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RESUMO
A mastite bovina € comprovadamente um dos maiores problemas atuais da pecudria
leiteira no Brasil e no mundo, acarretando 6nus aos produtores, a indistria e ao
consumidor final. Foram analisadas 240 amostras de leite proveniente de animais com
mastite clinica e de animais com mastite subclinica, criados em propriedades leiteiras de
alta producdo, da regido do Planalto Médio, Rio Grande do Sul. Houve isolamento de
250 agentes bacterianos em 218 amostras (90,8%) e 65 agentes leveduriformes em 39
amostras (16,25%). Foram identificados 10 géneros e 12 espécies de bactérias, sendo os
géneros Staphylococcus, Corynebacterium e Nocardia responsiveis por 88% dos
isolados. Foram identificados 08 géneros (29 espécies) de leveduras além de 02 géneros
de fungos semelhantes a leveduras (04 espécies), sendo os géneros Candida, Pichia,
Cryptococcus e Rhodotorula responsaveis por 80% das espécies isoladas. Apenas 03
amostras apresentaram crescimento puro de leveduras, o restante estando associado com
isolamentos bacterianos, o que demonstra uma importante relacdo entre fungos e
bactérias na etiologia das mastites. Mais de 90% dos agentes leveduriformes isolados
tiveram crescimento em temperaturas acima de 37°C, demonstrando seu potencial
patogénico. Verificou-se que a prevaléncia de mastite fingica na regido ¢ significante e
fortemente relacionada com a presenca de agentes bacterianos, o tratamento inadequado

com produtos antimicrobianos e a satde do tbere.



ABSTRACT
The bovine mastitis is one of the largest problems of dairy herds in Brazil and all over
the world, resulting in losses to producers, to the industry and to the final consumer.
High production dairy herds were analyzed in Planalto Médio, Rio Grande do Sul, were
240 samples with clinical and subclinica mastitis were collected. There was the
isolation of 250 bacterial agents in 218 samples (90,8%) and 65 yeast organisms in 39
samples (16,25%). There was identification of 10 genera and 12 species of bacteria,
and 88% of the isolates were from genera Staphylococcus, Corynebacterium and
Nocardia. There was the identification of 08 genera (29 species) of yeasts and 02
genera of yeast-like organisms (04 species), and 80% of the isolates were from genera
Candida, Pichia, Cryptococcus and Rhodotorula. Only 03 samples presented pure
growth of yeasts, the remaining was associated with bacterial isolations, which
demonstrates an important relationship between yeasts and bacteria in the etiology of
the mastitis. More than 90% of the yeast isolates had growth in temperatures above
37°C, which demonstrates their pathogenic potential. It was verified that in this
particularly region, the occurrence of mastitis caused by yeasts has a significant
importance and are closely related with the bacterial agents' presence, the inadequate

treatment with antibiotic products and udder’s health.
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1 INTRODUCAO

Segundo levantamento da producdo cientifica brasileira sobre mastite bovina
(BRITO et al., 1996), a parte relativa a identificacdo dos agentes etiolégicos da mastite
ja vem sendo efetuada desde longa data em diversas bacias leiteiras, como pode ser
verificado através de diversas publicacoes (LANGENEGGER et al., 1970; HARROP et
al., 1975; FERREIRO et al., 1981; FERREIRO et al., 1985; NADER FILHO et al.,
1985; LANGONI et al., 1991; COSTA et al., 1995; BRITO et al., 2001; SANTOS et al.,
2005; COSTA et al., 1993).

Entretanto, nas duas ultimas décadas, os critérios para a definicdo da qualidade
do leite cru mudaram consideravelmente para atender demandas da inddstria e dos
consumidores. De acordo com Korhonen (1997) essas mudangas podem ser atribuidas a
vérios fatores: condi¢cdes de producdo de leite na propriedade rural; tecnologias usadas
no processamento do leite; demandas do consumidor por alimentos mais saudaveis;
mudangas nos padrdes nacionais e internacionais e nas legislagdes relacionadas aos
produtos lacteos e o desenvolvimento de procedimentos e métodos laboratoriais.

As demandas citadas visam especialmente adequar os produtos lacteos aos
requisitos de segurancga dos alimentos e de qualidade exigidos para o consumo humano,
o rendimento industrial e as exigéncias do consumidor, que determina em ultima
analise, o sucesso da indistria como um todo. Segundo Heeschen et al. (1996), esses
requisitos devem ser atendidos pelo leite cru, pois nenhum processamento industrial é
suficiente para melhorar o leite se ele ndo tem qualidade.

A exploracdo de bovinos com aptiddo leiteira vem crescendo, nas ultimas
décadas, em todo o pais. Como referéncia, o norte do Rio Grande do Sul tem se
estabelecido como uma regido de alta produgdo de leite bovino, reunindo propriedades

de grande destaque, favorecendo a vinda de grandes industrias para a regido.
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Buscando sempre uma melhor qualidade e o aumento da produgao,
investimentos, principalmente em genética, sanidade e alimentagcdo, sdo fatores
determinantes. Porém, aumentar producao consiste ndo somente em aumentar o niimero
de animais, mas, essencialmente, aumentar a produtividade individual. E com isto,
surgem os problemas, muitas vezes inevitdveis, como a mastite.

Reconhecidamente uma doenca mundial, de grande importincia econdmica, mas
também de saide ptblica, a mastite ainda hoje ¢ um dos principais fatores que
interferem na produc@o e, principalmente, na qualidade do leite e de todo e qualquer
produto derivado.

Sabe-se que as bactérias sdo os principais agentes envolvidos nas causas de
mastite infecciosa. Porém, o uso indiscriminado de produtos antimicrobianos, sem
controle e sem orientagdo, assim como o estresse a que sdo submetidos os animais de
alta produgfo atualmente, leva a ocorréncia de casos de mastite por agentes ndo usuais,
como algas, bactérias filamentosas, fungos e leveduras.

Este trabalho tem como objetivo avaliar amostras de leite provenientes de
animais com mastite clinica e de animais com mastite subclinica, de diferentes
propriedades do Planalto Médio, no Rio Grande do Sul, identificando os principais
agentes envolvidos, utilizando-se meios especificos para o isolamento bacteriano e
fingico.

Espera-se que as informacdes obtidas possam esclarecer a prevaléncia da mastite
na regido, assim como no Estado, e ajudar a determinar qual o enfoque que se deve dar

para a mastite bovina no futuro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A mastite bovina representa um dos maiores entraves, sendo o principal, a
exploracio leiteira em todo o mundo. E uma das doengas infecciosas que mais recursos
financeiros tém mobilizado para o seu estudo e, ainda assim, devido a complexidade do
problema, segue a merecer continua prioridade (FERREIRO 1978).

E uma doenca de alta fregiiéncia em rebanhos leiteiros e a que mais onera a
producdo. As perdas econOmicas sdo causadas tanto em nivel de fazenda, pela
diminuicdo na producdo de leite, custo com mao-de-obra, honordrios profissionais,
medicamentos, morte ou descarte precoce de animais (HARMON, 1998), como em
nivel de laticinios, pela queda na qualidade do produto final, diminui¢cdo no rendimento
industrial para a fabricacdo dos seus derivados, alteragdes na composi¢do do leite
afetado e residuo de antimicrobianos (SCHAELLIBAUM, 2000; SANTOS, 2001;
RUEGG, 2003). Estas perdas acabam sendo indiretamente transmitidas também aos
consumidores (LANGONI, 1999; NMC 1999).

Mastite € uma inflamacdo da glandula mamaéria, uma resposta do ubere com o
objetivo de destruir ou neutralizar o agente infeccioso e suas toxinas, permitindo a
glandula voltar com suas fungdes normais. A infec¢do pode também ser causada por
agentes irritantes, toxicos ou trauma, mas sio raras. O agente infeccioso invade o tbere,
se multiplica no tecido glandular e sintetiza toxinas que sdo as causas imediatas da
doenca (NMC, 1999).

A infec¢do pode se apresentar de duas formas: a mastite clinica, onde os sinais de
anormalidade do ubere e secre¢cdes sdo rapidamente observados na presenca de flocos
no leite, aparéncia aquosa, edema glandular e aumento da temperatura do dbere; e

mastite subclinica, onde ndo hda uma mudanca visualmente detectdvel no ubere e no
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leite, sendo diagnosticada por testes microbioldgicos ou pela presenca de células
inflamatérias em testes como o Califérnia Mastite Teste (CMT), executado segundo
Fernandes et al. (1967). Esta dltima € a forma mais prevalente de mastite, além de ser a
que mais causa perdas na produgdo de leite, pela reducdo da producdo por um maior
periodo de tempo (NMC, 1999; RUEGG, 2003).

Como toda enfermidade, a mastite bovina € multifatorial, resultando da interacdo
entre agente etioldgico, meio ambiente e hospedeiro susceptivel (ANDERSON, 1979).

Segundo Amaral (1999), a mastite bovina apresenta basicamente dois modelos
epidemioldgicos fundamentados no momento da infeccdo: a mastite contagiosa, que
ocorre no momento da ordenha, e a mastite ambiental que ocorre no intervalo entre as
ordenhas.

Os agentes causadores de mastite incluem bactérias e agentes nio bacterianos,
como micoplasmas, fungos, leveduras e clamidias. Em geral, infectam o dbere pelo
canal do teto (ducto papilar), inica abertura para o exterior € o primeiro mecanismo de
defesa da glandula mamaria (RADOSTITS et al, 1994).

A invasdo microbiana na gldndula mamadria ocorre via canal do teto e € mais
freqiiente no periodo ndo lactante. O mecanismo utilizado pelos microrganismos para
atravessarem o canal do teto, ndo é totalmente compreendido. Porém, os organismos na
pele do teto e na porgdo distal do canal do teto, estio em excelente posi¢do para
invadirem essa barreira. Entre os periodos de ordenha e especialmente durante o periodo
ndo lactante, a pressdo intramamadria € elevada, tendendo a dilatar a por¢do proximal do
canal do teto, diminuindo sua capacidade de fechamento e, portanto, de defesa
(McDONALD, 1970).

Segundo Wilson et al. (1997), a mastite bovina, definida pelo isolamento do

agente etioldgico, € relativamente comum, muito mais freqiilente do que muitos
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produtores acreditam. Num estudo feito na década de 90, com mais de 100.000 animais
dos Estados de Nova lorque e Pensilvinia, nos EUA, a prevaléncia da mastite foi perto
dos 50%.

Numa pesquisa recente feita com amostras do Rio Grande do Sul, houve
prevaléncia de Corynebacterium sp. (19,5%), Staphylococcus sp. coagulase positiva
(16,95%) e Streptococcus sp. (14,97%) sendo que 26,53% da amostras foram negativas
(WUNDER et al, 2003). Na década de 1970, Fernandes et al. (1973) isolou 45,26% de
Staphylococcus spp. coagulase positiva e 12,16% de Streptococcus sp., porém nenhum
isolamento de Corynebacterium sp. foi feito.

Segundo Fernandes et al. (2001), num levantamento feito desde 1972, em 19.113
amostras de leite com mastite de municipios do Rio Grande do Sul, a maior prevaléncia
de microorganismos isolados no leite nas 8.848 amostras com crescimento, foi de
Staphylococcus spp. coagulase positiva (30,1% das amostras), Corynebacterium bovis
(22,5%), Staphylococcus epidermidis (13,1%) e Streptococcus agalactiae (14,2%) além
de isolados de Prototheca zoopfii, Nocardia asteroides, Candida albicans dentre outros.
O detalhe interessante do trabalho foi o grande nimero de amostras negativas, 10.265
(53,7%), o que pode ser interpretado como mastite causada por agentes irritantes ou
trauma. Porém, segundo Schalm (1971), as células de defesa do organismo, no inicio da
resposta imune, fagocitam um grande nimero de antigenos, a ponto de que eles nio
sejam encontrados em uma quantidade suficiente para isolamento. E existem ainda
agentes microbianos de caracteristicas fastidiosas como: Mycoplasma spp., Brucella
spp., Leptospira spp., Nocardia spp., Prototheca spp., Ureaplasma spp., Campylobacter
spp, Mycobacterium spp., dentre outros agentes flingicos e bacterianos. (NMC, 1999;
PIANTA, 1999; METTIFOGO, 1999, CABRAL, 1999; PINHEIRO, 1999; GOMES et

al., 1999).
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2.1 Mastite fiingica

Fungos sdo organismos comuns na natureza, presentes na dgua, na terra e no ar. O
crescimento destes microrganismos pode determinar doencas infecciosas ou téxicas, em
vegetais e animais, incluindo o homem. A simples presenca do fungo nio € fator
determinante de doenga, a qual depende da relacdo parasita/hospedeiro. Os reservatorios
habituais dos fungos que infectam o homem e o animal pode ser o préprio homem e o
animal, ou um sitio da natureza onde o fungo desenvolve-se como saproéfita. Dentre as
manifestagdes clinicas em animais as quais os fungos podem estar associados, citam-se
as mastites micéticas ou fungicas (RUZ-PERES et al., 2004).

A mastite fingica € muito comum em rebanhos leiteiros de bovinos e caprinos. As
leveduras sdo a maior causa deste tipo de mastite e sua incidéncia elevou-se com o
advento da terapia antibacteriana intramamaria durante a década de 50 e 60. (HAGAN
AND BRUNER’S, 1981).

Segundo Tucker (1954) as mastites fuingicas ja eram reconhecidas por anos, mas a
incidéncia era muito baixa até meados de 1948. Neste mesmo trabalho, o autor analisa
alguns casos de mastite e descreve organismos morfologicamente semelhantes com
Candida sp. como sendo os responsdveis pela enfermidade, além de alertar que estes
organismos sao refratarios aos farmacos freqiientemente empregados e que em geral sdo
introduzidos no tbere no momento de um tratamento inadequado.

As leveduras sdo microrganismos que podem ser encontrados em uma grande
variedade de substratos como solo, plantas e dgua. Muitos destes organismos sdo
oportunistas e incluem-se como fonte de infeccdo a pele do dbere, secre¢do do tbere,
mao do ordenhador, ordenhadeira, chao, palha, alimento, poeira, solo, medicamentos e

solugdes desinfetantes (RICHARD et al., 1980).
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A mastite fungica é descrita normalmente apds tratamento com antimicrobianos
via intramamadria, sem a verificacdo microbiolégica do quarto afetado ou com solugdes
feitas artesanalmente. Considerando a pratica disseminada de utilizacdo de
antimicrobianos nao especificos pelo produtor e muitas vezes pelo proprio veterinario, é
provavel que aumentem os casos de mastite causada por fungos (RICHARD et al.,
1980).

Os primeiros relatos de mastite fingica remontam ao final do século 19 e inicio do
século 20. Entre os anos de 1934 e 1950, diversos fungos foram isolados de animais
com mastite, porém com baixa incidéncia. Durante a década de 50 e 60, relatos de
mastite induzida por leveduras e a identificagdo das espécies envolvidas, tornou-se
comum (FARNSWORTH, 1977).

No Brasil, o primeiro isolamento descrito foi em 1974, Cryptococcus laurentii, de
uma vaca com mastite cronica resistente ao tratamento com vérias drogas. Junto, foram
isoladas culturas de Staphylococcus spp. coagulase positiva e Staphylococcus sp.

(MINAMI et al. 1974).

2.1.1 Etiologia

As de leveduras t€m sido descritas, em diversos paises, como causadoras de
mastite (KRUKOWSKI ez al., 2000) e a grande maioria dos isolados pertencem aos
géneros Candida, Cryptococcus e Trichosporon, porém muitos outros géneros como
Pichia, Debaryomyces, Geotrichum e Rhodotorula, também podem estar presentes
(LAGNEAU et al., 1996; LANGONI et al., 1997, CHAHOTA et al., 2001; RUZ-
PERES et al., 2004).

A mastite causada por fungos filamentosos é menos freqiiente. Ferreiro et al.

(1989) descreveram um caso de mastite no Rio Grande do Sul causado pelo fungo
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Aspergillus fumigatus. Este agente tem sido descrito em alguns casos, particularmente
na Europa. O fungo Pseudallescheria boydii também tem sido descrito, além do
aumento de casos relacionados com a bactéria filamentosa Nocardia sp. (HOWARD

AND SMITH, 2003).

2.1.2 Incidéncia

A prevaléncia da mastite micética é de aproximadamente 1% a 12% do total de
mastites de origem infecciosa. Em alguns rebanhos esse nimero pode aumentar em
surtos quando, em geral por motivos de manejo, a maioria das vacas em lactacdo é
afetada (KRUKOWSKI et al., 2003).

Em geral, a incidéncia de mastite causada por fungos €, normalmente, baixa em
paises como os Estados Unidos, variando de 2 a 7%. Porém, em paises tropicais, caso
do Brasil, essa porcentagem pode ser mais elevada (LAGNEAU et al., 1996). Em um
estudo recente realizado no estado de Sdo Paulo (SANTOS et al., 2005) com o objetivo
de determinar a prevaléncia das leveduras nos casos de mastite, foi isolado algum
género fuingico em 25,4% do total das amostras, sendo que um total de 09 espécies
diferentes de Candida sp. foram encontradas em 17,3% das amostras analisadas.

Ferreiro (1978) observou que num estudo feito no estado de Sdo Paulo
(CAMPEDELLI et al., 1977), onde os autores encontraram 20% de mastite causada por
leveduras, uma porcentagem razoavelmente alta, as amostras foram semeadas, como
rotina, em Agar Sabouraud glicose, além dos meios de Agar Sangue e MacConkey, o
que explicaria a alta taxa de isolamentos e reforcando a tese de que, nos estudos
posteriores, deveria ser dada maior atencdo as leveduras como agentes causadores de

mastite.
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2.1.3 Epidemiologia

Como todas as mastites, as causadas por fungos sdo influenciadas por fatores de
manejo. Dois aspectos da rotina didria sdo particularmente importantes: (1) higiene de
ordenha e (2) uso de agentes antimicrobianos, especialmente por via intramamdria
(HOWARD AND SMITH, 2003).

A inadequada higiene de ordenha permite a passagem de agentes causadores de
mastite de uma glandula para outra, convertendo uma doenga basicamente esporddica
numa doenga transmissivel de grandes propor¢des epidemioldgicas. A mastite micética,
quando um problema de rebanho, estd relacionada com a ordenha e outras praticas
envolvendo rdpido e sucessivo contato dos quartos com pessoas ou equipamentos
capazes de agirem como veiculos de transmissdo. Alimentos com alta contamina¢do por
fungos também podem levar a problemas de rebanho (HOWARD et al, 2003; RUZ-
PERES et al., 2004).

O uso de drogas antimicrobianas pode interferir na incidéncia e disseminagdo da
mastite de duas maneiras; proporcionar o meio de entrada dos esporos flingicos na
glandula, pois estes sdo abundantes no meio ambiente, incluindo a pele do tbere, além
do que, leveduras tém sido encontradas em preparagdes de antimicrobianos
recentemente abertos, sugerindo contaminacdo na sua fabricacdo. Alguns
antimicrobianos sdo suspeitos de estimular crescimento flingico e deprimir alguns
mecanismos de defesa do hospedeiro. Por exemplo, as tetraciclinas sdo descritas como
tendo os dois efeitos com relagdo a Candida albicans. Em geral, as circunstincias que
envolvem um surto de mastite micética freqlientemente incluem tratamento com
antimicrobianos por via intramamdria, mas a contaminacido alimentar também estd

implicada. Num estudo recente, provou-se que mastite causada pelo género Candida
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independe de fatores como imunossupressdo e tratamento prévio com antimicrobianos
(HOWARD AND SMITH, 2003).

Leveduras podem colonizar o canal do teto e/ou o teto e cisternas da glandula
sem causar doenca. Se uma mastite bacteriana ocorre, estas leveduras podem multiplicar
e invadir o parénquima afetado, causando uma mastite secundéria. E provavel que
bactérias comensais do ubere inibam a multiplicac@o destas leveduras e sua remog¢ao por
antimicrobianos ¢ um fator importante na sua multiplicagcdo. Isto é o que ocorre na
candidiase oral em humanos, e pode explicar a infeccdo que surge apds tratamento
intramamadrio quando o agente nio € identificado no produto ou na cinula de aplicacdo
(FARNSWORTH, 1977; COSTA et al., 1993).

Num estudo realizado em caprinos, mostrou-se que 0s
blastoconideos/clamidosporos do género Candida, em casos cronicos de mastite,

encontram-se em grande parte dentro de macréfagos (SINGH et al., 1998).

2.1.4 Sinais Clinicos, Patogenia e Patologia

A mastite causada por fungos produz praticamente as mesmas manifestacdes
clinicas que outros agentes, portanto € dificil estabelecer diagndstico baseado nestas
informagdes (STANOJEVIC et al., 2003). Reducio do fluxo de leite, inchago e maior
firmeza da glandula afetada s@o observados, juntamente com diversas anormalidades na
aparéncia do leite e resultados positivos no CMT. Podem ocorrer picos febris, ndo
relacionados com disseminagdo fingica. O grau de severidade da doenca e sua duracdo
estdo relacionados com o nimero de organismos que penetram a glandula, o género do
fungo envolvido e sua capacidade de crescer a 37 - 40°C (HOWARD AND SMITH,

2003).
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A patogenicidade das leveduras ndo é muito documentada nas espécies animais. A
grande maioria € considerada sapréfita, porém, em alguns casos s@o considerados
patogenos potenciais (CHENGAPPA et al., 1984).

Num estudo experimental feito com Candida krusei em bovinos, verificou-se que
entre 10.000 a 20.000 organismos ocasionaram em uma mastite clinica leve, sendo que
5.000.000 ou mais produziram uma mastite clinica severa com alta temperatura e efeitos
sistémicos, o que levou a conclusdao de que a infecg¢do e sua severidade podem estar
relacionadas com a quantidade do agente envolvido (FARNSWORTH et al., 1974).

A infeccdo do tbere por Cryptococcus sp. e Nocardia sp. causa uma mastite
clinica severa, caracterizada por inchaco inicial do quarto, picos febris, inapeténcia e
queda brusca na producdo, que pode continuar indefinidamente (FARNSWORTH,
1977). Porém, a mastite fungica mais severa descrita é causada pelo Cryptococcus
neoformans, que pode se estender por semanas e meses, levando a supressdo completa
de fluxo de leite e causando efeitos permanentes na producdo da glandula afetada,
quando o parénquima glandular € substituido por tecido de granulagdo e muitos animais
acabam tendo que ser sacrificados (INNES et al., 1952). Em contraste, infec¢des por
outros agentes, especialmente leveduras (Candida spp.), em nimero suficiente, sdo
menos severas e causam inflamacdo local, inchago, febre, queda na produgéo de leite e
um grande aumento na contagem de leucdcitos no leite, porém a maioria € autolimitante
em 1-2 semanas e as fungdes do tibere retornam ao normal. Em estudos feitos em surtos,
foi encontrada uma grande quantidade de animais afetados, mas clinicamente sadios,
mesmo quando C. neoformans estava presente (HOWARD AND SMITH, 2003).

A mastite causada por Aspergillus fumigatus caracteriza-se por hemorragias e
necroses no parénquima, curso progressivo ou cronico, com ndédulos disseminados pelo

parénquima, freqiilentemente envolvidos por cépsula fibrosa. Os linfonodos
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supramamadrios estdo normalmente envolvidos, podendo haver disseminacdo via
hematégena, ocasionando uma micose sistémica (FERREIRO et al., 1989). Mastite por
Prototheca spp., embora podendo ser aguda ou crdnica, também segue um curso
progressivo e irreversivel, que leva a destrui¢do da glandula afetada (RANJAN et al.,
2006).

Vacas que se recuperaram clinicamente de uma mastite por Candida spp. podem
continuar a eliminar o organismo por até 08 meses ap6s a infeccdo (FARNSWORTH,

1977).

2.1.5 Diagnoéstico

Na falta de critérios clinicos especificos, demonstrar o agente causador por
exames diretos e/ou cultura € um requerimento para estabelecer um diagnéstico de
mastite micética (HOWARD AND SMITH, 2003). Testes, como o CMT, nido sio
suficientes para se estabelecer diagndstico, pois sdo baseados em reagdes indiretas de
inflamacdo. Portanto, para um diagndstico sensivel e seguro, a utilizag¢do das técnicas de
isolamento, com os meios adequados, € imprescindivel para o diagndstico destas
mastites (STANOJEVIC et al., 2003).

Alguns autores relataram que 2% das vacas com uberes clinicamente normais
podem eliminar organismos leveduriformes no leite (FARNSWORTH et al., 1974).
Além disso, agentes flngicos sdo facilmente encontrados no meio ambiente, na pele e
mesmo no canal do teto (SANTOS et al., 2005). Sendo assim, o isolamento destes no
leite ndo € prova da sua importincia epidemioldgica no caso de mastite. A presenga de
uma unica espécie de levedura em grande nimero e com bom crescimento a 37°C, sdo

critérios uteis no diagndstico. Muitas vezes o histérico do rebanho pode ajudar: praticas
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de manejo e tratamento prévio e repetido com antimicrobianos por via intramamaria,
sem sinais de cura (HAGAN AND BRUNER'’S, 1981).

Em geral o leite deve ser semeado tanto em Agar Sangue como em Agar
Sabouraud a 37°C. O crescimento das células leveduriformes, em Agar Sangue é mais
lento, com relacdo as bactérias, sendo que o crescimento destas dltimas obscurece o
crescimento lento dos agentes flingicos. Sendo assim é necessaria a adicdo de
antimicrobianos no meio de Sabouraud. Subseqiiente identificagdo das leveduras
isoladas é baseada em caracteristicas como: cor da coldnia, assimilagdo de agicar e
formacdo de clamidoconideo, blastoconideo e artroconideo (HAGAN AND

BRUNER’S, 1981).

2.1.6 Tratamento e Controle

Apesar da grande maioria das leveduras serem sensiveis a nistatina, anfotericina e
S5-fluorouracil, o tratamento é sem sucesso. Por este motivo, nenhum produto
intramamadrio a base de antiftingicos foi aprovado nos EUA. Além disso, todos os
antifingicos mencionados acima s@o t6xicos tanto no uso local na glandula como de
forma sistémica, podendo causar mais danos que o préprio agente (HOWARD AND
SMITH, 2003; HAGAN AND BRUNER’S, 1981).

Muitos casos se resolvem espontaneamente em 2-4 semanas até 02 meses, porém
alguns podem causar danos irreversiveis ao quarto afetado (FARNSWORTH, 1977;
STANOIJEVIC et al., 2003).

O controle ¢ feito com base na adequacdo dos tratamentos intramamdrios e
atengdo aos ferimentos de teto. Secagem de quartos afetados e uma adequada higiene de

ordenha irdo reduzir a exposicdo (FARNSWORTH, 1977).
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Outra grande importincia da mastite bovina € sua relevancia na saide publica.
Muitos agentes causadores de mastite sdo fontes de infeccdo também para o homem,
tanto pelas toxinas produzidas por algumas bactérias bem como por agentes de cariter
zoondtico (LANGONI, 1999).

Diante de todos estes fatos, o diagndstico tem um papel fundamental nesta
enfermidade, a fim de se obter informacdes mais efetivas sobre a doenga e
principalmente para se estabelecer um controle adequado. A verifica¢do da prevaléncia
desses agentes na pecudria leiteira gaticha, vem de encontro com o fato de que muitos
casos de mastite ndo sdo diagnosticados, considerando-se que em grande parte dos
estudos ndo sdo utilizados meios especificos para isolamento micoldégico. Sendo assim,
uma relevante porcentagem das amostras consideradas negativas, pode estar sendo

erroneamente negligenciada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras de Leite

Estudou-se um total de 240 amostras de leite, provenientes de 28 propriedades
leiteiras, com animais de alta producdo, com média de 25 litros por animal, da regido do
Planalto Médio do Estado do Rio Grande do Sul, mesorregido do noroeste do estado

(Figura 1), coletadas no periodo de janeiro de 2005 a junho de 2006.

PR ]
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Figura 1 — Mapa do estado do Rio Grande do Sul, com
destaque para a mesorregiao noroeste.

Todas as amostras enviadas apresentavam diagndstico de mastite clinica ou
mastite subclinica, esta dltima identificada pela utilizacdo do teste de CMT em todos os
quartos mamadrios, segundo Fernandes et al. (1967), classificando-se a reacdo
inflamatéria de acordo com os escores: negativo, positivo +, positivo ++ e positivo +++,
de acordo com a consisténcia do gel formado pela adicido do reagente ao leite. Os casos
clinicos foram identificados pela presenca de secrecdo anormal (flocos, grumos ou

anormalidade na coloracio ou na consisténcia) e/ou sinais de inflamag&o na glandula.
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A colheita era feita dos quartos afetados nos animais com diagndstico de
mastite. Imediatamente antes das ordenha, os tetos afetados foram lavados com 4gua,
secados individualmente com papel toalha descartavel, desinfec¢do com élcool 70°GL,
desprezava-se os primeiros jatos de leite e entdo jatos subseqiientes eram colhidos em
tubos estéreis, individuais para cada teto afetado, conforme NMC (1999).

As amostras foram congeladas imediatamente apds a coleta, conforme
WUNDER et al. (2003), para seu posterior processamento no Laboratério de Micologia
da Faculdade de Veterindria da UFRGS. Foram realizados diversos testes antes do
experimento (dados nao publicados) demonstrando nao haver perda de viabilidade das

culturas apds o congelamento.

3.2 Procedimentos laboratoriais para bacteriologia

3.2.1 Isolamento

Semeou-se um volume de 10ul de cada amostra de leite, com alca calibrada e
descartdvel, em cada quadrante de uma placa de Agar Sangue preparado com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro, assim como numa placa de Agar MacConkey. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, quando foi feita a primeira leitura,
seguindo-se nova incubacio por mais um periodo de 24 horas e segunda leitura, com
uma ultima incubacdo e leitura no final de 48 horas. As coldnias isoladas em ambos os
meios foram observadas quanto a morfologia, tamanho, pigmentacdo, presenca de
hemdlise no Agar Sangue e degradacdo de lactose no Agar MacConkey. Os

microrganismos isolados foram observados ao microscépico por meio de esfregacos

corados pelo método de Gram (CARTER et al., 1990).
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3.2.2 Identificacdo e Classificacdo

As bactérias isoladas foram identificadas de acordo com Carter et al. (1990) e
classificadas de acordo com o Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1974)
utilizando-se caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas.

Bactérias do género Streptococcus foram identificadas pela auséncia de
producdo de catalase e pelos testes de CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson),
hidrélise do hipurato de sddio e hidrélise da esculina. As bactérias do género
Staphylococcus foram classificadas em Staphylococcus sp. coagulase negativa e
Staphylococcus sp. coagulase positiva, de acordo com a producdo de catalase e
coagulacdo do plasma de coelho. Bastonetes Gram-positivos pequenos, pleomorficos e
nao esporulados, com morfologia semelhante a difteréides, foram identificados como
Corynebacterium sp. pela auséncia de inibicao do teste de CAMP e producio de urease
e catalase.

As amostras identificadas como sendo Gram negativas e isoladas no meio
MacConkey foram identificas utilizando-se os testes em meio de SIM (Sulfur Reduction
Test, Indole Production, Motility), TSI (Triple Sugar Iron), Citrato e Uréia, além dos
testes bioquimicos de agucares, recomendados no Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (1974) para identificagcdo destes géneros. As amostras identificadas como
Nocardia sp. e Prototheca sp. foram classificadas pela morfologia de colonia e pela

analise da coloragdo de Gram (CARTER et al, 1990).

3.2.3 Teste de Suscetibilidade a Antimicrobianos (TSA)
A susceptibilidade aos antimicrobianos, das amostras bacterianas isoladas, foi
testada de acordo com os procedimentos do método de difusdo por disco, em meio

s6lido de Mueller-Hinton, conforme Kirby et al. (1966). Uma colonia de cada bactéria
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em crescimento isolado foi semeada em caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 8 horas a
37°C. Um swab de algodio estéril foi mergulhado na suspensdo bacteriana e antes de
ser retirado foi pressionado contra a parede do tubo para retirar o excesso. Foi entdo
esfregado na superficie trés vezes, girando a placa para garantir a distribuicdo do
indculo por toda a superficie. Deixou-se que o excesso fosse absorvido por 03 a 05
minutos e depositaram-se os discos. Foram utilizados discos de Amoxacilina,
Ampicilina, Cefoperazona, Ceftiofur, Gentamicina, Neomicina, Oxacilina, Penicilina +
Novobiocina, Sulfazotrim e Tetraciclina. Estes foram distribuidos na distincia de 24
mm (entre os centros) um do outro, com o uso de pinga estéril, comprimindo levemente
sobre o Agar. As placas foram incubadas em aerobiose, invertidas, a 37°C.

As placas foram examinadas em 24 horas. Os didmetros foram medidos,
incluindo o didmetro dos discos, com régua milimetrada. Com o uso de tabela do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), as bactérias foram classificadas como

suscetiveis, intermedidrias ou resistentes.

3.3 Procedimentos laboratoriais para micologia

3.3.1 Isolamento

Uma aliquota de 100pL de leite foi coletada e semeada em triplicata pela
Técnica de Espalhamento em Superficie no meio YM (Yeast Médium) acrescido de
400mg/L de cloranfenicol. Apds incubagdo por 3-5 dias a 22-25°C, foi realizada a
contagem das colonias morfologicamente diferentes. Colonias de leveduras e fungos
semelhantes a leveduras (yeast-like fungi) de cada tipo morfoldgico foram selecionadas
e purificadas pela técnica de esgotamento em placas contendo Agar YEPG (Yeast

Extract Peptone Glucose) para obtengdo de culturas puras. Foram escolhidas para
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isolamento coldnias com caracteristicas morfoldgicas diferentes e que se apresentavam

isoladas umas das outras.

3.3.2 Manutengdo das Culturas

Todas as leveduras e fungos semelhantes a leveduras utilizados nesse trabalho
foram conservados em tubos de ensaio com meio YEPG. Apds o crescimento das
culturas a 25°C por 48-72 horas, foram cobertos com cerca de 3ml de vaselina estéril e

mantidos em geladeira.

3.3.3 Identificacdo Fenotipica

As leveduras e fungos semelhantes a leveduras foram fenotipicamente
caracterizados por testes padrdoes morfologicos e fisiologicos (YARROW, 1998). A
identificacdo das leveduras foi realizada de acordo com Barnett et al. (2000) e o
programa de computador YEAST COMPARE (Ciriello. C.; Lachance, M. A., Copyright
®1999-2001), que compara as caracteristicas fisioldgicas das leveduras com as espécies
conhecidas. Os fungos semelhantes a leveduras produtores de artroconideos sdo
classificados nos géneros Geotrichum ou Trichosporon. Espécies ndo produtoras de
urease e Diazonium Blue B (DBB) negativo, foram classificadas no género Geotrichum,
enquanto que as produtoras de artroconideos e DBB positivo foram classificadas no
género Trichosporon (BARNETT et al, 2000). Em alguns casos, caracteristicas
fisioldgicas também foram avaliadas, tais como crescimento em diferentes temperaturas
e testes de assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio especificas. Estes testes foram
analisados de acordo com os métodos empregados para identificagdo convencional de

leveduras (YARROW, 1998).
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3.3.3.1 Caracteristicas Morfoldgicas Coloniais
Foram observadas as caracteristicas coloniais como cor, forma, margem,

superficie, elevagdo e consisténcia, segundo Yarrow (1998).

3.3.3.2 Caracteristicas Morfologicas da Célula Leveduriforme

Foram feitos esfregacos de cultivo a partir do crescimento de culturas em Agar
Sabouraud com no médximo uma semana de incubacdo a 25°C e a observacdo foi feita
em microscopia 6ptica com aumento de 400 a 1000 vezes. Os caracteres morfolégicos
celulares observados foram: forma e tamanho da célula, presenca de pseudohifa, tipo de
reproducdo assexuada e, no caso de brotamento, tipo de brotamento, presenca de

ascosporos e de balistosporos.

3.3.3.3 Verificag@o da Formagao de Ascosporos

A formacdo de ascosporos foi realizada utilizando o meio especial Agar
Acetato, com incubagdo a 25°C por até um més. A pequena quantidade de carboidratos
nesse meio de inducdo restringe o crescimento vegetativo e aumenta a produgio de
ascosporos. As caracteristicas observadas em microscopia éptica foram a presenca ou
auséncia de conjugacdo, forma e nimero de ascosporos por asca e liberacdo ou nio de
esporos logo apds a sua formagdo. A verificacdo dos ascosporos foi realizada com
esfregacos de cultivo a partir do crescimento das culturas e a visualizagdo foi feita em

microscopia Optica com aumento de 400 a 1000 vezes.

3.3.3.4 Produgdo de Clamidosporos
A indugdo da formacdo de clamidosporos foi realizada como triagem em

culturas de leveduras possivelmente patogé€nicas, servindo como um critério de
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identificacdo. A técnica escolhida foi a de microcultivo utilizando o meio Agar Fuba. A
cultura suspeita foi inoculada através de estrias na superficie do meio e apds, coberta
com uma laminula. Os clamidosporos aparecem em 24-48 horas com incubacdo a 30°C.
Ap6s o periodo de incubacdo, a visualizagdo foi feita através da montagem da laminula
colocada sobre as estrias diretamente em microscopia dptica, onde se procurou observar
a formagdo de hifa, pseudohifa, clamidosporos terminais, células de leveduras e

blastosporos em diversas disposi¢des (NEUFELD, 1999).

3.3.4 Testes Bioquimicos

3.3.4.1 Teste de Fermentacdo

Verificou-se, a capacidade de cada levedura e fungo semelhante a levedura em
fermentar glicose. Antes da realizacdo do teste, as culturas foram repicadas em Agar
Sabouraud para a obtencdo de células metabolicamente ativas e incubadas por 48 horas
a 25°C-30°C. As culturas foram posteriormente inoculadas em tubos de ensaio com o
meio para fermentagdo de glicose contendo tubos de Durham invertidos em seu interior.
A leitura dos resultados foi feita regularmente em 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21 dias apds a
incubagdo. A produgdo de gas foi confirmada pelo seu acimulo nos tubos de Durham.
A leitura foi considerada negativa quando nio houve acimulo de gis ou quando apenas
algumas bolhas foram observadas no tubo de Durham, +1 quando apenas 1/3 do tubo
estiver ocupado por géds, +2 quando o gés estiver presente em 2/3 do tubo e +3 quando o
tubo de Durham encontrou-se cheio de gés. As cepas que apresentaram resultados +2 ou
+3 foram consideradas fermentadoras. As que tiveram leitura +1 foram consideradas

fermentadoras fracas (NEUFELD, 1999; BARNETT et al., 2000).
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3.3.4.2 Teste de Assimilag@o de Fontes de Carbono

As cepas foram inoculadas, a partir de culturas recentes em Agar Sabouraud,
em tubos de ensaio contendo 2ml de dgua destilada estéril, por no maximo dois dias
para que esgotassem suas fontes energéticas. A densidade do inoculo nos tubos com
dgua estéril foi medida pelo cartdo de Wickerham (grau 0,5). Apds esse periodo, uma
aliquota de 8uL de cada levedura foi inoculada na placa contendo a fonte de carbono
especifica de acordo com o método de réplica em placas. A propor¢do quimica de cada
meio foi de 0,67% de YNB, 0,5% da respectiva fonte de carbono, com excecdo da
rafinose cuja proporcdo foi de 1% e 2% de Agar (KREGER-VAN RIJ, 1984;
YARROW, 1998; BARNETT et al., 2000). Como controle positivo foi utilizado uma
placa com meio YNB acrescido de glicose e Agar, e como controle negativo uma placa
com meio YNB acrescido somente de Agar. A leitura dos resultados foi realizada uma
vez por semana durante trés semanas consecutivas, comparando o crescimento da
levedura na placa de controle positivo e de controle negativo com o crescimento na

fonte de carbono analisada.

3.3.4.3 Teste de Assimilag@o de Fontes de Nitrogénio

O teste de assimilacdo de fontes de nitrogénio baseou-se na utilizagdo de
nitrato e lisina como tnica fonte desse elemento, utilizando o método de réplica em
placas. As linhagens foram inoculadas, a partir de culturas recentes em Agar Sabouraud,
em tubos de ensaio contendo 2ml de dgua destilada estéril, por no maximo dois dias
para que as leveduras esgotassem suas fontes energéticas. A densidade do inéculo nos
tubos com &dgua estéril foi medida pelo cartdo de Wickerham (grau 0,5). Apés esse
periodo, uma aliquota de 8L de cada cultura foi inoculada na placa contendo a fonte de

nitrogénio especifica de acordo com o método de réplica em placas. A proporcdo
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quimica de cada meio foi 1,17 % de YCB, 2% Agar, 0,078% de nitrato ou 0,056 % de
lisina. Para controle positivo foi utilizado meio contendo peptona e Agar e como
controle negativo apenas YCB e Agar (KREGER-VAN RIJ, 1984; YARROW, 1998;
BARNETT et al., 2000). A leitura dos resultados foi realizada uma vez por semana
durante trés semanas consecutivas, comparando o crescimento da levedura na placa de
controle positivo e de controle negativo com o crescimento na fonte de nitrogénio

analisada.

3.3.5 Testes Fisioldgicos

3.3.5.1 Teste de Produgdo de Urease e Reacdo ao DBB

No teste de urease e DBB foi empregado o método descrito por Hagler et al.
(1990). As linhagens foram inoculadas, a partir de culturas recentes em Agar
Sabouraud, em meio sélido YCB-Uréia (Yeast Carbon Base). Os tubos de ensaio para
teste da producdo de urease foram incubados a temperatura ambiente por trés dias,
sendo as leituras feitas diariamente. A atividade da enzima urease, quando presente na
linhagem, provocou uma mudanga do indicador de uma cor fucsina (rosa) para branco,
devido a elevacdo de pH apds a hidrdlise da uréia no presente meio. Apds a leitura da
uréase, as culturas foram incubadas a 55°C por cerca de dezesseis horas, sendo
posteriormente adicionadas sobre o indculo 1ml de uma solucdo resfriada contendo o
reagente DBB tamponado com Tris-HCI 1M para pH 7.0. As culturas que adquiriram
uma coloracdo avermelhada ap6s um minuto de contato com o regente DBB foram
consideradas positivas e de afinidade basidiomicética. As linhagens que ndo
desenvolveram cor avermelhada foram consideradas negativas e de afinidade

ascomicética (BARNETT et al., 2000).
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3.3.5.2 Teste de Crescimento em Diferentes Temperaturas

Este teste avaliou a capacidade de crescimento das leveduras e fungos
semelhantes a leveduras nas temperaturas de 37°C, 40°C e 42°C., sendo a temperatura
O6tima de crescimento para a maioria das espécies de 20°C a 30°C. As espécies
patogénicas crescem favoravelmente entre 30°C e 37°C, sendo o crescimento a 37°C
bem caracteristico. Este teste foi realizado com a utilizacdo do meio caldo Sabouraud.
Ap6s a inoculagdo, os tubos foram incubados em banho-maria nas respectivas
temperaturas testadas por trés dias, sendo a leitura realizada diariamente através do grau
de turvacdo, de acordo com a escala de Wickerham (KREGER-VAN RIJ, 1984;

YARROW, 1998; BARNETT et al., 2000).

3.3.5.3 Teste de Tolerancia ao NaCl 10% e 16%

As espécies de leveduras diferem na capacidade de suportarem solucdes
hipertonicas, tornando essa caracteristica relevante na identificacio das espécies.
Avaliou-se a capacidade de crescimento das leveduras durante trés semanas, sendo a
leitura realizada uma vez por semana, em meio hipertdnico 10% e 16%. O meio
utilizado foi o Agar Sabouraud acrescido de NaCl. Para o controle positivo utilizou-se o

meio sem NaCl (BARNETT et al., 2000).

3.3.5.4 Teste de Tolerancia a Glicose 50%

Seguindo os mesmos preceitos do teste de tolerancia a solucdes hipertonicas,
foi testada a capacidade das leveduras em multiplicarem-se em meio de Agar Sabouraud
acrescido de 50% de glicose (solugao glicosada hipertonica). Avaliou-se a capacidade
de crescimento das leveduras durante trés semanas, com leituras em intervalos

semanais.
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3.4 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de Qui-quadrado para verificacdo das
associacdes de varidveis qualitativas e o teste de correlacio de Pearson, para
identificacdo de correlacdo entre varidveis quantitativas com o objetivo de eliminar
possiveis fatores de confusdo (bias). O SPSS versdo 8.0 (Statistical Package for Social

Sciences) serd usado para a avaliacdo estatistica dos dados (Morgan et al., 2001).
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, foram analisadas 240 amostras de leite, distribuidas
da seguinte forma: 46 amostras provenientes de animais com diagnéstico de mastite
clinica e 194 amostras provenientes de animais com diagnéstico de mastite subclinica
(53 amostras com CMT +; 80 amostras com CMT ++; 61 amostras com CMT +++).
Com relacdo ao isolamento de algum agente microbioldgico, 95,7% das amostras com
diagnéstico de mastite clinica e 91,2% das amostras com diagndéstico de mastite
subclinica foram positivas, sendo que a menor porcentagem de amostras positivas foi no
CMT +, onde 86,8% das amostras apresentaram algum crescimento microbiolégico,
como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Total de amostras estudadas, distribuidas de acordo com o tipo de mastite e o

nimero percentual de amostras com algum crescimento microbioldgico nos
meios de dgar sangue, 4gar MacConkey e/ou YM.

Tipos de mastite Total %o % de positivos
Clinica 46 19,2 95,7
Subclinica (CMT +) 53 22,1 86,8
Subclinica (CMT ++) 80 33,3 91,3
Subclinica (CMT +++) 61 25,4 95,1
TOTAL 240 100 92,1

Houve um percentual de 92,1% de amostras totais que apresentaram crescimento
de algum microrganismo e apenas 7,9% de amostras totalmente negativas na andlise
microbioldgica efetuada, com cultivo nos meios de dgar sangue, MacConkey e YM.

Com relagdo ao crescimento bacteriano, 218 amostras (90,8%) apresentaram
isolamento de algum agente, sendo que 95,7% das amostras de mastite clinica e 89,7%
de amostras de mastite subclinica foram positivas.

No que se refere ao isolamento de fungos e leveduras, houve algum crescimento
em 39 amostras (16,3%), sendo que 28,3% das amostras de mastite clinica e 13,4% das

amostras de mastite subclinica foram positivas. Houve trés amostras em que se verificou
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crescimento micoldgico apenas, negativas no isolamento bacteriano, sendo todas elas de
mastite subclinica. A relagdo dos tipos de mastite com os crescimentos bacteriano e

micoldgico, estd descrita na Tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo das amostras que apresentaram crescimento bacteriano e
micoldgico com o respectivo percentual, de acordo com o tipo de mastite.

Tipos de Crescimento % Crescimento % Negativas %
mastite bacteriano’ micol()gico2 totais
Clinica 44 95,7 13 28,3 02 4,4
Subclinica 46 86,8 10 18,9 07 13,2
(CMT +)
Subclinica 71 88,8 08 10,0 07 8,8
(CMT ++)
Subclinica 57 93,4 08 13,1 03 4,9
(CMT +++)
TOTAL 218 90,8 39 16,3 19 7,9

Coeficientes de andlise de correlacio de Fisher: ' p=0,26 * p=0,014

4.1 Analise Bacteriolégica

No total de 240 amostras analisadas, realizou-se isolamento de 250 agentes
bacterianos, sendo 50 isolados de amostras com mastite clinica e 200 de amostras com
mastite subclinica. Foram identificados 10 géneros e 12 espécies. Nesta andlise incluiu-
se o género de alga Prototheca sp.

Na mastite clinica, o agente mais prevalente foi o Staphylococcus spp. coagulase
positiva, com 32,6%, seguido de Nocardia spp. (21,7%) e Enterobactérias (17,4%)
como Escherichia coli e Klebsiella spp. com destaque para Serratia spp. Apenas 02
amostras (4,4%) ndo apresentaram crescimento bacteriano, como mostra a Tabela 3.

Nas amostras de mastite subclinica, o agente mais prevalente foi o
Corynebacterium spp. com 32,0%, seguido de Staphylococcus spp. coagulase negativa
(30,9%) e Staphylococcus spp. coagulase positiva (15,5%). As Enterobactérias

aparecem com 6,7% de isolados, seguido de Nocardia spp. com 5,7%. No total das
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amostras, 20 ndo apresentaram crescimento bacteriano (10,3%), sendo que o CMT +
apresentou o maior percentual de amostras negativas, com 13,2% seguido pelo CMT ++
e CMT +++ (11,3% e 6,6% respectivamente). Os resultados gerais da andlise
bacteriologica nas amostras provenientes de animais com diagndstico de mastite
subclinica, apresentando o porcentual de agentes isolados em todas as amostras, estdo

demonstrados na Tabela 4 € Tabela 5.

Tabela 3 — Distribuicdo porcentual dos agentes isolados nas amostras de leite
provenientes de animais com diagndstico de mastite clinica.

Agente Total %0

Staphylococcus spp. coagulase positiva 15 32,6
Nocardia spp. 10 21,7
Staphylococcus spp. coagulase negativa 06 13,0
Serratia spp. 05 10,9
Corynebacterium bovis 05 10,9
Prototheca spp. 03 6,5

Bacillus cereus 02 4.4
Klebsiella spp. 02 4,4
Escherichia coli 01 2,2
Streptococcus agalactiae 01 2,2
Negativos 02 4.4

Tabela 4 — Distribuicdo porcentual dos agentes isolados nas amostras de leite
provenientes de animais com diagndstico de mastite subclinica.

Agente Total Y
Corynebacterium bovis 62 32,0
Staphylococcus spp. coagulase negativa 60 30,9
Staphylococcus spp. coagulase positiva 30 15,5
Nocardia spp. 11 5,7
Streptococcus uberis 09 4,6
Prototheca spp. 06 3,1
Escherichia coli 06 3,1
Serratia spp. 05 2,6
Bacillus cereus 04 2,1
Streptococcus agalactiae 04 2,1
Klebsiella spp. 02 1,0
Enterococcus spp. 01 0,5

Negativos 20 10,3
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Tabela 5 - Distribui¢do porcentual dos agentes isolados nas amostras de leite que
apresentaram mastite subclinica, de acordo com a classificacdo das
mastites conforme CMT.

Agente CMT % CMT % CMT %
+ ++ +++

Corynebacterium spp. 01 1,9 25 31,3 36 59,0
Staphylococcus spp. coagulase 27 50,9 21 26,3 12 19,7
negativa

Staphylococcus spp. coagulase 07 13,2 18 22,5 05 8,2
positiva

Nocardia spp. 01 1,9 03 3,8 07 11,5
Prototheca spp. - - 03 3,8 03 49
Serratia spp. 01 1,9 03 3,8 01 1,6
Escherichia coli - - 02 2,5 04 6,6
Streptococcus uberis 06 11,3 02 2,5 01 1,6
Streptococcus agalactiae 02 3,8 02 2,5 - -
Bacillus cereus 03 5,7 01 1,3 - -
Klebsiella spp. 01 1,9 01 1,3 - -
Enterococcus spp. - - 01 1,3 - -
Negativos 07 13,2 09 11,3 04 6,6

- = Nao houve isolamento

A Figura 2 mostra a comparagéo de todos os tipos de mastite, com relagio aos

agentes mais freqiientes isolados, que somados, perfizeram um total de 88% dos

isolados bacterianos.

Nocardia spp.

Enterobactérias

Staphylococcus sp.
coagulase negativa

Staphylococcus sp.
coagulase positiva

Corynebacterium spp.

B Clinica
BCMT +++
OCMT ++
BCMT +

0% 10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

Figura 2 — Distribui¢@o porcentual dos principais agentes isolados durante o periodo do

estudo, comparado com o tipo de mastite.
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Em 32 amostras (13,3%), houve crescimento de 02 agentes concomitantes.
Destas, 06 (18,8%) foram de mastite clinica e 26 (81,3%) de mastite subclinica,
distribuidas da seguinte forma: 03 CMT + (9,4%); 11 CMT ++ (34,4%) e; 12 CMT +++
(37,5%).

Dois agentes se destacaram com crescimento concomitante: o Corynebacterium
spp- que cresceu em 68,8% das amostras com crescimento misto, onde em mais de 70%
destes casos a sua contagem de UFC (Unidade Formadora de Coldnias) foi superior ao
outro agente; e o Staphylococcus spp. coagulase negativa que cresceu em 56,3% destas
amostras, porém em apenas 40% dos casos sua contagem de UFC foi superior ao outro
agente. Entre estes dois agentes, houve crescimento concomitante em 12 casos de 32
(37,5%), sendo que destes, apenas em 02 casos o crescimento de Staphylococcus spp.
coagulase negativa foi superior. Houve ainda 03 casos de crescimento misto de
Corynebacterium spp. com Staphylococcus spp. coagulase positiva.

Juntos, o Corynebacterium spp. € o Staphylococcus spp. coagulase negativa
somaram mais de 60% dos casos de crescimento misto, sendo o restante distribuido
entre 08 agentes diversos, com destaque para o Bacillus cereus que foi isolado apenas
06 vezes em todas as 240 amostras, sendo 05 destas com crescimento concomitante com
outro agente e com contagem de UFC inferior em relagcdo ao outro agente. Este agente,
porém, foi isolado sozinho numa amostra de mastite clinica com alta contagem de UFC.

Foram isoladas 09 amostras de Prototheca sp. (3,75%) de 05 diferentes
propriedades, sendo que 04 amostras foram isoladas concomitantes com fungo.

Com relagdo as propriedades, 57,1% das amostras de Nocardia sp. foram
isoladas de uma mesma propriedade. Apenas uma propriedade ndao apresentou nenhum

crescimento bacterioldgico.



40

Referente ao TSA, a Figura 3 mostra os resultados obtidos com os agentes mais
isolados, em relacdo ao numero de amostras sensiveis aos antibidticos que sdo:
Amoxacilina (Amo), Ampicilina (Amp), Ceftiofur (Cft), Cefoperazona (Cpz),
Gentamicina (Gen), Neomicina (Neo), Oxacilina (Oxa), Penicilina + Novobiocina

(PnN), Sulfametoxazol + Trimetoprima (Sut) e Tetraciclina (Tet).

100%

90%

80% A

70% -

60% B Corynebacterium spp.

50% - @ Staphylococcus spp.

coagulase positiva

40% -
@ Staphylococcus spp.

coagulase negativa
30% A gl g

B Enterobactérias

20% A

10% -

0% -
Amo  Amp Cft Cpz Gen Neo PnN Oxa Sut Tet

Figura 3 — Relag¢do dos agentes mais isolados com a sensibilidade aos
antimicrobianos utilizados no teste de TSA.
4.2 Analise Micolégica
Em um total de 240 amostras, realizou-se isolamento de 65 agentes
leveduriformes. Foram 23 isolados em amostras provenientes de animais com mastite
clinica e 42 em amostras provenientes de animais com mastite subclinica.
Um total de 10 géneros de fungos foi identificado. Dentro destes, foram
classificados 08 géneros como leveduras, num total de 29 espécies e 02 gé€neros foram
identificados como leveduras semelhantes a fungos (Trichosporon e Geotrichum), com

04 espécies identificadas. Com relacdo as espécies mais prevalentes no estudo, foram
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isoladas 06 amostras de Candida sp. (9,2%), 05 amostras de Pichia guilliermondii
(7,7%), 04 amostras de Cryptococcus sp. (6,2%) e 03 amostras (4,6%) de Candida
zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Rhodotorula glutinis, Rhodotorula minuta e
Trichosporon sp., perfazendo um total de 61,5% do total de agentes isolados. O restante
ficou dividido em 25 espécies diferentes, como mostra a Tabela 6.

Tabela 6 — Quantidade de isolados fingicos de acordo com a espécie e a classificacdo
dos casos de mastite.

Agente Clinica CMT+ CMT++ CMT+++ TOTAL
Candida sp. 02 03 01 - 06
Candida aaseri - 01 - - 01
Candida caseynolitica 01 - - - 01
Candida catenulata - - 01 01 02
Candida membranifaciens 01 01 - - 02
Candida pseudoglaebosa 01 - - - 01
Candida robusta 01 - - - 01
Candida glabrata - 01 - - 01
Candida rugosa 01 - - 01 02
Candida saitoana 01 02 01 - 04
Candida sorbophila - - - 01 01
Candida zeylanoides 01 - 02 - 03
Cryptococcus spp. - 01 01 02 04
Cryptococcus curvatus 01 - 01 - 02
Cryptococcus laurentii - - 01 - 01
Debaryomyces hansenii 02 - 01 - 03
Galactomyces geotrichum - 01 - - 01
Geotrichum sp. 01 - 01 - 02
Geotrichum capitatum 01 - - - 01
Geotrichum flagrans 01 - - - 01
Kluvyeromyces marxianus - - - 01 01
Pichia sp. - - - 01 01
Pichia castillae - - - 01 01
Pichia deserticola - - 01 01 02
Pichia guilliermondii 01 02 01 01 0s
Pichia kluyveri 01 - 01 - 02
Pichia kluyveri-like - 01 - - 01
Pichia membranifaciens 01 - - - 01
Rhodosporidium toruloides 01 - - - 01
Rhodotorula glutinis 01 - 02 - 03
Rhodotorula mucilaginosa 01 - - - 01
Rhodotorula minuta 02 - - 01 03
Trichosporon sp. - 01 01 01 03
TOTAL 23 14 16 12 65

- = Nao houve isolamento
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Ao serem analisados os géneros, verificou-se que o mais prevalente foi o género
Candida, com 38,5% dos isolados fungicos, seguido pelo género Pichia com 20% e
pelos géneros Cryptococcus e Rhodotorula com 10,8%. Foram devidamente
identificadas 11 espécies diferentes do género Candida e 06 do género Pichia, que
totalizam mais de 50% das espécies identificadas, sem levar em conta 06 amostras
classificadas como Candida sp. e 01 amostra como Pichia sp. O género Candida sé ndo
foi prevalente nas amostras com CMT+++, onde o género Pichia foi predominante,

como mostra a Tabela 7.

Tabela 7 — Distribuicdo dos géneros identificados de acordo com a classificacdo dos
casos de mastite.

Género Clinica CMT+ CMT++ CMT+++ %
Candida 09 08 05 03 38,5
Pichia 03 03 03 04 20,0
Cryptococcus 01 01 03 02 10,8
Rhodotorula 04 - 02 01 10,8
Geotrichum 03 - 01 - 6,2
Debaryomyces 02 - 01 - 4,6
Trichosporon spp. - 01 01 01 4,6
Galactomyces geotrichum - 01 - - 1,5
Kluvyeromyces - - - 01 1,5
Rhodosporidium 01 - - - 1,5

- = Nio houve isolamento

Do total de 39 amostras com crescimento flingico, houve 15 (38,4%) em que se
isolou mais de um agente, sendo que a grande maioria, 10 (66,7%), houve isolamento de
apenas 2 espécies. Em 1 amostra isolou-se 7 agentes diferentes e em 2 amostras isolou-
se 3 e em outras 2 isolou-se 4 espécies diferentes. Ao analisarmos com relagdo ao
género, verificamos que em apenas duas amostras houve crescimento de 3 gé€neros
diferentes, sendo que uma delas foi a que apresentou maior crescimento, 7 espécies, e a
outra apresentou crescimento de 4 espécies.

Com relacdo as propriedades, 16 apresentaram crescimento de leveduras

(57,1%). Trés propriedades apresentaram dados importantes; em uma delas foram feitas
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03 coletas diferentes com isolamento de 10 espécies, onde foram identificadas, em datas
diferentes, as tunicas 2 amostras de Candida rugosa do estudo, ambas com UFC/ml
>100 sendo que uma delas associada com Rhodotorula glutinis, também com alta
contagem. Também, em datas diferentes, isolou-se 2 amostras de Pichia guilliermondii,
sendo uma delas associada com Rhodotorula minuta com maior contagem de UFC e a
outra associada com duas espécies de Candida sp., ambas com menor UFC. Em outra
propriedade isolou-se 13 espécies, sendo duas amostras de Pichia guilliermondii e 02
amostras de Trichosporon sp.. Na terceira propriedade isolou-se 14 espécies, e houve 03
amostras de leite onde ndo se isolou nenhum agente bacteriano, como mostrado na
Tabela 8. Nesta dltima propriedade houve isolamento das dnicas duas amostras de
Cryptococcus curvatus do estudo. Sendo assim, em apenas 03 propriedades isolou-se

56,9% de todas as espécies identificadas.

Tabela 8 — Espécies de leveduras isoladas em 03 amostras onde niao ocorreu
crescimento bacteriano

Amostra Agente Mastite UFC/ml

01 Candida zeylanoides CMT ++ 05

02 Pichia sp. CMT +++ >100

03 Cryptococcus curvatus CMT ++ >100
Candida catenulata 05

Os agentes bacterianos mais comumente isolados junto com as leveduras foram
o Staphylococcus spp. coagulase negativa (33,3%), o Corynebacterium spp. (23,1%) e o
Staphylococcus spp. coagulase positiva (17,9%). A Prototheca sp., identificada em
apenas 09 amostras em todo o estudo, apresentou crescimento concomitante com fungos
em 04 amostras (44,4%). O isolamento concomitante de Nocardia sp. com agentes
fingicos ocorreu em (02 amostras e em ambas houve crescimento de Debaryomyces

hansenii.
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Com relacdo a contagem de UFC/ml, 15 amostras (23,1%) apresentaram uma
contagem <5 UFC/ml, sendo cinco dessas com crescimento de apenas uma espécie
flingica e uma sem qualquer crescimento bacteriano. Outras 14 amostras (21,5%)
tiveram uma contagem <40 UFC/ml. Apenas nov (13,9%) amostras tiveram uma
contagem entre 51 e 100 UFC/ml. Porém, 25 amostras (38,5%) tiveram uma contagem
>100 UFC/ml, sendo que cinco dessas identificaram-se dois agentes ambos com
contagem >100 UFC/ml, uma dessas amostras apresentando crescimento concomitante
de Prototheca sp. e o restante com o crescimento concomitante com bactérias do género
Staphylococcus.

A Figura 4 mostra a distribui¢do, conforme o tipo de mastite, dos principais
géneros de leveduras identificados, que somados, perfazem um total de 80% das

amostras isoladas.

Rhodotorula
Cryptococcus B Clinica
B CMT +++
BCMT ++
|
Pichia CMT +
Candida
0% 5% 10% 15% 20% 25%

Figura 4 — Comparag¢do dos principais géneros de leveduras isolados, de acordo com o
quadro de mastite identificada.
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A comparagcdo dos principais géneros isolados, tanto bacterianos quanto
leveduriformes, de acordo com o quadro de mastite clinica ou subclinica, é mostrado na
Figura 5.

Na andlise estatistica, determinou-se a tendéncia de ocorréncia de um agente,
bacteriano ou micético, de acordo com o quadro de mastite. Tanto fungos quanto
bactérias, neste estudo, tiveram maior tendéncia a ocorréncia na mastite clinica, como

mostra a Figura 6.

Rhodotorula
Cryptococcus

Pichia

Candida @ Subclinica

Nocardia spp. | Clinica

Enterobactérias

Staphylococcus

Corynebacterium

0% 10% 20% 30% 40% 50%
Figura 5 — Comparagdo dos principais géneros microbianos isolados de acordo com o
quadro de mastite clinica ou mastite subclinica.

Com relagdo ao teste de diferentes temperaturas (37°C, 40°C e 42°C), apenas 05
espécies isoladas (7,7%) ndo apresentaram crescimento em nenhuma das temperaturas
testadas. Dos 04 isolados de Cryptococcus sp., 03 foram negativos no teste de
crescimento em diferentes temperaturas, porém em apenas uma das amostras houve o
crescimento isolado deste agente. As outras espécies negativas no teste foram, uma

amostra de Rhodotorula glutinis e uma amostra de Trichosporon sp., ambas com outras
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espécies isoladas na mesma amostra. A amostra de Candida zeylanoides isolada sem
crescimento bacteriano nao cresceu em 37°C, mas teve crescimento fraco em 40 e 42°C.

Neste mesmo teste, 30 espécies apresentaram crescimento fraco em 37°C, porém
apenas 21 destas apresentaram crescimento fraco em todas as temperaturas, o restante
apresentando crescimento positivo em 40°C e/ou 42°C. Destacam-se os 03 isolados de
Debaryomyces hansenii, os 02 isolados de Cryptococcus curvatus ¢ os 02 isolados de
Candida membranifaciens, além dos isolados tnicos de Pichia membranifaciens e

Rhodosporidium toluroides.

N >
ih w ih
! ! !

Razdo de Chances (OR)
PSRN

CMT+ CMT ++ CMT +++ Clinica

Quadro de Mastite

—&— Bactéria —— Fungo

* Coeficientes de andlise de correlacdo de Fisher: Bactéria p=0,07 Fungo p=0,19

Figura 6 — Tendéncia do isolamento bacteriano e micdtico conforme o quadro de
mastite.

Se fossem desconsideradas as linhagens sem crescimento e/ou crescimento fraco
nas diferentes temperaturas, mais quatro amostras de leite seriam negativas na andlise
flngica, porém diminuiria a quantidade de espécies isoladas, especialmente no caso das

amostras com 4 e 7 espécies diferentes identificadas, facilitando a andlise.
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5 DISCUSSAO

Mesmo tendo este estudo 100% de amostras com diagndstico de mastite, sem
pesquisa de animais sadios, ficou evidente que a prevaléncia de mastite subclinica foi
superior, o que comprova dados de que a mastite subclinica é de 15 a 40 vezes mais
predominante (PHILPOT et al., 1991). Pearson et al. (1971) referiram que para cada
animal com mastite clinica existiam 14 animais com mastite subclinica e que para cada
quarto com mastite clinica havia 32 quartos mamadrios com mastite subclinica.

Segundo Costa et al. (2001), a propor¢do de mastite mais aceita é 1:10, isto é,
para cada caso de mastite clinica existiriam 09 casos de mastite subclinica. Neste
mesmo estudo, nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, foi determinado que a
proporg¢do foi de 1:6. Subjetivamente, poderiamos afirmar que neste estudo a propor¢éo
foi de 1:4. Deve-se levar em conta que a mastite clinica é vista com mais facilidade,
portanto, a incidéncia de casos de mastite subclinica estd diretamente relacionada com o
uso de testes como o CMT.

Apesar de existir uma intensa pesquisa etiolgica na mastite, 20-35% dos casos
clinicos ndo possui etiologia determinada. A explicacdo para estas altas percentagens de
amostras negativas pode ser a baixa concentragdo de patégenos no ubere e a presenga de
outros patégenos como mycoplasma, leveduras, fungos filamentosos e virus.
(WELLEMBERG et al, 2002). Porém, neste estudo, considerando-se o isolamento de
todos os agentes, apenas 7,9% das amostras foram negativas. Sem o isolamento
micoldgico, este valor aumenta para 9,2%, o que ainda é extremamente baixo,
comparado com valores acima de 50% encontrados por Fernandes et al (2001).

Segundo Dingwell et al. (2003), o CMT possui uma sensibilidade de 82,4% e
uma especificidade de 80,6%. Sendo assim, existem chances de ocorrer casos de CMT

positivos sem isolamento microbiano, assim como existam casos onde haja uma
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infec¢do sem que o teste consiga detectar as células inflamatérias existentes. Porém,
Thiers et al. (1999) afirmaram que o CMT ¢é um eficiente indicador da presenca de
células inflamatdrias, podendo ser executado com muita facilidade e rapidez em nivel
de campo.

O maior nimero de casos de mastite sem isolamento foi no CMT + (13,2%), o
que pode ser explicado por erros de interpretacéo no teste, erros do teste, ou a presenca
de algum agente ndo estudado além de causas nao infecciosas. Com relacdo a mastite
clinica, apenas 4,3% das amostras foram negativas, que, além das teorias acima citadas,
com excecdo as referentes ao CMT, podemos ainda citar a possibilidade de, no
momento da coleta do leite, o animal ji apresentar cura microbioldgica sem a cura
clinica, o que também poderia ocorrer na mastite subclinica. Além disso, Monardes
(1995) cita que 10% dos casos de mastite podem ser por causa traumatica.

Houve isolamento bacteriano em 90.8% das amostras, com pouca correlacio
entre as amostras de mastite clinica e subclinica. Porém, houve 16,3% das amostras com
algum isolamento flingico, com uma correlacdo com as amostras de mastite clinica. Este
resultado ndo comprova os dados de Krukowski et al. (2003), que citam uma baixa
incidéncia de casos de mastite por fungos, mas estd de acordo com dados que citam a
importancia das mastites fungicas em paises tropicais (LAGNEAU et al., 1996). Em
estudo no estado de Sdo Paulo, Costa et al. (1993) identificaram 12,07% de casos de
mastite fingica e no mesmo estado, Santos et al. (2005) identificaram 25,4% de casos.

O isolamento de 250 agentes bacterianos, divididos em 10 géneros e 12
espécies, em 240 amostras estudadas, confirma o que Brabes et al. (1999) afirmavam,
que a maioria das infeccdes é de origem bacteriana e cerca de 90% de todos os casos
sdo devido a um reduzido nimero de espécies. Neste estudo, cerca de 80% dos isolados

foram de apenas 03 géneros diferentes, como mostra a Figura 2.
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O agente mais isolado em todo o estudo foi o Corynebacterium spp.,
principalmente em amostras de mastite subclinica. E interessante observar que em um
estudo feito na década de 70 no Rio Grande do Sul (FERNANDES et al., 1973) este
agente ndo aparecia entre os isolados. Porém, atualmente este vem sendo uma das
principais causas de mastite, principalmente subclinica (FERNANDES et al., 2001).
Costa et al. (1994) sugerem a importincia deste agente, principalmente pelo fato de
alguns animais infectados poderem ser negativos no teste de CMT e servir de fonte
transmissora durante a ordenha.

Segundo Costa et al. (2001), num estudo realizado em propriedades leiteiras de
Sao Paulo e Minas Gerais, foi observado um menor nivel de mastite clinica e uma maior
ocorréncia de casos de mastite subclinica, quando o principal agente etioldgico foi o
Corynebacterium bovis. Analisando os dados aqui encontrados, pode-se comprovar esta
informacdo. Porém, alguns autores (PANKEY et al, 1985; POCIECHA, 1989;
PHILPOT et al, 1991) afirmam que quartos infectados por Corynebacterium bovis sao
menos suscetiveis principalmente a infec¢do por Staphylococcus aureus, mas também
por agentes etiologicos em geral, além de serem mais suscetiveis a infec¢do por
Streptococcus agalactiae e terem menor contagem de células somadticas. Neste estudo,
ao analisar a Figura 2, vé-se que ndo existe este tipo de relacdio com nenhum agente,
com excegdo dos casos de CMT + onde os poucos isolados de Corynebacterium spp.
contrasta com a grande quantidade de isolados de Staphylococcus spp. coagulase
negativa. Além disso, a grande maioria dos isolados de Corynebacterium spp. foi de
mastite subclinica com CMT ++ e principalmente CMT +++, e este agente foi
identificado em quase 70% dos crescimentos mistos bacterianos que foi encontrado,

sendo que em 12 casos de 32 apareceu concomitantemente com Staphylococcus spp.
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coagulase negativa, além de em 03 casos aparecer com Staphylococcus spp. coagulase
positiva.

A presenca de Staphylococcus spp. coagulase positiva, principalmente nos casos
de mastite clinica, esta de acordo com estudos que mostram a importincia deste agente
nas mastites (FERREIRO et al, 1985, LANGONI et al, 1991). A terapia da vaca seca é
eficaz na prevengdo de novas infecgdes por Staphylococcus aureus (BERRY et al.,
2002), porém diversos autores concordam com a dificuldade de tratamento deste agente
(PHILPOT et al., 1991). Estes mesmos autores afirmam que casos ndo devidamente
curados de mastite clinica podem ressurgir como mastite subclinica.

As Enterobactérias sdo agentes de mastite ambiental e estdo relacionadas com
condi¢des de higiene e manejo (Hogan et al., 1989). A presenca destes agentes,
principalmente nos casos de mastite clinica, confirma os dados de Langoni et al. (1998).
Porém, ao contrario da maioria dos estudos, a principal enterobactéria aqui isolada foi a
Serratia spp., 10,9% e 2,6%, em mastite clinica e subclinica respectivamente, superando
a Escherichia coli como a enterobactéria mais frequentemente envolvida em casos de
mastite, como mostra as Tabelas 3 e 5.

Um dado interessante é que a maioria dos estudos relata de uma prevaléncia
consideravel de Streprococcus spp. em leites com mastite, principalmente Streptococcus
agalactiae (LANGONI et al, 1998; FERNANDES et al, 2001; WUNDER et al, 2003).
Porém, neste estudo, foram isoladas apenas 14 amostras de Streptococcus spp., sendo 05
amostras de S. agalactiae e 09 de S. uberis (Tabelas 3 e 4). Esta observacdo comprova
os dados de Costa et al (2001) que afirmam que a prevaléncia de S. agalactiae, com o
advento da terapia antimicrobiana, decresceu, enquanto que a causada pelos géneros

Staphylococcus, Corynebacterium e até mesmo S. uberis, cresceu mundialmente.
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O alto indice de Nocardia spp. isolada (8,4%) principalmente em mastite clinica
(21,7%), mas também em mastite subclinica (5,7%) estdo em desacordo com diversos
estudos (LANGONI et al, 1998; FERREIRO et al, 1985; COSTA et al, 1995) onde os
isolamentos variaram de 1,3% a 3,8%. Porém, num estudo recente do Rio Grande do
Sul, Wunder et al. (2003) demonstraram uma prevaléncia de 7,3% de Nocardia spp.,
com prevaléncia de 28,6% em mastite clinica. Isto demonstra a crescente importancia
deste agente em mastites, causando uma infec¢do muito refratdria, geralmente
caracterizada por quartos cronicamente endurecidos, com ndédulos palpdveis, extensa
fibrose e secrecdo purulenta, podendo evoluir para casos cronicos (PHILPOT et al,
1991). Um dado interessante é que 57,1% das amostras de Nocardia spp. deste estudo,
foram isoladas de uma mesma propriedade, demonstrando que ela € altamente
contagiosa e pode se tornar um problema grave. Além disso, em termos de saude
publica, um estudo demonstrou que linhagens de Nocardia asteroides isoladas de
mastite foram resistentes aos processos de pasteurizacdo empregados no pais (COSTA
et al., 1999).

Isolamentos de Prototheca sp., uma alga aclorofilada, esta se tornando mais
comum, porém com baixa prevaléncia, a excecdo de casos com surto. Neste estudo,
porém, a prevaléncia de 3,75% foi alta para este agente, ja que em um trabalho recente
(WUNDER et al., 2003), apenas 0,8% de amostras foram positivas para estes agente.
Considerando ainda que houve isolamento em 05 propriedades diferentes, além da sua
caracteristica refratdria e de facil disseminacdo (CORBELLINI et al, 2001), preocupa a
sua participagdo como um agente relevante em casos de mastite. Além disso, assim
como a Nocardia spp., segundo Melville et al. (1999), algumas linhagens de Prototheca
zoopfii foram resistentes aos processos de pasteurizacdo, podendo ter implicagdes na

qualidade do produto final e derivados.
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De 240 amostras analisadas, apenas 32 apresentaram crescimento misto, sendo
no maximo 02 agentes identificados sem que houvesse nenhuma amostra considerada
contaminada (com 03 ou mais agentes bacterianos identificados). J4 com relagdo ao
crescimento misto no isolamento fuingico, 38,4% das amostras apresentaram isolamento
de mais de uma espécie, sendo que em apenas 20% destas houve crescimento de mais
de 03 espécies, podendo ser considerada a hipdtese de contaminacdo. Isto mostra que a
metodologia de coleta foi adequada, resultando em amostras de qualidade para o estudo.

Com relagdo ao TSA, o teste de difusdo foi escolhido por ser um teste tanto
qualitativo como quantitativo (FERREIRO et al, 1981b). Como mostra a Figura 3,
pode-se verificar que; assim como afirmam os autores, as espécies de Corynebacterium
spp. sdo faceis de controlar (PHILPOT et al., 1991); espécies de Enterobactérias
apresentaram uma boa sensibilidade (acima de 50%) apenas para 03 agentes,
Gentamicina, Sulfazotrim e Tetraciclina, porém sabe-se que a Gentamicina possui baixa
distribuicao no ubere (ZIV, 1980); a Cloxacilina é um antimicrobiano com um grande
nimero de produtos comerciais disponiveis, porém mostrou o pior resultado no TSA,
além de possuir baixa distribui¢do no tbere (ZIV, 1980); concordando com os autores
(SEARS et al., 2003), o Staphylococcus aureus, além de ser um agente dificil de
controlar com medidas de manejo é também dificil de ser controlado por meio de
antimicrobianos, ja que apenas 04 agentes apresentaram uma sensibilidade para mais de
50% das amostras, sendo os melhores resultados com Ceftiofur, Cefoperazona e a
associacao de Penicilina com Novobiocina.

Dos 65 agentes leveduriformes identificados, a maior prevaléncia foi do género
Candida, o que confirma os dados de diversos estudos (SANTOS et al., 2005; KUO et
al., 1993; LAGNEAU et al., 1996; SWINNE et al., 1997, KRUKOWSKI et al., 2000).

Como mostra a Figura 5, o género Candida, em casos de mastite clinica, fica atras
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apenas de espécies do género Staphylococcus e Nocardia. A grande maioria destes
isolados foram em amostras de mastite subclinica, porém, considerando a maior
incidéncia deste quadro de mastite, a andlise estatistica mostrou que o isolamento de
agentes leveduriformes estd mais relacionado com mastite clinica, como mostra a
Tabela 2. Porém, ao comparar a tendéncia de crescimento de agentes bacterianos e
leveduriformes nos diferentes quadros de mastite (Figura 6), a andlise estatistica mostra
que a significAncia de tendéncia de crescimento bacteriano em amostras de mastite
clinica € maior em relacdo aos outros quadros de mastite e em relacio com o
crescimento de leveduras e fungos semelhantes a leveduras.

Dos géneros mais prevalentes de leveduras neste estudo, destaca-se o gé€nero
Pichia, com relevancia para a espécie P. guilliermondii, descrita como sendo de alta
patogenicidade (KOTLIAR et al., 1990). Este género ndo € comumente isolado em
amostras de leite (COSTA et al., 1993; LAGNEAU et al., 1996), porém neste estudo
aparece como o segundo género mais isolado, com identificacdo de 06 espécies
diferentes (Tabela 6) divergindo de resultados de diversos estudos (KRUKOWSKI et
al, 2000; SWINNE et al., 1997), que mostram o género Cryptococcus e Trichosporon
mais prevalentes, sendo que aqui ficaram em terceiro e sétimo lugar respectivamente
(Tabela 7). Este estudo estd mais de acordo com dados obtidos por Swinne et al.
(1997), que identificaram o género Pichia como o mais prevalente, junto com Candida,
mas com a freqiiéncia quase exclusiva de P. kluyveri. Neste estudo, foram identificados
11 géneros de Candida, o que é similar ao estudo feito por Santos et al. (2005) que
identificaram 09 espécies deste mesmo género.

Neste estudo, ndo foram feitas analises de amostras de leite de animais sadios.
As literaturas sobre o assunto sdo discordantes. Swinne et al. (1997) analisaram

amostras de animais com e sem mastite, € ndo isolaram nenhuma levedura das amostras
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normais, afirmando que amostras coletadas assepticamente de quartos normais, tendem
a ser negativas. Porém, Costa et al. (1993) relataram a ocorréncia de mais de 30% de
casos de mastite flingica em animais com quartos normais, concordando com os
resultados obtidos por Farnsworth et al. (1972), que relataram que as leveduras estio
presentes na glandula mamadria e na superficie do teto, em nimero adequado para o
desenvolvimento de mastite, desde que haja outros fatores necessarios para a instalagéo
da infec¢do. Mas, segundo Robersons (2003), o leite estar aparentemente normal nao
significa que foi eliminada a infec¢do, portanto, deve-se estabelecer um bom protocolo
de diagndstico para coletar amostras de leite de animais sadios em propriedades com
problemas de mastite, evitando assim erros na interpretacdo dos resultados.

Nao houve crescimento de leveduras em 12 propriedades analisadas, o que estd
de acordo com os dados de Costa et al. (1993), que afirmaram que o fato de existir um
numero significativo de propriedades sem crescimento de leveduras, mostra que a
metodologia de colheita de amostra foi efetiva.

Alguns dados com relacdo as propriedades sdo interessantes; em apenas 03
propriedades, de 16 com isolamento de leveduras, foram identificadas 56,9% das
espécies isoladas. Em uma delas, em datas diferentes, foram isoladas as unicas duas
amostras de C. rugosa do estudo, com alta contagem de UFC, além de 02 amostras de
P. guilliermondii, mostrando que estes agentes estdo presentes na propriedade e atuando
como causadores de mastite, j4 que sdo agentes comprovadamente patogé€nicos
(JENSEN et al, 1994; RICHARD et al, 1980; KOTLIAR et al, 1990). Em outra
propriedade, foram isoladas as tinicas 03 culturas puras de leveduras do estudo, como
mostra a Tabela 8, todas de mastite subclinica, sendo duas delas com isolamento de
Picha spp. e Cryptococcus curvatus, com alta contagem de UFC, sendo que houve mais

um isolamento deste tltimo agente, nesta mesma propriedade.
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Nao houve isolamento da espécie Geotrichum candidum, Candida albicans, C.
kefyr, C. krusei ou Cryptococcus neoformans, apesar de estudos mostrarem a
importincia destes agentes nos casos de mastite (CHAHOTA et al., 2001; Costa et al.,
1993). Porém, identificaram-se diversas outras amostras do género Candida e
Cryptococcus, com potencial patogé€nico, e uma amostra de Galactomyces geotrichum,
um teleomorfo do G. candidum, isolado de uma amostra juntamente com S. uberis e
com contagem acima de 10 UFC/ml, assim como o agente bacteriano, apresentando
crescimento positivo a 37°C e fraco em 40 e 42°C.

Nota-se que, apesar do menor nimero de isolados fingicos com relagdo aos
agentes bacterianos, houve um grande niimero de géneros (10) e espécies identificadas
(33). Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores (LAGNEAU et al, 1996;
SWINNE et al, 1997; COSTA et al, 1993). Mas o que se verifica é que, apesar da
disseminacdo de diversas espécies em algumas propriedades, em geral o problema é
muito localizado, como mostram os dados acima citados. Além disso, a Figura 4 mostra
que, similar aos isolados bacterianos, apenas 04 géneros foram responsaveis por 80%
das espécies envolvidas.

A grande maioria das espécies aqui isoladas de fungo foi de amostras com
crescimento misto com agentes bacterianos. Houve isolamento concomitante de
Nocardia spp. com Debaryomyces hansenii, mas como todos os isolados deste ultimo
foram considerados como ndo patogé€nicos, € provavel que sua presenca seja apenas
oportunista. Os agentes bacterianos mais comumente isolados nestes casos foram
aqueles mais prevalentes em todo o estudo, géneros Staphylococcus e Corynebacterium,
o que confirma dados de Howard and Smith (2003), de que a infeccdo fingica

normalmente ocorre secunddria ao dano inicial do parénquima mamdrio por bactérias.
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Como resultado, sdo freqiientemente isoladas com Staphylococcus spp. e Streptococcus
spp. e no leite em fase de tratamento

A grande questdo, que ainda fica sem uma resposta € se este dado, citado acima,
realmente € verdadeiro. Diversos estudos citam que as leveduras sio favorecidas com o
crescimento bacteriano, ou com os tratamentos utilizados para o controle de bactérias.
Krukowski et al. (2000) citam que largas doses de antimicrobianos levam a uma
redu¢do de vitamina A, causando danos ao ubere e facilitando a invasdo fingica.
Farnsworth et al. (1974) afirmam que o maior risco para a ocorréncia de mastite clinica
fingica € o uso de produtos e materiais contaminados, ao invés da estimulag@o por meio
de antimicrobianos, em tberes com mastite subclinica j4 instalada. Costa et al. (1993)
constataram que a terapia contra mastite bacteriana, ndo s6 € ineficiente em eliminar a
infecgcdo flingica, como representa um dos mais importantes fatores de predisposicdo
para a mastite fingica, pois além dos problemas ji citados anteriormente, elimina os
agentes bacterianos, que com seu crescimento e multiplicagdo rdpida, agem como
competidores. Sendo assim, a presenca de um grande nimero de casos de infeccdo
mista neste estudo, pode ser uma conseqiiéncia natural do que ocorre em grandes
propriedades leiteiras, com uso indiscriminado de produtos antimicrobianos, levando
muitas vezes a casos de mastite recorrente e cronica, causando a eliminacdo do animal.
E importante ressaltar que néo foram feitas andlise de amostras de mastite cronica, pois
tratamos aqui com propriedades exclusivamente leiteiras, de alta produgdo, onde estes
animais, quando identificados, sdo prontamente eliminados.

A falta de isolados de fungos filamentosos neste estudo, estd de acordo com os
dados de Santos et al. (2005), onde nenhum fungo filamentoso foi identificado. Costa et
al. (1993) explica que o fato de haver mais casos de mastite flingica causada por

leveduras, quando comparados com fungos filamentosos, é devido a melhor perpetuacio
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das leveduras na glandula mamaria, além do fato de que algumas leveduras podem
utilizar antimicrobianos, como penicilina e/ou tetraciclina como fonte de crescimento.

Existem poucos estudos que comparam o crescimento bacteriano com o
crescimento fingico, e mesmo quando sdo realizados, ndo ha uma conclusdo sobre a
provavel causa primaria da mastite, apenas com citacio de casos mistos e puros
(SANTOS et al., 2005; KRUKOWSKI et al., 2000). Mesmo com a contagem de UFC
feita neste estudo, € impossivel definir a etiologia dos casos de mastite. Poucas amostras
apresentaram baixo UFC, porém, Lagneau et al. (1996) mostraram que, em casos de
mastite, a grande maioria das espécies isoladas apresentava uma contagem menor que
11 UFC/ml, e o restante entre 12 e 50 UFC/ml. Neste estudo, mais de 50% das amostras
apresentaram uma contagem maior que 50 UFC/ml. Se considerarmos o que muitos
autores concordam, que o crescimento em temperaturas altas (37°C — 42°C) pode ser um
indicativo de patogenicidade (HOWARD AND SMITH, 2003; LAGNEAU et al.,
1996), tem-se que apenas (05 amostras isoladas neste estudo ndao tiveram esta
caracteristica. Outras 21 amostras tiveram crescimento fraco em temperaturas elevadas,
porém, mesmo com a exclusdo destas amostras, ainda existem mais de 30 casos de
mastite onde houve pelo menos uma espécie de levedura envolvida. Sendo assim, pode-
se concluir que a contagem de UFC é um fator importante, como mostram Singh et al.
(1998), mas acima de tudo, a ocorréncia de casos de mastite fingica estd focada muito
mais nos fatores que se referem a presenca de agentes bacterianos, o tratamento
inadequado com produtos antimicrobianos e a satide do ibere em geral.

Produzir leite com qualidade e garantir que a qualidade se mantenha apds o leite
deixar a fazenda é o maior desafio que a inddstria laticinista enfrenta em todas as
regides produtoras, segundo Heeschen et al. (1996). A grande variedade de fungos e,

principalmente, leveduras isoladas em amostras de tanque de resfriamento de leite,



58

somado ao alto consumo de leite in natura no pais (RUZ-PERES et al., 2004;
SPANAMBERG et al., 2004) servem de alerta, principalmente pela capacidade de
algumas leveduras em produzir toxinas e de colonizar a cavidade oral e intestinos, em
humanos (STANOJEVIC et al., 2003), além das alteracdes que estes agentes podem
causar na qualidade do leite, com prejuizos para a industria. Chengappa et al. (1984)
citam que mesmo como comensais, os fungos e leveduras ndo podem ser ignorados, ja
que existem inimeros fatores que levam um fungo comensal que ndo causa danos a se
tornar patogénico. Porém, também é grande o nimero de fatores que levam a
contaminacdo de tanques desde a coleta do leite diretamente do ubere. Estabelecer a
importancia e prevaléncia dos fungos na saide do dbere é extremamente importante.
Diversos autores destacam que devemos comegar a olhar com maior atengdo para os
casos de mastite causada por fungos (COSTA et al, 1993; KRUKOWSKI et al, 2000)
principalmente pelo uso indiscriminado de produtos antimicrobianos. Lagneau et al.
(1996) citam que a presenga de agentes fungicos no tbere ¢ comum. Porém, a sua real
importancia e participagdo, com ou sem bactérias, na causa da mastite, continua sem
esclarecimento, mas afirmam que se ao menos para algumas espécies de fungos, a
associacdo com agentes bacterianos é necessdria para provocar mastite, ¢ de
fundamental importancia novos estudos e a continuidade da pesquisa.

Neste estudo, verificou-se a grande variedade de fungos existentes em casos de
mastite no Rio Grande do Sul, concordando com estudos realizados em outros Estados.
A presenca marcante de agentes bacterianos e o fato de que agentes leveduriformes
causem mastite bovina associada a outras condi¢des intervenientes, principalmente na
associacdo com bactérias, mostram a profunda e continua mudanca da etiologia das
mastites, constituindo em problemas que devem ser considerados no desenvolvimento

da pecudria leiteira.
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De volta ao principio, confirma-se a afirmacdo de Ferreiro (1978), de que a
mastite € a doenca infecciosa que mais mobiliza recursos para seu estudo. Apds quase
30 anos, a situagcdo ndo é muito diferente. Existe espaco a ser preenchido, existem
respostas a serem esclarecidas, portanto, a continuidade da pesquisa € necessdria para o

progresso no conhecimento do complexo da mastite bovina.
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6 CONCLUSOES

® A mastite subclinica tem maior prevaléncia em propriedades leiteiras, portanto o

diagnéstico periddico através do teste de CMT é imprescindivel.

®* A maioria das mastites infecciosas é de origem bacteriana, sendo que 80% dos

isolados pertencem a apenas 03 géneros diferentes.

e Agentes bacterianos como Corynebacterium spp., Staphylococcus spp. coagulase
negativa e positiva e Nocardia spp. foram os mais prevalentes com reduzida
ocorréncia de Streptococcus spp., demonstrando a mudanga que vem ocorrendo na

etiologia da mastite em todo o mundo.

e O Corynebacterium spp. estd mais relacionado com a mastite subclinica e a alta
contagem de células somadticas, sendo comum seu isolamento em casos de infec¢do

mista, principalmente com o Staphylococcus spp.

e (Casos de mastites por Nocardia spp. vém tendo maior destaque, com ocorréncia
concentrada principalmente em propriedades especificas, provando seu cariter

contagioso e de dificil controle.

e Nos isolamentos micoldgicos, o género Candida foi o de maior prevaléncia neste
estudo, porém ¢ importante dar destaque para os géneros Cryptococcus,
Rhodotorula e principalmente ao género Pichia, o segundo mais isolado e que

comprova seu potencial patogénico em casos de mastite bovina.
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Houve identificacdo de 10 gé€neros e 33 espécies de agentes micoldgicos, porém
apenas 04 gé€neros foram responsdveis por 80% das espécies envolvidas. Os casos
de mastite fungica provaram ser localizados, jd que um pouco mais de 50% das
propriedades apresentaram algum isolamento fiingico e apenas uma propriedade

ndo apresentou crescimento bacteriano.

A ocorréncia de casos de mastite fingica estd relacionada com a presenca de
agentes bacterianos, tratamento inadequado com produtos antimicrobianos e a

saude do tbere em geral.

A mastite fingica € um problema real em propriedades leiteiras, demonstrado pelo
isolamento de leveduras em 16% das amostras com diagndstico de mastite, neste
estudo. Porém, por questdes financeiras, o isolamento micoldgico como rotina
laboratorial para diagndstico de mastite, deva se restringir aos casos refratarios ao
tratamento com antimicrobianos e, principalmente, aos estudos com énfase na

etiologia da mastite bovina.
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