,7% para essa espécie bacteriana 
em casos de mastite na bacia leiteira de Santa Isabel 
do Oeste, no Estado do Paraná.

Os dados encontrados nesta pesquisa e na biblio-
grafia confirmam a afirmação de schLegeLová et al. 
(2003), que apontaram S. aureus como sendo uma 
das espécies mais comumente envolvida em casos 
de infecções intramamárias em bovinos, além de 
ser a responsável pelas maiores perdas econômicas 
das explorações leiteiras em todos os continentes.

A frequência relativamente baixa de mastite 
subclínica por S. aureus, demonstrada nesse trabalho, 
pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo apoio 
realizado por órgãos de fomento junto aos produtores 
rurais. Assim, a assimilação dos conhecimentos e a 
utilização das informações recebidas colaboram na 
prevenção de disseminação da enfermidade por essa 
espécie bacteriana em especial, uma vez que o prin-
cipal momento de sua transmissão ocorre durante a 
rotina normal de ordenha dos animais.

Dentre as colônias consideradas coagulase posi-
tivas, 85,7% corresponderam a S. aureus, enquanto 
8,5% mostraram características bioquímicas compa-
tíveis com S. intermedius e 5,8% foram consideradas 
S. hyicus.

cosTa (2008) demonstra que, das 360 amostras 
consideradas como estafilococos coagulase positiva, 
provenientes de rebanhos identificados com mastite 
na região Sul de Minas Gerais, S. aureus foi identifica-
do em 97,7% das vezes. A frequência de S. intermedius 
e S. hyicus, para o mesmo grupo foi, respectivamente, 
1,1% e 0,8%. caPurro et al. (1999), em trabalho com 
rebanhos leiteiros da Suíça, demonstraram que 97% 
das infecções intramamárias ocasionadas por estafi-
lococos coagulase positiva eram devidas a S. aureus, 
enquanto que S. intermedius foi isolado em 2% e S. 
hyicus foi identificado em 1% para esse parâmetro.  
Embora existam variações nos percentuais encontra-
dos, à semelhança da presente pesquisa, os demais 
autores também encontraram a predominância de S. 
aureus, seguido de S. intermedius e S. hiycus em casos 
de mastite, especificamente analisando-se o grupo 
de estafilococos coagulase positiva.

A espécie S. aureus também foi a principal, dentre 
o grupo de estafilococos coagulase positiva identifica-
da por sanTos et al. (2010), em 81% dos isolamentos, 
em vacas leiteiras do Oeste do Paraná. Entretanto, 
esses autores descrevem que S. hiycus foi isolado 
em 15,2% desse grupo, sendo a segunda espécie 
mais encontrada. A espécie menos identificada, S. 
intermedius, apareceu em 3,8% de seus isolamentos.

Os resultados obtidos nesta pesquisa e amparados 
pelos demais trabalhos da literatura demonstram ser 
interessante a realização de provas bioquímicas ou 
fenotípicas adicionais para identificação da espécie 
envolvida em infecções intramamárias.

Em 72,5% das cepas identificadas como S. aureus, 
ocorreu a produção de coagulase e termonuclease. 
siLva (1998), trabalhando com rebanhos leiteiros da 
região Sul do Rio Grande do Sul, encontrou todas 
as cepas positivas para ambas as provas.

As cepas identificadas como S. hiycus mostraram 
variação na capacidade de produção de coagulase 
e termonuclease. Assim, desta espécie, verificou- 
se que 71,4% expressaram apenas a produção de 
termonuclease, enquanto 14,3% produziram apenas 
coagulase. Ambas as enzimas foram produzidas por 
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14,3% das cepas. Esse resultado pode ser considerado 
normal, uma vez que a espécie S. hyicus é considerada 
como sendo coagulase variável, conforme hasLer et 
al. (2008).

A produção de termonuclease e coagulase ocorreu 
em todas as cepas identificadas como S. intermedius.

Os dados obtidos com a utilização da pesquisa 
de termonuclease permitem indicar a sua utiliza-
ção como uma prova auxiliar na identificação de  
Staphylococcus spp. Afinal, trata-se de uma prova de 
fácil execução, pouca subjetividade na leitura e que 
pode ser facilmente adaptada à rotina laboratorial. 
Porém, ela não deve servir como substituta a pesquisa 
de coagulase, mas sempre utilizada no sentido de 
complementação.

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem 
concluir que a frequência de mastite subclínica nos 
rebanhos estudados é alta, sendo que em 17,6% 
dos casos o agente etiológico isolado foi S. aureus. 
Embora a mastite seja uma doença de difícil erradi-
cação na exploração leiteira, cuidados relacionados 
ao manejo durante a ordenha devem ser explorados 
de melhor forma, a fim de evitar a disseminação de 
agentes infecciosos.
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