Principais géneros bacterianos causadores
de matite isolados no Laboratodrio
de Microbiologia Veterinaria do Hospital
Veterinario do Centro Universitario
Luterano de Ji-Parana/RO

Paulo Henrique Gilio Gasparotto
Franciela Karina Weber

Valeria Aparecida Alves Barbosa
Luciano Batista de Moraes
Bruno Bicalho

Fabiana de Oliveira Solla Sobral

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo identificar os principais géneros bacterianos causadores
de mastite, em estudo de 91 amostras de leite, recebidas pelo Laboratério de Microbiologia da
Clinica Escola de Medicina Veterinaria do Centro Universitario Luterano de Ji-Parana/RO. A mastite
¢ um processo inflamatorio da glandula mamaria que acomete principalmente as vacas leiteiras
devido a uma ma-higieniza¢io no momento da ordenha. E dividida em subclinica e clinica, em
que a subclinica ndo apresenta sinais visiveis e, na maioria das vezes, passa despercebida pelos
produtores rurais, ao contrario da clinica, que ¢ detectada através de alteragdes visiveis, sendo ainda
subdividida em duas categorias: ambiental e contagiosa. Os resultados detectaram como agentes
causadores de mastite os géneros Staphylococcus sp, com 25,27%; Streptococcus sp,,16,48%;
Escherichia coli com 9,89%; Enterobacter sp com 8,79%; Proteus sp com 8,79%; Pseudomonas
sp com 7,69%, Corynebacterium sp com 6,59%; Klebsiella sp,com 3,29%; Citrobactersp com
1,09%; , Seratia e Proteus com 1,09%, ¢ Bacilos com 1,09%.

Palavras-chave: Bovino. Mastite. Agente etioldgico. CCS. Diagnostico.

Main bacterial genetics causers of mastitis isolated in the Veterinary
Microbiology Laboratory at the Veterinary Hospital
of the Ji-Parand/RO University Center

ABSTRACT
The present study had as objective to identify the main bacterial genera causing mastitis,
in a study of 91 milk samples, received by the Microbiology Laboratory of the Clinical School of

Paulo Henrique Gilio Gasparotto — Médico-Veterinario, EMATER.

Franciela Karina Weber — Académica do curso de Medicina Veterinaria — CEULJI-ULBRA.

Valeria Aparecida Alves Barbosa —Académica do curso de Medicina Veterinaria — CEUJI-ULBRA.
Luciano Batista de Moraes — Professor do curso de Medicina Veterinaria — CEULJI-ULBRA.
Bruno Bicalho —Académico do curso de Medicina Veterinaria — CEULJI-ULBRA.

Fabiana de Oliveira Solla Sobral — Professora do curso de Biomedicina — CEULJI-ULBRA.

Veterinaria em Foco | Canoas | v.14 | n.l |p.60—74 jul./dez. 2016




Veterinary Medicine of the Lutheran University Center of Ji-Parana/RO. Mastitis is an inflammatory
process of the mammary gland, which mainly affects dairy cows due to poor hygiene at the time
of milking. It is divided into subclinical and clinical, where the subclinical shows no visible signs
and most often goes unnoticed by rural producers, unlike the clinic that is detected through visible
changes, being further subdivided into two categories: environmental and contagious. The results
showed that the genera Staphylococcus sp, with 25.27%; Streptococcus sp., 16.48%;, Escherichia
coliwith 9.89%;, Enterobacter sp with 8.79%; Proteus sp with 8.79%; Pseudomonas sp with 7.69%,
Corynebacterium sp with 6.59%; Klebsiella sp, with 3.29%; Citrobacter sp with 1.09%; , Seratia
and Proteus with 1.09%, and Bacillus with 1.09%.
Keywords: Bovine. Mastitis. Etiologic agent. CCS. Diagnostics.

INTRODUCAO

A mastite ¢ uma doenga que acomete os animais e ocasiona a inflamagao,
normalmente infecciosa, das glandulas mamarias. Alguns microrganismos apresentam
maior relevancia. A mastite pode ser classificada em clinica e subclinica.

Mastite clinica so é diagnosticada devido as patologias visiveis. Entre as principais,
podem-se destacar aparecimento de edema, aumento na temperatura, aparecimento de
grumos, exsudato purulento, e mudanca na caracteristica do leite (BENEDETTE et
al., 2008).

A mastite subclinica, ao contrario da clinica, ndo apresenta sinais clinicos evidentes,
0 que, na maioria das vezes, ndo ¢ notado pelos produtores. Quando ndo diagnosticada,
pode se cronificar no animal infectado, levando & perda da funcionalidade da glandula
mamaria e, consequentemente, reduzindo a produgao leiteira e comprometendo a saude
do animal.

A mastite, em algumas situagdes, pode apresentar-se de forma aguda, com
sintomas sistémicos tais como: depressdo, desidratacdo, diminui¢do da ingestdo de
alimentos, baixa produtividade de leite e, em casos mais graves, até a morte do animal
(ZENI, 2012).

A mastite, no seu desenvolvimento, caracteriza-se por estagios. O desenvolvimento
da mastite pode ser caracterizado em trés estagios: invasao, infecgao e inflamagao, sendo
a invasdo o estagio em que os patdogenos passam do meio externo para as secregdes ou
leite presente no canal lactifero (RADOSTITS, 2002).

Jaainfeccdo ¢ o estadgio em que o microrganismo se fixa no tecido mamario e inicia
sua reproducao e proliferacao por todo parénquima mamario (PRESTES, 2002).

No terceiro e Gltimo estagio, a inflamagéo ¢ onde se observam as alteragdes anormais
nas glandulas mamarias e varios efeitos sistémicos no animal (RADOSTITS, 2002).

O manejo correto e a higienizagdo dos tetos, ordenadores e equipamentos antes
da ordenha contribuem para a reducdo da quantidade de micro-organismos na pele
dos tetos e, consequentemente, do nimero de infecgdes causadas por esses patdogenos
(COSER, 2012).
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Dentre os principais agentes etiologicos da mastite, estdo: Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp, Pseudomonas sp; Escherichia coli; Corynebacterium sp, Enterobacter,
Proteus; Citrobacter, Klebsiella; Seratia, bacilos e algas do género Prototheca, entre
muitas espécies de leveduras. Muitos micro-organimos, dentre eles Staphylococcus
aureus e algas do género Profotheca sdo responsaveis por causar mastite clinica de dificil
tratamento (RADOSTITS, 2002).

Staphylococcus aureus (S. aureus)

Staphylococcus aureus ¢ um dos principais patdogenos associados a mastite
contagiosa bovina. A prevaléncia de S. aureus como causador de mastite bovina, pode
estar relacionada aos mecanismos de resisténcia, tais como a presenca do biofilme nos
equipamentos de ordenha, redugdo da susceptibilidade a antimicrobianos, ao baixo
percentual de cura durante a lactacdo e a presenca deles tanto no ambiente (fomites)
quanto nos animais ¢ no homem (MELO, 2008).

O microrganismo entra na glandula mamaria via canal do teto, multiplica-se dentro
da cisterna, onde ocorre adesdo as células epiteliais, 0 que representa importante passo
no processo de infecgdo (PICCININI, 2012).

Streptoccocus agalactiae

Bactéria altamente contagiosa e adaptada a glandula mamaria de bovino. Geralmente,
elando sobrevive por longos periodos fora da glandula, e a principal via de contaminagio
se da por contato direto ou fomites contaminados (KEEFE, 2012).

Apresenta crescimento lento na glandula mamaria e, com isso, o sistema imune da
vaca tem uma forte resposta, resultando na elevagdo e permanéncia de uma alta contagem
de célula somatica (MARONEY; RUEGG, 2004).

A transmissao ocorre principalmente em ordenha, entretanto, bezerras criadas em
bezerreiro coletivo e que recebem leite de vacas com mastite também podem adquirir a
infeccao (SANTOS; FONSECA, 2007).

Dentre outras enfermidades causadas por esse patégeno estdo a pneumonia,
septicemia e a meningite em neonatos com altas taxas de mortalidade (NAKIB, 2011).

Mycoplasma spp

E um patdgeno altamente contagioso em bovinos, podendo causar pneumonias,
artrite, otite e, menos frequentemente, abortos e meningites, além de mastites
(NICHOLAS; AYLING, 2003).

Na maioria dos casos, a disseminagdo do agente no organismo ¢ via descendente,
afetando primeiramente pulmao ou outros 6rgaos e, posteriormente, via sanguinea alcanga
a glandula mamaria (FOX et al., 2005).
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Devido a esse género bacteriano ndo possuir parede celular rigida, apresentam
uma maior susceptividade a dessecacdo, calor, detergentes e aos desinfetantes (QUINN,
2005).

A principal forma de transmissdo de infecgdes intramamaria causadas por
micoplasmas ¢ através das maos de ordenhadores, equipamentos de ordenha e o uso de
canulas de uso multiplo para tratamento. Além disso, sdo encontradas vacas portadoras
do agente que, de maneira intermitente, eliminam micoplasmas pelo leite, consideradas,
portanto, como fontes de infecgao (SANTOS, 2003). Tal fato pode levar a sérios problemas
no rebanho se o nivel de infec¢@o nao for controlado (PRETTO, 2001).

Corynebacterium bovis

E relativamente comum, estando associado a mastites com aumentos moderados
das contagem de células somatica (CCS) (RADOSTITS, 2007). Coloniza principalmente
o canal do teto, ¢ a presenga do mesmo tem servido como indicador de ma-higiene na
ordenha (WATTS, 2000). Este microrganismo causa mastite subclinica e possui baixa
patogenicidade, sendo considerado, por alguns pesquisadores, como comensal das
glandulas mamarias. Portanto, o isolamento em amostra de leite pode ser acidental, uma
vez que, em muitas vacas clinicamente sadias, esse agente também pode ser encontrado.
Apesar de nao possuir grande importancia clinica, ¢ considerado um agente altamente
contagioso (SANTO; FONSECA, 2007), e surtos podem ocorrer em rebanho onde
ndo ¢ adotada a terapia de vaca seca, nem a desinfecgdo apds ordenha (PHILPOT;
NECKERSON, 2002).

Streptococcus dysgalactiae

Bactérias do género Streptococcus sdo responsaveis por lesdes nos tetos, mastite
subclinica e clinica, tanto durante a lactagdo quanto no periodo seco. As linhagens do S.
dysgalactiae ndo sobrevivem ao calor a 60°C por 30 minutos. Lesdes nas extremidades
dos quartos mamarios, como também procedimentos inadequados de ordenha promovem
a disseminagdo da bactéria dentro do rebanho. Contudo, o Streptoccocus dysgalactiae
pode ser encontrado fora da glandula mamaria como no ambiente, tonsilas, boca e vagina
das vacas e causa mastite aguda (GOMES, 2013).

Pseudomonas Spp

Bactérias do género Pseudomonas Spp possuem necessidades nutricionais
minimas, sobrevivendo em uma grande variedade de ambientes. Estdo associadas a aguas
contaminadas que sdo utilizadas na preparagdo ¢ limpeza dos tberes antes da ordenha,
e na higiene das camas (RADOSTITS et al., 2007).
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Staphylococcus coagulase negativo (SCN)

Sao patdgenos comuns em rebanhos leiteiros, sendo mais frequentes em animais
de primeira lactagdo, e estdo principalmente associados aos casos subclinicos de
mastite, a presenca de células somaticas no leite, com contagem de célula somatica
proxima a 300.000 a 400.000 cels/mL de leite. Os Staphylococcus coagulase negativos
constituem um grupo bastante heterogéneo de microrganismos associados a infecgdes
da glandula mamaria de bovinos, sendo comumente encontrados no ambiente dos
estabelecimentos de ordenha, em equipamentos, de ordenha ¢ na pele dos quartos
mamarios (SANTOS, 2011).

Escherichia coli

As infecgodes por essa bactéria sdo caracterizadas exclusivamente por sintomas
agudos seguidos de cura espontanea. No entanto, dentre os casos em que a mastite
resultou em morte, os mais prevalentes sao causados pela Escherichia coli (RINALDI,
2010).

Quanto mais rapido o niimero de bactérias for elevada na glandula mamaria, maior
quantidade de LPS estara presente na glandula, e a resposta inflamatoria a doenga clinica
ocorrera mais rapidamente (MEHZRA, 2008).

A E. coli habita o trato gastrointestinal das vacas leiteiras, ¢ classificada como
patdgeno ambiental da mastite, pois sua infec¢do € primariamente dependente da exposigao
ao ambiente (QUINN, 2005).

Este agente patologico produz toxinas durante sua multiplicagdo que quando
liberadas, sdo absorvidas e caem na corrente sanguinea, e em questio de horas as vacas
apresentam sinais clinicos, sendo que a gravidade do caso dependera da resposta imune
do animal (SANTOS; FONSECA, 2007).

Streptococcus uberis

E um agente comum de mastite clinica e subclinica, geralmente de natureza
ambiental. Contudo, também pode apresentar-se de forma contagiosa, disseminada
entre 0s animais ou mesmo pelos ordenadores e equipamentos (ZADOKS et al.,
2002).

Os locais que servem como reservatorios naturais do S. uberis sdo representados
pelo trato gastrointestinal, pele, solo e material de cama. As moléculas bacterianas
secretadas pelo S. uberis acarretam falhas na produgao de pseudopodes, inibindo assim
a fagocitose dos neutréfilos, o que permite maior permanéncia das bactérias na glandula
mamaria (SCHUKKEN, 2011).
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Klebsiella pneumoniae

E um agente ambiental comum de mastite clinica e subclinica em rebanhos bovinos
leiteiros e pode ser encontrado principalmente no produto final da ordenha, o leite. A
mastite causada por esse agente patoldgico é considerada de intensa gravidade, devido a
resisténcia do patdgeno a antibioticos e uma rapida evolugdo para choque toxico e morte
do animal (LANGONI et al., 2015).

Prototheca Spp.

Sao algas unicelulares, sem clorofila, de distribuigdo universal, que se fixam
no interior das células. Em vacas leiteiras, podem provocar mastite clinica ou, mais
frequentemente, subclinica, com as implica¢des produtivas consequentes a este tipo
de mastite (BEXIGA et al., 2003), as algas do género Prototheca estdo amplamente
distribuidas em ambientes com alta umidade (solo, lama, esgoto, fezes), a partir desses
locais o microrganismo contamina alimentos, agua e fomites (GREENE, 2006; LASS-
FLORL; MAYR, 2007).

Os microrganismos s3o frequentemente isolados do leite de vacas, secrecdes de
vacas secas, ordenhadeiras, cama dos animais ¢ alimentos de propriedades rurais de
exploracdo leiteira, nas quais, a alga pode manter-se viavel por semanas até meses no
ambiente. Os microrganismos podem ser isolados das fezes de suinos, porém, com menor
frequéncia (RANJAN, 2006).

DIAGNOSTICO DA MASTITE

Normalmente, a forma clinica da mastite ¢ detectada por meio de observagoes
realizadas pelos proprios ordenhadores sobre as condigdes anormais do leite e/ou Giberes
das vacas. A mastite subclinica pode ser diagnosticada através da analise microbiologica
do leite e de forma indireta através do California Mastitis Test (CMT), Winsconsin Mastitis
Test (WMT) e a Contagem de Células Somaticas (CCS) (SILVA, 2008).

A mastite clinica ¢ mais facil de ser diagnosticada, devido a presenca dos seguintes
sinais clinicos compativeis com a reacao inflamatéria (dor, calor, rubor e edema). O
ubere apresenta-se inflamado, difuso ou focalmente; dolorido em um ou mais quartos,
resisténcia a ordenha, secregdo de leite sanguinolento, exsudato purulento, flocos de
caseina ou dessorado (DIAS, 2007).

Para se identificar os patogenos da mastite no exame microbioldgico ¢ necessario
isolar o agente causador. Entretanto, um microrganismo do ambiente pode ser considerado
como causa de uma infecgdo intramamaria quando ele ¢ isolado em cultura pura de uma
unica amostra (REIKERINK, 2008). No laboratorio, deve-se examinar primeiro o aspecto
da cada amostra e, em seguida, proceder a cultura (OLIVER, 2004).
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Para obter resposta eficaz no tratamento da doenga ¢ necessario realizar o
antibiograma, onde se avalia a sensibilidade do agente causador da mastite, proporcionando
assim, bases para o tratamento adequado e prevenindo a resisténcia e cronicidade da
afecc@o. Quando analisados os antibiogramas, espera-se concluir que o tratamento deve
ser feito conforme condigdes da propriedade, buscando ndo repetir o mesmo principio
ativo, em suspeitas de uso anterior sem sucesso (CLSI, 2008).

A inspecdo cuidadosa pelos ordenhadores previamente a cada ordenha ¢ sempre
recomendada. Os primeiros jatos de leite devem ser descartados em caneca telada ou de
fundo preto e observados quanto a presenga de grumos ou qualquer secregdo anormal,
servindo para detectar a doenga em sua fase inicial. A palpagdo verificam-se os sinais
inflamatorios caracteristicos, lesdes nos tetos, atrofia de quartos, assimetria ¢ presenga
de nodulos fibrosos (BRITO; LANGE, 2005).

O Califérnia Mastite Teste ¢ um dos testes mais populares e praticos para o
diagnostico da mastite subclinica, com vantagens de apresentar resultado imediato,
ser pratico e de baixo custo. Para ter um resultado eficiente deve ser executado por
profissionais treinados, caso contrario pode apresentar o inconveniente de resultados
falsos — positivos e falsos — negativos. O CMT se baseia na estimativa de células somaticas
no leite (LANGONI, 2007). O reagente de CMT ¢é um detergente com indicador de pH,
que ao ser misturado ao leite em partes iguais, dissolve as paredes celulares e nucleares
dos leucocitos presentes, liberando o material nuclear. O resultado do teste ¢ avaliado
em fun¢@o do grau de gelatiniza¢do ou viscosidade da mistura do leite e reagente, sendo
realizado em bandeja apropriada (LANGONI, 2007).

As células somaticas sdo constituidas principalmente pelos leucdcitos, cuja fungao
¢ defesa do organismo. Os leucdcitos sdo constituidos por varios tipos de células. Os
encontrados no leite da glandula mamaria infectada sdo: macrofagos (60%), linfocitos
(28%), células epiteliais (2-20%), neutréfilos polimorfonucleares (12%), os quais indicam
inflamagdo mamaria. A maioria dos leucocitos ¢ atraida do sangue a glandula mamaria,
em resposta a uma agressdo fisica, quimica ou infecciosa (principalmente de origem
bacteriana) sofrida pela glandula mamaria. O processo inflamatorio resultante dessa
agressdo atrai os leucocitos e quando a agressdo ¢ muito intensa, os mecanismos de
defesa do animal sdo requeridos a agir com maior intensidade, o que resulta no aumento
exagerado de células e de outras substancias que sdo também transferidas do sangue para
o interior da glandula mamaria e, por extensdo, para o leite (BRITO, 2007).

A contagem de célula somatica ¢ um exame laboratorial usado para o diagnostico
da mastite. E um método convencional e amplamente utilizado para o diagndstico da
mastite subclinica, principalmente em regides com atividade leiteira mais desenvolvida,
sendo uma ferramenta valiosa de ajuda aos produtores de leite na avaliagdo da presenca
de mastite nos rebanhos (MATIOLI, 2000).

A contagem de célula somatica eletronica pode ser feita em grande escala, através
de contador eletronico de células somaticas citometria de fluxo, ou em laboratorio, por
visualizacdo em placas de Petri marcadas (MATIOLI, 2000). Pode ser mensurada em
diferentes niveis, porém a CCS do tanque de expansdo ¢ a individual do animal sdo

66 Veterinaria em Foco, v.14, n.1, jul./dez. 2016



formas mais frequentes e necessarias para o acompanhamento do status infeccioso dos
rebanhos (SILVA, 2006).

A contagem de célula somatica individual indica de maneira quantitativa o
grau de infeccdo da glandula mamaria; a do leite do tanque de resfriamento reflete
a incidéncia média de mastite no rebanho, sendo boas ferramentas para o controle
e prevencdo da mastite (MACHADO, 2000). O exame ¢ realizado através de uma
amostra do leite afetado, fazendo-se uma cultura em laboratério para identificar o
agente causador da mastite, que quando identificado, facilita o tratamento da mesma
(SILVA, 2006).

A cultura de bactérias do leite do tanque de expansao ¢ utilizada para identificar
agentes contagiosos (AIRES, 2010). J& a analise microbioldgica individual ¢
importante para identificagdo do agente causador da doenca, onde através desta
identificag@o torna-se possivel determinar a eficacia do tratamento antimicrobiano,
mas também para monitorar e controlar a taxa de infec¢do do rebanho (SEARS;
MCCARTHY, 2003).

Os métodos microbiologicos convencionais sdo os mais utilizados para a
detecg@o de patogenos do leite, apesar da demora na obtencdo dos resultados. Os
métodos que envolvem a cultura bacteriana sdo meios ndo seletivos e seletivos como
Agar-Sangue, Agar-TKT (talio, cristal violeta, toxina Estafilococica, 5% sangue de
carneiro com 1% esculina), Agar MacConkey e Agar cetrimide, onde sdo empregados
para isolar os agentes da mastite. Seguidos por ensaios bioquimicos para identificar
bactérias e de teste para avaliar a suscetibilidade aos antibiéticos, como no caso da
Staphylococcus que cresce bem em Agar-Sangue, mas o crescimento ¢ inibido em
Agar-Macconkey e Agar-TKT (SEAR; MCCARTHY, 2003). Os Staphylococcus
aureus podem produzir halos de hemdlise incompleta ou completa em Agar-Sangue
que diferencia de outros Staphylococcus, sendo a confirmacgao final em nivel de espécie
feita pelo teste de coagulase e acetoina (SEAR; MCCARTHY, 2003).

Para identificacdo do agente etiologico pseudomonas ¢ utilizado o meio
de cultura Agar cetrimide, sendo este seletivo e diferencial para a espécie de
Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria gram-negativa, sendo sua cor ambar claro e
na presenga da bactéria torna-se azul ou azul-esverdeado, possui em sua formulagdo
digerido pancreatico de gelatina, sulfato de potassio, Agar, cetrimide e glicerol,
demonstrando a capacidade do microrganismo produzir fluoresceina e piocianina
(EUROPEAN PHARMACOPEIA 7.0, 2011).

Para a inoculacdo das amostras de leite, recomenda-se a utilizagdo de meio
de cultura ndo seletivo, como o Agar Sangue. Este ¢ o meio solido mais util para
o isolamento, porque permite diferenciagdo adequada das colonias. As vezes, ha
necessidade de se usar hemacias lavadas (de ovino ou de bovino) na composi¢ao do
meio, para a observacgdo da hemolise e S. aureus, isto porque pode haver anticorpos
antialfa e (ou) antibeta hemolisinas no soro do animal doador do sangue, prejudicando
a avaliacio das coldnias e o teste de CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson). E
necessario examinar e interpretar as placas com cuidado, em razao dos microrganismos
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contaminantes comuns que surgem nos exames, especialmente quando as condigdes
de coleta ndo s@o adequadas. Os contaminantes geralmente se desenvolvem mais
rapido e interferem com o resultado do diagnostico (BRITO, 1999).

O antibiograma ¢ um teste solicitado no diagndstico da mastite para auxiliar
na escolha do antimicrobiano para tratamento, ¢ aumentar as possibilidades de cura.
E também essencial para os casos que ndo apresenta melhora e sugere problema de
resisténcia ao microbiano administrado. Mas, em geral, na rotina do manejo dos casos
clinicos, o tratamento da mastite ¢ iniciado logo que se detecta o caso clinico, isto é antes
se fazer a cultura, identificac@o do agente e o antibiograma, isso porque o tempo requerido
para cultura necessita de incubagdo de no minimo de 24 horas para o crescimento da
bactéria e da necessidade do isolamento da bactéria antes de se fazer o antibiograma
(CLSI, 2008).

Na interpreta¢do das placas de isolamento primdrio, considera-se que houve
problema de contaminacao na coleta da amostra se trés ou mais tipos diferentes de colonias
sdo isoladas de um quarto mamario (BRITO, 1999). Os microrganismos do ambiente
devem ser isolados em cultura pura para serem considerados responsaveis pela infecgao,
enquanto S. agalactiae, S. aureus e Mycoplasma sp, sao considerados sempre que isolados,
se acaso surgir problema de contaminagio deve-se examinar uma nova amostra do mesmo
quarto mamario para a conclusdo do diagndstico (BRITO, 1999),

Apos o isolamento inicial, o exame realizado é o de esfregaco corado pelo método
de Gram, para verificar a morfologia e a coloragéo do organismo isolado, este € o primeiro
passo para separar os grupos de micro-organismos, (BRITO, 1999). A separa¢do em Gram-
positivo e Gram-negativo pode também ser feita usando-se KOH a 3% (BRITO, 1999).

O método de Agar sangue MacConkey ¢ muito util na identificagao presuntiva das
bactérias Gran-negativas pela possibilidade de diferenciar, as bactérias fermentadoras da
lactose (ex.: Echerichia coli, Klebsiella, Eterobacter) das ndo fermentadoras (Pseudomoas,
Proteus, Serratia, Citrobacter, Salmonella) (BRITO, 1999).

O Agar Sal Manitol é um meio de cultura, muito usado para o isolamento
de Staphylococcus aureus de amostras bioldgicas como urina, secregdes, feridas e
exudatos. Também usado na industria alimenticia para o isolamento ¢ identificacdo de
Staphylococcus em liquidos e produtos lacteos, carnes e derivados, incluindo conservas
e pescados. O principio de a¢do da degradagdo do manitol com a produgdo de acido,
muda a cor do meio de rosado a amarelo, devido ao seu alto contetido de cloreto de sodio,
pode-se fazer uma inoculagdo macica da amostra em estudo. Geralmente se incubadas
as placas por mais ou menos 36 horas, aparecendo as colonias de Staphylococcus ndo
patogénicos de tamanho pequeno e rodeadas de uma zona vermelha. As colonias de
Staphylococcus aureus fermentadores do manitol sdo maiores e rodeadas de uma zona
amarela (KONEMAN; CURY, 2001).

O teste de oxidase e de oxidac@o fermentagdo da glicose (O/F) ¢ utilizado para
separar organismos do género Pseudomonas, que sdo oxidase positivos e possuem
metabolismo oxidativo da glicose (BRITO, 1999).
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MATERIAIS E METODOS

O levantamento de dados, através de laudos, foi realizado no Laboratério de
Microbiologia Veterinaria da Clinica Escola da CEULJI/ULBRA.

Das exploragdes em estudos, foram trabalhadas 91 amostras de leite, por meio de
analise microbioldgicas, durante o periodo de aproximadamente 270 dias, com inicio
no més de agosto de 2013 até o més de abril de 2014. Foi usado o método estatistico
STUDENT T. O laboratério recebeu as amostras de leite sendo semeado em Agar
Sangue, TSA, Macconkey, Cetrimide, TKT, Sal Manitol. Streptococcus Seletivo, e o0s
testes bioquimicos: Coagulase, Camp-Test, Nitrato, Oxida¢do ¢ Fermentacao, Nitrato,
Citrato, SIM, caldo uréia, caldo vermelho de metila Agar Bile Esculina. Sendo realizado
também a Coloragao De Gram.

RESULTADO E DISCUSSAO

As analises e levantamento de informagdes foram realizadas durante o periodo de
aproximadamente 270 dias, entre agosto de 2013 ¢ abril de 2014. Em 24,17% das amostras
ndo houve crescimento bacteriano. Entretanto 75,83% amostras de leite apresentaram
crescimento bacteriano, sendo isolados os seguintes patdogenos: Staphylococcus aureus
com 25,27%; Streptococcus spp com 16,48%; Escherichia coli com 9,89%; Enterobacter
com 8,79%; Proteus com 8,79%; klebisiella com 3,34%, Citrobacter com 1,09%; Seratia
e Proteus com 1,09% e Staphylococcus e Bacilos com 1,09%.

Os principais agentes etiologicos causadores da mastite sdo Staphylococcus spp e
Streptococcus spp (BARBALHO, 2001). O mesmo foi encontrado neste experimento, em
que se observou que houve maior prevaléncia para o género Staphylococcus spp, isolado
em 26,36% das culturas e o género Streptococcus spp apareceu na sequéncia numérica
de importancia com isolamento dos patdogenos em 16,48%.

A alta prevaléncia de bactérias do género Streptococcus spp. ndo ¢ um achado
novo, pois esse género ¢ comumente isolado de infecgdes da glandula mamaria tanto de
bovinos quanto de bubalinos. Ressaltam ainda que o controle dos Streptococcus spp. tem
sido dificil em razao da ampla distribuigdo e descrigdo imprecisa das espécies, o que tem
dificultado estudos epidemiologicos (SANTOS, 2006).

Ha varios micro-organismos envolvidos na etiologia da mastite, considera-se
que O Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis ¢ Escherichia coli sao responsaveis por aproximadamente 80%
dos casos. Menos de 8% sdo causadas por Corynebacterium bovis, Pseudomonas sp,
Mycobacterium Sp, Serratia Sp. (RANJAN, 2006). As infecgdes causadas por E. coli
sdo tipicamente, mas ndo exclusivamente, associadas a uma resposta imune mais rapida
e intensa, onde infecgdes por S. uberis sdo caracterizadas por resposta lenta e menos
intensa. Em contrapartida, S aureus ¢ capaz de burlar a resposta do sistema imune e sua
infecgdo € procedida de resposta moderada do hospedeiro (RINALDI, 2010).
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Nas amostras de leite coletadas na microrregido de Ji-Parand/RO, e analisadas,
foram apresentados os agentes etioldgicos Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus
agalactiae, que em sua maioria obtém resultado significante de acometimento nos animais.
Streptococcus dysgalactiae, € Streptococcus agalactiae vem sendo considerado alguns
dos principais agentes causadores da mastite bovina com uma prevaléncia de 60% nos
rebanhos (KEEFE, 2012).

Staphylococcus sp., conhecido também como Estafilococus coagulase positivo,
destaca-se como principal agente etiolégico causador de mastite de maior importancia
e de tratamento dificil, devido a resisténcia bacteriana. O leite contaminado por estes
microrganismos pode representar riscos a saude ptiblica em decorréncia de cepas capazes
de produzir toxinas termorresistentes, os quais estdo relacionados a patogenicidade e
aos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos disponiveis (RIBEIRO, 2009). Nas
amostras os Staphylococcus aureus atingiram um percentual de 25,27%. Sendo este
considerado o maior agente causador de mastite bovina nos rebanhos leiteiros, sendo
praticamente impossivel a sua erradicagdo (BRITO; BRITO, 1998).

Os prejuizos em decorréncia da mastite representam um declinio resultante de 70%
devido a redugdo na producdo dos quartos mamarios com mastite subclinica; 14% por
desvalorizag@o dos animais pela reducdo funcional dos quartos acometidos e descarte
precoce do animal ou morte; 8% pela perda do leite descartado por mastite bovina, pela
presenca de residuos apds tratamento; 8% pelos gastos com tratamentos e gasto com
veterinarios e despesas com medicamentos (ZAPPA, 2011).

Os resultados obtidos foram realizados por meio de amostras verificadas via exames,
realizadas no laboratorio de microbiologia do Centro Universitario Luterano de Ji-Parana/
RO, que oportunizaram as realiza¢des de procedimentos necessarios para que se isole os
principais géneros bacterianos causadores da mastite apresentado nas amostras.

CONSIDERACOES FINAIS

A mastite ¢ uma patologia presente nos rebanhos leiteiros. Resulta em maior descarte
de animais, gastos com medicamentos, reducdo na produgdo e descarte de leite, causando
forte impacto negativo no setor financeiro das propriedades rurais e, consequentemente,
perdas de grande magnitude para o produtor. Por isso, € preciso tomar medidas eficazes
de prevencgao e controle para se obter a diminuigao dessa patologia.

O leite oriundo de vacas infectadas apresenta modificagdo em sua composi¢do,
decorrente de alteracdes das caracteristicas organolépticas, fisicas, quimicas e
microbioldgicas, o que causa uma forte preocupacao a saude publica. Deve-se, portanto,
encontrarem-se medidas preventivas para o controle da mastite nos rebanhos.

Observou-se, entre os géneros bacterianos presentes em casos de mastites em vacas
leiteiras na microrregido de Ji-Parana/RO, que se encontram em maiores porcentagens o
Staphylococcus Aureus, o Streptococcus Sp ¢ o Escherichia Coli.
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