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APRESENTACAO

A mastite é uma inflamacgéo da glandula mamaéria, causada pri-
mariamente pela infecgado por microrganismos patogénicos. E uma do-
enca multifatorial, sendo o resultado da interagéoe dos agentes infecci-
osos, do animal e do ambiente, que inclui, por exemplo, as instalacdes,
o homem e o manejo da ordenha e dos animais. Neste contexto, é
importante conhecer os principais agentes da mastite, como estes se
distribuem no meio ambiente e entre 0s animais, pois um programa de
controle deve considerar os microrganismos que causam problema
para os rebanhos.

Esta publicagdo tem a finalidade de apresentar aspectos relacio-
nados ao diagndstico microbiolégico da mastite, tais como 0s passos
para a coleta de amostras de leite para o exame microbiologico; as
caracteristicas dos principais agentes, orientagtes sobre procedimen-
tos laboratoriais, conveniéncia e interpretacio do antibiograma. Espe-
ra-se que estas informacdes possam ser (teis para os profissionais
envolvidos com o controle da mastite no campo, para estudantes e
por aqueles envolvidos na pratica laboratoriali do diagnéstico
microbiolégico da mastite.

Os Autores
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1. INTRODUCAO

A etiologia da mastite é complexa e multivariada. A identifica-
¢80 dos microrganismos que causam infeccdo da glandula maméria é
importante, tanto para a implementacio de métodos de controle e
prevencdo, quanto paré o monitoramento de rebanhos. A identifica-
¢do dos agentes da mastite é realizada por meio de culturas de amos-
tras de leite obtidas de quartos mamdrios individuais, ou de amostras
compostas de todos os quartos mamadrios de cada vaca.

O principal objetivo do diagndstico microbiolégico da mastite &
oferecer resultados rapidos e seguros ao veterinéario, para que ele pos-
sa identificar problemas do rebanho e tomar decisdes a respeito de
casos individuais. Nesse sentido, é de fundamental importancia que o
técnico responsével pelo diagnéstico laboratarial tenha conhecimento
dos agentes da mastite, para que possa fazer a correta interpretacio
dos microrganismos isolados e utilizar testes de identificacdo, que le-
vem a informagdes Uteis, para o direcionamento de medidas de con-
trole.

Um conceito bésico para o diagnéstico microbiolégico é a iden-
tificacdo dos patdgenos da mastite como contagiosos {ex.:
Streptococcus agalactiae ou Staphylococcus aureus) ou do ambiente
(ex.: coliformes, Streptococcus uberis, Streptococcus bovis). Assim,
enquanto para alguns organismos (ex.: S. agalactiae) é fundamental a
identificacéo da espécie, para outros, é suficiente caracterizar o géne-
ro ou o grupo a que eles pertencem {ex.: Streptococcus sp, do ambi-
ente e coliformes}). De modo semelhante, a diferenciagio dos
Staphylococcus em coagulase negativos e coagulase positivos é ne-
cessaria para separar S. aureus {coagulase positiva) do grande nime-
ro dos Staphylococcus coagulase negativos, que sio considerados
patégenos secundarios da mastite. De posse dessas informacdes, o
veterinario pode recomendar medidas diferenciadas de controle e su-
gerir alteragGes a respeito do manejo do rebanho.

2. EXAMES DE CASOS CLiNICOS

O exame de quartos mamarios individuais pode ser necessario
para o caso de infecgbes severas, que ndo respondem a terapia, para
a decisao sobre o descarte de um determinado animal por problemas
de mastite ¢ para o monitoramento dos casos clinicos do rebanho. O
exame microbiolégico de amostras de leite de todos os casos clinicos



fornece informagdes importantes para a determinagio de estratégias
de manejo e prevencdo de novos casos, O ideal é examinar o leite de
todos os quartos mamarios com mastite clinica antes do inicio de
qualquer tratamento. As amostras coletadas devem ser mantidas refri-
geradas e enviadas ao laboratério até 24 horas apds a coleta. Caso
ndo se possa envia-las para o |laboratério neste perlodo, pode-se manté-
las congeladas por até 30 a 45 dias antes do exame, Q congelamento
diminui o nimero de Escherichia coli e inativa bactérias do género
Nocardia, mas os outros agentes nao sio afetados.

Amostras de leite de casos de mastite clinica podem dar resulta-
dos negativos apds cultivo microbiolégico em 25 a 30% dos casos.
Com alguns microrganismos, por exemplo, os coliformes, o nimero
de bactérias na amostra pode ser muito baixo para ser detectado pelos
métodos de rotina. Em outros casos, a infecgdo pode ja ter sido elimi-
nada, mas persiste uma elevada contagem de células, porque a cura
das lesGes ndo se completou e os leucdcites continuam se movimen-
tando em dire¢do a gléandula mamadria. Contudo, quando amostras de
leite de um rebanho sdo sempre negativas na cultura, deve-se pensar,
também, na possibilidade de um microrganismo ndo comum, que nao
cresce normalmente nos meios de cultivo usados na rotina laboratorial
como, por exemplo, espécies de Mycoplasma.

3. CULTURA DO LEITE PARA AVALIAGAO DO REBANHO

O melhor modo de se conhecer o estado microbiolégico do reba-
nho & realizando a cultura de tedos os quartes mamarios individuais.
Isto permite a identificagdo dos agentes e do nivel de infecgio do
rebanho. Apresenta a desvantagem do custo elevado dos exames,
Uma alternativa para a redugdo dos custos é a cultura de amostras
compostas de todos os quartos de uma mesma vaca.

O ndmero de animais e (ou) amostras a serem analisadas depen-
de das questdes a serem respondidas em cada rebanho, Em rebanhos
com contagens de células elevadas (ou com grande nimero de quar-
tos mamarios com reacdes positivas no “California Mastitis Test”,
CMT), o problema, geralmente, é a alta prevaléncia de infecc¢des
subclinicas. Nestes rebanhos, a avaliagdo das infecgdes presentes pode
ser feita pela cultura de uma amostragem de quartos mamaérios com
base nos-escores do CMT. Nestes casos, o gasto com exames
microbiolégicos é reduzido, mas pode néo identificar animais infectados
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que apresentam baixa contagem de células sométicas ou resultados
negativos no CMT. Na Tabela 1 sdo apresentados resultados de exa-
mes microbioldgicos de todos os quartos mamdrios das vacas em
lactag@o de quatro rebanhos, de acordo com os escores do CMT. O
namero de vacas dos quatro rebanhos foi 115, correspondendo a 452
quartos mamdrios (havia quatro quartos mamadrios afuncionais). Como
pode ser observado, quartos mamarios com escore negativo no CMT
podem estar infectados com patdégenos priméarios da mastite: S. aureus
e S. agalactiae. Portanto, a selecdo de somente animais com escore
positivo no CMT para cultura do leite nio identificaria esses casos.

Tabela 1. Microrganismos isolados em amostras de leite obtidas de
todos os quartos mamérios em quatro rebanhos em relagio
aos escores do “California Mastitis Test” {(CMT)".

Escores do CMT

Resultados das culturas Total
Neg Trago + ++ 44+

Staphylococcus aureus 23 4 " 9 42 89
Staphylococcus coagulase negatives 20 4 g 2 12 47
Streptococens agalactiag 10 1 8 4 18 41
Streptococcus esculing positivos 0 0 0 0 1 ]
Streptoceccys esculina negativos 0 1 1 0 1 3
Difterdides? 57 10 14 7 7 85
Materiais contaminados 9 0 0 0 1 10
Sem crescimento? : 166 4 9 0 4 183
Total 285 52 22 86 469

! Dados dos autores.

2 Foram classificados como difterdides os bastonetes gram-positivos, com caracteristi
cas morfolégicas e coloniais de Corynebacterium bovis.

3 Material contaminado: houve crescimento de mais de trés tipos diferentes de colénias.

Para os rebanhos que apresentam haixa contagem de células no
leite total (ou com resultado de CMT negativo}, o exame microbiolégico
do leite de todos os casos clinicos antes de iniciar o tratamento forne-
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cerd indicacbes sobre os problemas do rebanho que estdo contribuin-
do para a ocorréncia de mastite. Na Tabela 2 sdo apresentadas as
vantagens e as desvantagens de cada método de amostragem para
avaliagdo de rebanhos.

Tabela 2. Ndmero e tipo de amostras de leite a serem coletadas para
exame microbioldgico para avaliagao de rebanhos para

mastite,

Tipo de amostragem Vantagens Desvantagens

1. Todos os guartos Conhecimento do nivel e tipo
mamdrios individuais das infecdes presentes Custo elevado

2. Somente quartos com Custo mais baixo e exame da  Nao identifica quartos
mastite subclinica {CMT guartos com maior mamérios infectados que
positivos ou altas probabilidade de estarem possuemn baixa contagem
contagens de células}) infectados de célula (ver Tabela 1)

Pode nio ser suficiente
para identificar ofs)
problemas} do rebanho

Conhecimento das causas

3. Somente casos clinicos clinicas

Se o nimero de
amostras for pequeno,
podem ser perdidas
algumas infeccdes

Custo mais baixo. Fornece
4. Amostras ao acaso informacdo parcial sobre tipos
de infeccles presentes

Forngce informagdo
limitada a respeito das
infecgdes da rebanho

B. Amostras do leite total do  Permite monitorar mastite
rebanho {leite do tanque) contagiosa

4, CULTURA DO LEITE TOTAL DO REBANHO

A cultura de amostra do leite total do rebanhe {leite do tangue)
pode ser realizada para monitoramento de varios rebanhos, ou para a
avaliacio de um rebanho em particular. E feita tomando-se uma amos-
tra do leite total do tanque de armazenamento na fazenda, dos latbes
ou na plataforma de recepcéo da inddstria, no momento da pesagem.
Para isto, deve-se homogeneizar o leite totalmente, isto é, agitar por
aproximadamente cinco minutos, e retirar a8 amostra da parte superior
e central do tanque. Para fazer o exame, sdo empregados meios de
cultura seletivos para estreptococos, estafilococos e coliformes.

A cultura do leite total tem pouco significado para agentes do
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ambiente como coliformes ou Pseudomonas. A presenca destes agen-
tes na amostra ndo significa necessariamente que eles estejam cau-
sando mastite nos animais. Contudo, se sdo isolados S. aureus ou 8.
agalactiae, pode-se ter certeza de que estes organismos vieram do
Ubere de pelo menos uma vaca. Os dados obtidos deste tipo de exame
ndo podem ser usados para estimar a proporcdo de vacas infectadas
no rebanho. Deve-se notar, também, que quando esses organismos
ndo sdo isclados, ndo significa que estejam ausentes, pelo efeito da
diluicdo que ocorre quando se mistura o leite de todo o rebanho. Além
disso, glandulas infectadas com S. aureus, nem sempre eliminam grande
ndmero de bactérias. Alguns autores recomendam que um rebanho
seja considerado negativo somente apds trés ou quatro exames con-
secutivos (Tabela 3),

Quando hé elevada presenca de coliformes ou outro microrga-
nismo do ambiente nas amostras do tanque, deve-se suspeitar de con-
taminagdo do leite apds a ordenha.

5. COLETA DAS AMOSTRAS DE LEITE

Devido & grande variedade de patdgenos que podem causar
mastite, ¢ essencial, para o diagnéstico seguro e correto, que todas as
amostras submetidas para exame laboratorial sejam coletadas
assepticamente, e em frascos estéreis. A contaminacio das amostras
de leite, por microrganismos localizados no canal ou orificio da teta ou
microrganismos do ambiente, & um problema para o diagnéstico.

Antes de coletar a amostra, as tetas devem ser limpas com
algoddo embebido com &lcool a 70% e os primeiros jatos devem ser
descartados. As tetas mais distantes do individuo que esta fazendo a
coleta do leite devem ser higienizadas primeiro, para evitar que se
recontaminem durante o processo de limpeza e antissepsia. Quando
as tetas estiverem secas, inicia-se a coleta pelas mais proximas.

Imediatamente & coleta, as amostras devem ser colocadas em
recipientes com gelo {temperatura 4-5 °C) & mantidas nestas condi-
cOes até serem entregues no laboratério. Amostras que permanecem
mais de 24 horas & temperatura ambiente ou na geladeira ndo devem
ser utilizadas para diagnéstico bacteriolégico. A refrigeracéo é impor-
tante para impedir o crescimento de contaminantes, pois as diferen-
¢as existentes, no tempo de crescimento entre géneros e espécies de
microrganismos, podem permitir que a populacio de um contaminante

11


Juliana
Destacar


sobreponha a do patégeno de interesse. Por essa razdo, é recomenda-
do o congelamento das amostras quando ndo podem ser encaminha-
das imediatamente ao laboratéric. No laboratério, deve-se examinar
primeiro o aspecto de cada amostra e, em seguida, proceder a cultura.
Os procedimentos detalhados para coleta do leite para exame
microbiolégico sdo apresentados no final deste documento.

Tabela 3. Resultados de isolamento de Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae em trés amostras consecutivas
do leite do tanque e de amostras cobtidas de todos os quar-
tos mamarios de quatro rebanhos’,

Rebanhos N° de animais  N° de quartos Amostras do tanque?
{total de Bactérias infectados infectados
animais) no rebanho (%) no rebanho {%) 1% Coleta 2*Coleta 32 Coleta
A (55} S. sureus 01 (1,8%) 02 {0,90%) + + +
$. agalactise 01 (1,8%) 01 {0,46%) . + -
B (52) 8, aureus 10 {19,2%) 12 (5,8%) + + +
S, agalactiaz 1 0 - - -
C |47} S. aureus 08 {17.0%) 10 (5,4%) . . +
S. agalactize 05 {10,6%) 07 {3,8%} + . +
D (119 S. aureus 10 (8,4%!} 10 {2,2%) + + +
S. agalactiae 10 {B.4%) 1743, 7%) + + +

' Dados dos autores o ] ] ]
2 Os sinais positivo e negativo indicam, respectivamente, isolamento e ndo-isolamento
de S. aureus ou S. agalactiae.

6. IDENTIFICAGAO DOS PATOGENOS DA MASTITE

Para a incculacdc das amostras de leite recomenda-se a utiliza-
cdo de meio de cultura ndo-seletivo, como o dgar-sangue. Este é o
meio sdlido mais Gtil para o isolamento porque permite diferenciagéo
adequada das colbnias. As vezes, ha necessidade de se usar hemacias
lavadas {de ovino ou de bovino) na composigdo do meie, para a obser-
vagio da hemdlise de S. aureus. Isto porque pode haver anticorpos
antialfa e {ou) antibeta hemolisinas no scro do animal deador do san-
gue, prejudicando a avaliagio das colénias e o teste de CAMP {Christie,
Atkins e Munch-Peterson).

Pode-se acrescentar 0,1% de esculina e beta-hemolisina de S.
aureus ao dgar-sangue. Desse modo obtém-se os resultados de hidrélise
da esculina e do teste de CAMP ja no isolamento primario, agilizando
a identificacdo de S. agafactiae.
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Depois da inoculagdo das amostras de leite, as placas de &gar-
sangue sdo examinadas apés 18 a 24 horas de incubagdo, mas o
diagnéstico final & feito apés 48 horas de incubagdo. E necessario
examinar e interpretar as placas com cuidado, em razao dos microrga-
nismos contaminantes comuns que surgem nos exames, especial-
mente quando as condicdes de coleta nfo sdo adequadas. Os
contaminantes geralmente se desenvolvem mais rapido e interferem
com o resultado do diagnéstico. Na interpretagio das placas de isola-
mento primario, considera-se que houve problema de contaminagéo
na coleta da amostra, se trés ou mais tipos diferentes de coldnias sio
isoladas de um quarto mamadrio. Microrganismos do ambiente devem
ser isolados em cultura pura para serem considerados responsaveis
pela infecgdo, enquanto S. agalactiae, S. aureus e Mycoplasma sp.
sd0 considerados sempre que isolados. Se ha problema de contamina-
¢ao, deve-se examinar uma nova amostra do mesmo quarto mamdrio
para a concluséo do diagnéstico. O esquema para investigacic dos
agentes da mastite é apresentado na Figura 1.

Apos o isolamento inicial, o exame de esfrega¢os corados pelo
método de Gram para verificar a morfologia e a coloragio do organis-
mo isolado é o primeiro passo para separar os grupos de microrganis-
mos. A separagdo em Gram-positivos e Gram-negativos pode também
ser feita usando-se KOH a 3%. Posteriormente, os cocos Gram-positi-
vos sdo diferenciados pelo teste da catalase: positivo para o género
Staphylococeus e negativo para Streptococeus.

7. COCOS GRAM-POSITIVOS, CATALASE POSITIVOS

A produgdo de coagulase é usada para classificar as bactérias
do género Staphylococcus em dois grupos: os coagulase positivos e
0s negativos. Dentre os coagulase positivos sfo classificados: S. aureus,
S. intermedius e algumas amostras de S. Ayicus. S. intermedius é
raramente isolado do leite de quartos mamadrios de vacas sadias ou
com mastite. Para os propdésitos de prevengdo e controle da mastite,
uma amostra coagulase positiva pode ser o S. aureus e, para se ter
certeza, podem ser realizados testes confirmatdrios de aglutinagio em
l&mina, com antigenos disponiveis comercialmente ou por meio dos
testes citados na Tabela 4.

Infecgdes intramamaérias por S. aureus podem escapar ao isola-
mento priméario devido ao padrio de eliminacio da bactéria no leite e
pela sua localizagdo dentro dos neutréfilos. Em um trabalho de pesqui-
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sa em que se examinaram amostras consecutivas de leite de glandulas
mamarias reconhecidamente infectadas por S. aureus, somente 74%
das infecgtes foram detectadas apds um dnico exame. A chance do
isolamento aumentou para 94% e 98%, incluindo uma segunda e ter-
ceira amostra consecutiva, respectivamente. No caso de localizacdo
intracelular dos microrganismos, ¢ congelamento e descongelamento
do leite causa a lise dos neutréfilos, facilitando o isolamento.

Tabela 4. Testes para identificagdo dos estafilococos coagulase posi-

tivos.

Testes S. aureus S, byicus S. intermedivs
Coagulase Cok g +
Hemdlise +2 . d
Acetoina + . -
D-manitof + . {d)
Pigmento + {90%)

Beta-glueuronidase - +

: d: 10 a 89% d3o reagio positiva; parénteses significa reacio retardada.
2: menos de 5% das amostras de S. aureus isoladas de mastite ndo apresentam hemélise.

Staphylococcus coagulase negativos s80 organismos conside-
rados habitantes normais da pele dos animais. A colonizagdo ocorre
logo apds o nascimento e muitas espécies tém sido isoladas do leite.
Eles s&o isclados mais freglientemente da glandula mamaria aparente-
mente normal. As espécies isoladas com maior freqiiéncia de mastite
sao: 8. epidermidis, S. chromogenes, S. simulans, S. warneri, S.
haemolyticus, S. hominis, S. xilosus, S. lentus e S. sciuri. Microrga-
nismos do génerc Micrococeus so raramente isolados de amostras
de leite fresco.

A identificacdo das espécies de Staphylococcus coagulase ne-
gativos é mais dificil de ser realizada rotineiramente. Recomenda-se a
identificacdo dessas espécies quando estes organismos sdo isolados
de mastite clinica, de amostras de leite com contagens de células
elevadas e quando ha repetidos isolamentos em cultura pura da mes-
ma amostra.

8. COCOS GRAM-POSITIVOS, CATALASE NEGATIVOS
Faz parte deste grupo microrganismos do género Streptococcus,

gue sdo uma causa comum de mastite bovina. Diferentes espécies de
Streptococcus estio relacionadas como agentes da mastite, Do ponto
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de vista do diagndstico e controle, é extremamente importante dife-
renciar S. agalactiae dos demais, porque este pode ser erradicado dos
rebanhos, enguanto as outras espécies ndo podem, e ndo respondem
as mesmas medidas de prevengio e controle.

Nas infecgdes por S. agalactiae, grande nimero de bactérias é
eliminado de quartos mamérios com infeccdo crénica, mas, ocasional-
mente, pouces organismos sd0 secretados, dificultando o isolamento
quando se cultiva apenas uma amostra. A identificagdo de S. agalactiae
pode ser feita com base nas caracteristicas coloniais e hemoliticas, na
reagdo de CAMP positiva e no resultado negativo na hidrélise da
esculina. Cerca de 3% das amostras de S. agalactiae beta-hemaoliticos
paodem dar o teste de CAMP negativo. Por essa razdo, as amostras
com estas caracteristicas devem ser testadas sorologicamente para
verificar se pertencem ao grupo B de Lancefield, guando entdo devem
ser classificadas como S. agalactiae.

Dentre as outras especies de Streptococcus, S. dysgalactiae é
também isolado com frequéncia de mastite bovina, ndo hidrolisa a
esculina e ndo apresenta reagdo positiva no teste de CAMP. O grupo
de Streptococcus sp. do ambiente tem em comum a propriedade de
hidrolisar a esculina, sendo por isso dada a designacio de estreptococos
esculina positivos aos Streptococcus ambientais. A excegdo € o S.
dysgalactiae {esculina negativo), que é considerado tanto do ambien-
te, como contagioso, Dentre os Streptococceus que hidrolisam a esculina,
se incluem: S. bovis, S. uberis, S. equinus, S. saccharolyticus e o
género Enterococcus. Na Tabela 5 estdo indicados sumariamente al-
guns testes para diferenciagao das principais espécies de Streptococcus.
S. bovis pode ser diferenciado também pela capacidade de crescer em
agar com 409% de hile e esculina.

Tabela b. Identificagdo de algumas espécies de microrganismos do
género Streptococcus e Enterococcus isolados de mastite

bovina.
. Cresc. em resc.
Espicies  CAMP Escuina o'l 6Bt do o Cn::: :._;m Sro 8
NaCl bile-esculina
5. agalactiae + . + ] B
8. dysgalactiae . d C
§. wberis d' + + m?
5. bovis - + . . + + 0
Enterococcus sp. - + d + + + D

' d: reagdo varidvel: 10 a B9% de amostras positivas
2: m: sorologicamente heterogéneo.
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9. BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

Grande ndmero de bactérias Gram-negativas podem causar
mastite bovina. Elas apresentam a forma de bastonetes ou coco-bacilos,
produzem colénias lisas e bem desenvolvidas apés 24 horas de incu-
bag&o, nas placas de &gar-sangue do isolamento primario. As mais
comumente isoladas sdo do grupo coliforme e dos géneros Serratia e
Pseudomonas. Os coliformes pertencem aos géneros Escherichia,
Klebsiella e Enterobacter, principalmente.

O meio de agar MacConkey é muito Gtil na identificacdo
presuntiva das bactérias Gram-negativas pela possibilidade de diferen-
ciar as bactérias fermentadoras da lactose (ex.: £. cofi, Kiebsiella,
Enterobacter} das ndo-fermentadoras (Pseudomonas, Proteus, Serratia,
Citrobacter, Salmonella). O teste de oxidase e de oxidagdo/fermenta-
¢do da glicose (O/F} é atil para separar organismos do género
Pseudomonas, que sdo oxidase positivos e possuem metabolismo
oxidativo da glicose.

Uma identificag3o presuntiva dos géneros: Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter, Proteus, Serratia e Pseudomonas pode ser
conseguida com as provas de produgdo de oxidase, de indol, de urease,
reagdo de vermelho de metila (VM), de Voges-Proskauer {(VP), utiliza-
¢éo do citrato, glicose {produgdo de gés) e lactose e descarboxilacio
da lisina e ornitina (Tabela 6). Para a identificagdo detalhada de todas
as espécies, € necessario empregar um grande nimero de testes.

Tabela 6. Caracteristicas principais dos géneros das bactérias Gram-
negativas mais freqlientemente isoladas de mastite bovina.

Caracteristicas  Escherichis  Klebsiells  Enterobacter Citrobacter Proteus  Pseudomonas

Catalase + + + + + .
Oxidase - . . ; . +
0/F +/+ +[+ +1+ +{+ +{+ +]-
Mobilidade v - + + - +
Prod. indol + v v +

™ + - . + +

vP . * +

Utiliz. citrato - + + + v

Prod. urease . - - . +

Ormitina desc. v - + v

Lisina dese. v + +

1 v: reagdo varidvel.
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10. BASTONETES GRAM-POSITIVOS

Os bastonetes Gram-positivos mais comumente isolados de lei-
te sdo os difterdides ou corineformes, Os difterdides s3o bastonetes
curtos, delgados, pleomérficos e Gram-positivos. O mais comumente
encontrado & Corynebacteriurm bovis, que pode habitar normalmente o
canal da teta. Apresentam-se no &gar-sangue como pequenas colénias
brancas ou cremosas, com a superficie rugosa, visiveis apés 48 horas
de incubag&o. Por causa do requerimento de 4cido oléico para o cres-
cimento, as coldnias aparecem maiores somente nos locais onde se
concentra mais o leite do indculo. E considerado um patégeno secun-
dério da glandula mamaria, mas pode causar elevag3o na contagem de
células somaticas,

Arcancbacterium pyogenes, anteriormente denominado de
Actinomyces pyogenes (antigo Corynebacterium pyogenes), também
apresenta a forma de difterdide. Suas colGnias sédo pequenas no agar-
sangue, envoltas por uma zona de hemdlise total apds 48 horas de
incubagdo. O cultive é melhorado em condigbes de microaerofilia. In-
fecgdes por A. pyogenes resultam em mastite severa, aguda, com
secre¢do anormal e odor caracteristico. Contude, ele ndo é um agente
usual da mastite.

Outros microrganismos que pertencem a este grupo sio: Nocardia
sp. e Bacillus cereus. Nocardia sp. forma bastonetes filamentosos,
delgados, com ramificages e formas cocéides. Sdo melhor observa-
dos apéds trés a quatro dias de incubagdo. Inicialmente as coldnias se
assemelham aquelas de Staphylococcus, mas com incubacdo prolon-
gada se tornam rugosas, pigmentadas, desenvelvendo uma superficie
semelhante ao algodéo.

Bactérias do género Bacillus sdo amplamente distribufdas no
ambiente onde os animais permanecem. B. cereus é uma das bactérias
mais comuns do solo e pode causar mastite aguda, severa, que leva &
morte da vaca. Porque este € um dos organismos que mais aparecem
como contaminante nos exames microbioldgicos de leite, ele s6 deve
ser considerado como agente de mastite, quando isolado em cultura
pura, a partir de amostras que ndo sofreram incubagdo prévia.

11. OUTROS MICRORGANISMOS

Pode-se suspeitar da presenca de Mycoplasma, fungos, leveduras e
algas quando ocorre mastite severa e que nao responde ao tratamento usual,
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Pode-se suspeitar de Mycoplasma quando as vacas de um reba-
nho apresentarem mastite em mais de um quarto e néo responderem a
tratamento. Os Mycoplasmas s3o organismos delicados, sem parede
celular, sensiveis ao calor, e facilmente inativados quando expostos &
temperatura de 50 °C. Para o isolamento, ha necessidade de se usar
meios de cultura especiais e incubagdo sob condigdes de microaerofilia.

Uma série de fungos e leveduras pode causar mastite. Estes
organismos s&o habitantes normais do solo e podem colonizar a pele,
o Ubere e as tetas. Traumas ou substancias irritantes podem predispor
a infecgdo por estes agentes. Preparagdes de antibiéticos contamina-
das podem ser a fonte de infecgdo. O isolamento destes agentes pode
ser conseguido em &gar Sabouraud contendo cloranfenicol para inibir
0 crescimento bacteriano. A identificagdo até género e espécie pode
ser feita através de sistemas automatizados {ex.: APl), do contrario
seria necessdario um grande ndmero de testes laboratoriais.

Prototheca € uma alga aclorofilada que pode causar mastite aguda
e pode ser confundida com as leveduras. De utilidade na identificagdo
de leveduras e Prothoteca é a preparacio de esfregagos corados pelo
Gram e observagdo da morfologia caracteristica (Gram-positiva). O
reconhecimento de Prototheca é facilitado pelo preparo de Idminas a
fresco e a observacgdo de células grandes, globosas, hialinas, arredon-
dadas ou ovéides. Esporangios caracteristicos, com presenca de
enddsporos em nimero variado podem ser facilmente identificados no
interior das células (Figuras 2 e 3).

12, AMOSTRAS CONTAMINADAS

O isolamento e identificagdo dos patégenos do ubere pela cultu-
ra de amostras coletadas assepticamente é o procedimento mais utili-
zado para diagnéstico das infecgbes intramamaérias. Uma vantagem
deste método é gue 0s microrganismos isolados estdo disponlveis para
outros testes (ex. antibiograma), ou para figurarem em colecdes de
culturas que permitem trabalhos adicionais de pesquisa. Qutro ponto
favordvel é que os procedimentos para a coleta da amostra, cultura e
identificagdo dos microrganismos estdo bem padronizados.

Problemas com o diagnéstico bacteriolégico, como resultados
falso-negativos, falso-positivos, ou contaminacdo da amostra, tam-
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bém podem ocorrer. Nem sempre estes resultados se devem a falhas
do laboratério. A contaminagdo € um dos principais problemas na iden-
tificagdo do agente causal da mastite. As principais contaminacdes
s3o por microrganismos do ambiente e muitos destes podem ser agen-
tes da mastite, Quando se isola um microrganismo do ambiente junta-
mente com outros, ndo se pode afirmar com seguranga que ele é o
agente primario da infecgdo. Por esta razdo, considera-se uma amos-
tra contaminada quando d4 arigem a trés ou mais tipos diferentes de
colbnias. 8. aureus ou S. agalactiae e Mycoplasma séo os Unicos mi-
crerganismos que, guando isolados de uma amostra contaminada,
podem ser considerados, com seguranga, como origindrios do GObere
infectado.

Micrarganismos do ambiente podem ser considerados como
causa de infecgdo intramamaria quando séo isolados: (1) em cultura
pura de uma Gnica amostra, {2} de amostras duplas obtidas na mesma
coleta, ou, {3) de duas ou trés amostras consecutivas coletadas em
intervalos ndo superiores a 30 dias. Uma nova coleta deve ser solicita-
da toda vez que se suspeita de contaminagio da amostra.

13. ANTIBIOCGRAMA

O antibiograma é um teste que oferece como resultado padrdes
de resisténcia ou susceptibilidade de uma amostra bacteriana especifi-
ca a vérios antimicrobianos {antibiéticos ou quimioterdpicos). Os re-
sultados do antibiograma séo interpretados e usados para tomar deci-
sdes sobre tratamento.

Os métodos usados para realizagio do antibiograma baseiam-se
na difusdo do antimicrobiano em placas de 4gar ou diretamente, colo-
cando em contato uma suspensdo padronizada da bactéria diante de
vérias concentragdes do antimicrobiano. Estes ultimos permitem de-
terminar a menor concentragdo do antimicrobiano que inibe completa-
mente a bactéria {CMI: Concentragdo Minima [nibitéria). Como sdo
mais elaborados, sdo menos empregados na rotina. Contudo, siste-
mas comerciais gue permitem determinar a concentragdo minima inibi-
tdria, jA sio disponiveis no mercado, e tém sido usados para os agen-
tes da mastite em laboratdrios mais especializados.
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O teste mais usado na rotina laboratorial nos trabalhos de mastite
é o da difusdo do antimicrobiano. Nesta técnica, uma suspensdo pa-
dronizada do organismo em teste é espalhada na superficie do meio de
cultura. O antimicrobiano, impregnado em um disco de pape! de filtro,
é colocado sobre o meio de cultura incculado e difunde-se, formando
um gradiente de concentragdo. A velocidade de difusio é produto da
interacio entre as moléculas do agente antimicrobiano e o meio, Por-
tanto, o teste pode ser influenciado pela quantidade do antibiético nos
discos, densidade do gel de &gar, difusibilidade do agente em solucio
aquosa, forga idnica da composi¢do do meio de cultura e profundidade
do &gar. Por ser um processo dindmico, 3 medida que a incubacio
prossegue, o gradiente de concentragio se altera e ac mesmo tempo
ocorre a multiplicagdo bacteriana. A zona de inibigido do crescimento
bacteriano que resulta é diretamente proporcional A susceptibilidade
do microrganismo, desde que todas as variadveis que afetam a difusdo
da droga sejam mantidas constantes. O tamanho do inéculo também é
uma varidvel que afeta a zona de inibigdo. Em indculos mais concen-
trados, ha maior chance de haver crescimento visivel antes que o
antimicrobiano possa se difundir ao redor do disco. Se o in6culo é
pouco concentrado, ocorre o contrario. Portanto, o antibiograma deve
ser realizado com extremo cuidado e atengdo aos detalhes da técnica.

A interpretacdo da susceptibilidade se baseia na medida do halo
de inibigdo do crescimento bacteriano e na concentragdo alcangada
nos tecidos para cada antimicrobiano. Esses valores sio designados
para aplicagdo em medicina humana, baseados na concentracdo que o
antimicrobiano alcanca no plasma humane; portanto, nem sempre sio
diretamente aplicados aos animais. E importante notar que microrga-
nismos apresentando sensibilidade in vitro podem ser resistentes in
vivo. A farmacologia da droga, incluindo padrdes de absorcéo e distri-
bui¢cdo nos tecidos, é td0 importante quanto o espectro antimicrobiano.
Por outro lado, microrganismos que apresentarem resisténcia in vitro
também serdo resistentes /n vivo.

O teste de susceptibilidade pela difusdo do antibiético na super-
ficie de placas de &gar é recomendado principalmente para bactérias
dos géneros Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas, do grupo
coliformes e espécies relacionadas. Nao pode ser usado para organis-
mos que crescem lentamente, como A. pyogenes.
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Figura 2, Células de leveduras (A} e Prototheca zopfii (B) coradas pelo
método de Gram {1.000 x},

Figura 3. Esfregaco preparado a fresco de Prototheca zopfii em que se
observam células se dividindo internamente com formacgio
de enddsporos {1.000 x),

Figura 4. Representag3o esquemética do processo de segurar o fras-
co para coleta de amostras de leite para o exame
microbioldgico,
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14. PROCEDIMENTOS PARA A COLETA DE LEITE PARA EXAME
MICROBIOLOGICO

Microrganismos podem estar presentes no leite e também na
pele do Ubere ou das tetas da vaca, nas maos do ordenhador e no
ambiente da ordenha. Para evitar a contaminag&o com tais microrga-
nismos, o leite a ser examinado deve ser ¢oletado com técnica ade-
guada, do contrdrio, 0 exame bacteriolégico poderd apontar outros
agentes diferentes dos causadores da infecgdo da glandula maméria.

14.1 Material necessério

Tubos ou frascos de vidro com tampa de rosca, ou tubos de
pléstico descartdveis, esterilizados; recipiente para colocar os tubos
em pé€; élcoo!l a 70%; chumacgos de algodao; papel-toalha; desinfetante
para imersao de tetas.

Tubos com 15 ml de capacidade s&o mais faceis de manusear,
mas pode-se usar tubos menores. E importante identificar, em cada
frasco, o animal e o quarto mamadrio.

14.2 Quando coletar as amostras

Geralmente as amostras sdo coletadas imediatamente antes da
ordenha, depois de descartar os primeiros jatos de leite, Pode-se coletar
também apés a ordenha ou no intervalo das ordenhas, mas sempre
antes que o animal receba medica¢do. Sempre que possivel deve-se
coletar amostras de leite de todos os animais com mastite clinica.

14.3 Preparagédo das tetas

Devem estar limpas e secas antes de iniciar a coleta do leite
para exame. Tetas limpas ndo precisam ser lavadas, Sujeiras da cama,
poeira, fezes, devem ser removidas, limpando-se a superficie das te-
tas com papel-toalha seco. Pode-se fazer imersdo das tetas em solu-
¢io desinfetante & base de iodofor (1%) ou hipoclorito de sddio (4%},
antes de se coletar o leite. Nestes casos, 20 a 30 segundos depois,
remover o excesso da solucédo desinfetante com papel-toalha. Se hou-
ver necessidade de lavar as tetas, deve-se secar bem, para evitar que
goticulas de dgua caiam nos frascos junto com o leite, contaminando
as amostras.
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A extremidade da teta deve ser cuidadosamente limpa com al-
goddo umedecido {mas ndo encharcado} com alcool etilico a 70%.
Usa-se um (ou mais, se necessério) chumago de algodio para cada
teta, até que a extremidade esteja limpa, antes de se coletar o leite. O
élcool € o antisséptico mais usado porque evapora rapidamente. Des-
se modo, ndc deixa residuos no leite que podem interferir no exame.

Quando se coleta leite dos quatro quartos mamérios do mesmo
animal, deve-se preparar as tetas mais distantes da pessoa primeiro,
para evitar recontaminago apds a antissepsia.

Antes de coletar a amostra no tubo apropriado, deve-se descar-
tar os primeiros dois ou trés jatos de leite de cada teta. Isto deve ser
feito para retirar as bactérias presentes no orificio da teta, diminuindo
a contaminagdo das amostras.

As méaos do individuo que vai coletar as amostras devemn ser
lavadas e desinfetadas antes de iniciar a coleta. Se houver algum
ferimento na mao, deve-se usar luvas de borracha para evitar que as
bactérias presentes no ferimento passem para a vaca. Por outro lado,
bactérias que causam mastite podem causar inflamacgao nas mios do
individuo, caso haja algum ferimento ou lesdo de continuidade da pele.

14.4 Coleta das amostras

Apoés descartar os primeiros jatos de leite, deve-se abrir o fras-
co, e coletar o leite, evitando-se encher completamente ¢ frasco. Ini-
cia-se a coleta pelas tetas mais prdximas (que foram higienizadas por
altima), para evitar que elas se recontaminem durante a coleta. E mui-
to importante observar os seguintes cuidados:

a. o frasco sé deve ser aberto no momento da introdugdo do jato de
leite, devendo ser fechade imediatamente apés. N3o se deve per-
mitir que a abertura do frasco toque qualquer superficie ou a teta
do animal. Caso ¢ frasco seja aberto por acidente, deve ser substi-
tuido e esterilizado novamente antes de ser usado.

b. no momento da coleta, © frasco deve ser mantido o mais préximo
possivel da posigcdo horizontal; para isso, inclina-se a teta forman-
do um angulo reto (Figura 4}.

¢. a tampa do frasco deve ser mantida com a abertura voltada para
baixo, sem tocar a teta, as méos do ordenhador ou gualquer outra
superficie.

24



14.5 Manuteng&o das amostras

Apé6s a coleta, os frascos com leite devem ser mantidos sob
refrigeragdo. Podem ser colocados em um recipiente, tipo isopor, com
gelo e remetidos ao laboratério. Caso ndo seja possivel envid-los no
mesmo dia para o laboratério, devem ser congelados, podendo ser
mantidos por até seis semanas, até que se decida examina-los.

No laboratério as amostras devem ser processadas imediata-
mente ou mantidas em refrigerador por um periedo nio superior a 24
horas apos a coleta. O congelamento do leite pode interferir com o
isolamento de poucos microrganismos {ex. Nocardia) e reduzir o nt-
mero de outros como Escherichia coli, mas isto é preferivel a se perder
as amostras com o crescimento de contaminantes.

14.6 Informagdes sobre as amostras

E muito importante informar ao laboratério alguns dados sobre o
animal: nome ou o numero da vaca, o quarto mamdrio, data do Ultimo
parto, produgao de leite, resultado do CMT (California Mastitis Test) e
os sinais clinicos apresentados pelo quarto mamario amostrado. Além
disso, deve-se informar se a amostra é de mastite clinica ou subclinica,
se 05 sintomas sdo agudos ou crdnicos, se foi feito algum tratamento
e o produto usado.
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