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Maria Aparectda Vasconctlos Paiva ¢ Brito!

Importancia do Diagnéstico Microbiologico para a
Detecgdo da Mastite

A cultura de amostras de leite, coletadas assepticamente, tem sido usada para
o diagndstico da mastite, ha muitos anos. A metodologia para sua realizagio
permite o isolamento e identificagio da maioria dos agentes da doenga. O
exame microbiologico é considerado o “padrio ouro” para a comparagio de
resultados, quando se avaliam outros testes de diagnéstico de mastite.

O exame microbiolégico é um componente muito importante nos
programas de investigagdo de mastite nos rebanhos. Sem o conhecimento
dos microrganismos envolvidos, fica dificil avaliar corretamente o problema
do rebanho, podendo somente ser feitas observagdes gerais. A identificagio
dos agentes indica as 4reas dentro do sistema de produgdo que requerem
atencio imediata. Os resultados podem ser usados para a adogio de medidas
especificas de controle, identificagio de patégenos emergentes, segregagao e
descarte de animais com infecgdo cronica, avaliagio de eficicia de tratamentos
e estabelecimento de padrdes de susceptibilidade a antimicrobianos.

Diversos aspectos sio fundamentais para que o resultado do exame
microbioldgico seja reprodutivel e confidvel. Dessa maneira, procedimentos
padronizados foram publicados por International Dairy Federation (IDF,
1981) e National Mastitis Council (Oliver et al. 2004, Hogan et al. 2005). As
padronizagdes detalham os procedimentos que devem ser seguidos, indicando,
entre outros, o meio de cultivo a ser usado, volume do inéculo, temperatura,
tempo de incubagio e testes para identificagdo de patégenos. Outro aspecto
extremamente importante para a garantia da confiabilidade do exame € a
coleta e conservagio das amostras de leite.
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Importincia do diagnistico microbiokgizo para a detecgdn da mastite

Coleta das amostras de leite

Tradicionalmente, a coleta de amostras de leite paraa cultura é realizada antes da
ordenha, mas pode ser feita também apés a ordenha. As sensibilidades do isolamento
de Staqphylococcns aurens, estafilococos coagulase-negativos e estreptococos foram
maiores nas amostras coletadas antes da ordenha, que também apresentaram o
maior nimero de amostras contaminadas, A especificidade da cultura das amostras
obtidas apés a ordenha foi maior (Sears et al. 1991). Nido houve diferenca na
sensibilidade do isolamento de S, Ireptococcus agalactiae entre amostras coletadas antes
€ apos a ordenha (Dinsmore et al, 1991).

Para um diagnéstico seguro e correto, ¢ muito importante que todas
as amostras submetidas ao exame microbiol6gico sejam  coletadas
assepticamente, e em frascos estéreis, A contaminagdo das amostras de leite
com microtganismos localizados na pele ou orificio dos tetos, nas mios do
operador ou microrganismos do ambiente, apresenta um problema para o
diagnéstico. Por isso, é essencial fazer a anti-sepsia da superficie e do orificio
dos tetos com algodio embebido em &lcool 2 70% e descartar os dois ou trés
primeiros jatos antes de coletar a amostra, A higienizagio deve comegar pelos
tetos mais distantes, seguindo-se a coleta pelos mais préximos. Imediatamente
apos a coleta, as amostras de leite devem ser colocadas em recipientes com
gelo (4°C) e mantidas nestas condi¢Ges até serem entregues no laboratério,
Junto com as amostras, é importante informar a data da coleta, identificacio
do animal, se a amostra é de mastite clinica ou subclinica, se ¢ composta ou de
quarto mamdrio individual e identificagio do quarto mamirio. Se as amostras
$30 de casos clinicos, deve-se informar também se foi feito algum tratamento
antetior e hd quanto tempo.

Congelamento de amostras

O congelamento tem sido uma pritica freqiiente para manter as amostras de
leite, quando nio for possivel encaminhi-las imediatamente ao laboratério.

Estudos feitos para avaliar a agio do congelamento sobre patogenos
da mastite mostraram que este procedimento pode afetar o isolamento de
Escherichia coli, Arcanobacterium Pyogenes e de espécies de Nocardia (Schukken et
al. 1989; Oliver et al. 2004). O congelamento durante quatro, oito e 16 semanas
nio interferiu com o isolamento de 5. aureus e estreptococos, incluindo S.
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agalactiae, S. dysgalactiae e S. wheris. Porém, houve um aumento no isolamento
de estafilococos coagulase-negativos (Schukken et al. 1989). Murdough et al,
(1995) ndo encontraram alteragio na viabilidade de §. aurens, Staphylococcus
hyicus, Staphylococcus chromogenes, S taplylococcus scylosus, S. agalactiae, S. dysgalactiae,
S. uberis, Corynebacterium bovis e E. coli, durante seis semanas de congelamento.
O mimero das bactérias foi contado em subamostras mantidas congeladas
durante o periodo e niio houve variacio estatisticamente significativa nas
contagens. Essa avaliagio foi feita com amostras de leite coletadas de 45
quartos mamarios de vacas em lactagio com CCS 25 x 10° por ml
Considerando esses resultados, o congelamento é recomendado por periodos
curtos, de até quatro semanas. Mesmo sabendo que pode haver interferéncia
na recuperacdo de determinados patégenos, este procedimento é preferivel ao
desenvolvimento de microrganismos contaminantes, que dario origem a um
resultado equivocado. No laboratério, o aumento do volume do inéculo pode
ser usado, para aumentar a sensibilidade da cultura das amostras congeladas.

Tipos de amostras

As amostras de leite para exame microbioldgico podem ser coletadas de
quartos mamarios individuais, de todos os quartos mamirios do mesmo animal
(amostra composta), de grupos de animais ou do leite total do rebanho.

A cultura de quartos mamirios individuais permite o conhecimento
do status microbiolégico do rebanho (Brito et al. 1999), porém apresenta a
desvantagem do custo elevado dos exames.

Uma alternativa para a redugio dos custos é a cultura de amostras compostas
de todos os quartos do mesmo animal. Nesse caso, deve-se ter o cuidado de
obter quantidades iguais de leite de cada glindula, porque o nimero de glindulas
infectadas por vaca influencia a sensibilidade da cultura. A sensibilidade relativa
para o isolamento de . aureus de amostras compostas de vacas com somente uma
glandula infectada foi de 58%. Quando as quatro glindulas estavam infectadas
foi de 89% (Lam et al. 1996). Amostras compostas tiveram alta sensibilidade para
o isolamento de S. agalactiae (Dinsmore et al. 199 1), mas menor sensibilidade para
detecgio de S. aurens (Lam et al. 1996).

O numero de animais e/ou amostras a serem analisadas depende das
questGes a serem respondidas em cada rebanho (Kelton & Godkin, 2000).
Rebanhos com contagens de células somaticas (CCS) elevadas, geralmente
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| apresentam alta prevaléncia de infeccdes subclinicas. Nestes rebanhos, 2
fht avaliacio das infeccdes presentes pode set feita pela cultura de umaamostragem

L'{'| de quartos mamarios com base na CCS. O custo com eXames microbiolégicos |
[ll ¢ reduzido, porém pode niio identificar animais infectados por §. aureus, qUe

Iy . - . ]

i estejam eliminando poucas bactetias (Sears et al. 1990). Em rebanhos com

baixa CCS, o exame microbiolégico do leite de todos os casos clinicos, antes
de iniciar o tratamento, fornecera indicagoes sobre os problemas do rebanho,
que estao contribuindo para 2 ocorréncia de mastite.

Procedimentos paraa cultura

O meio de cultura recomendado para 2 inoculacao das amostras de leite €
o Agar sangue (Agar Soja Tripticaseina, TSA, com 5% de sangue desfibrinado
de carneiro). Este € um meio sélido, ndo-seletivo que permite O isolamento
da maiotia dos patogenos da mastite e também, 2 diferenciacio adequada das
coldnias. As vezes, ha necessidade de se usat hemécias lavadas na composicao
do meio, para a observacio da hemolise de S. aureus. Isto porque pode haver
anticorpos anti-alfa ¢/ou ant-beta hemolisinas no soro do animal doador do
sangue, prejudicando 2 avaliagio das colonias. Pode-se acrescentar 0,1% de
esculina e beta-hemolisina de §. aureus a0 Agar sangue. Desse modo obtém-se 08
resultados de hidrolise da esculina e do teste de CAMP no isolamento ptimario,
agilizando a identificagio de S. agalactiae (Hogan et al. 2005).

Meios seletivos podem ser usados quando necessario. Alguns laboratorios
usamn o meio Edwards modificado (Oxoid) ou TKT (Merck), que contém
sulfato de talio, cristal violeta e esculina, seletivos para 5. agalactiae € OULIOS
estreptococos. Embora seja um custo adicional, facilita a identificagio rapida
presuntiva de S. agalactiae € S. dysgalactiae. Quando se suspeita de mastite
causada por micoplasma deve-se usat O meio proprio para inoculacio das
amostras (Hogan et al. 2005).

No laboratério, deve-se examinar ptimeito O aspecto de cada amostra
e, em seguida, proceder 4 cultura. Amostras que foram congeladas devem Sef
descongeladas a temperatura ambiente. Todas as amOostras de leite devem set
completamente homogeneizadas antes de serem inoculadas 0o meio de cultura.

Para a rotina dos exames microbiologicos recomenda-se a inoculacio de 0,01
ml (10 pl) de leite nas placas de 4gar sangue, O que ¢ feito, geralmente, cOm alcas.
descartaveis calibradas. Volumes maiores, COMO 0,05 ml (50 u) € 0,1 ml (100
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ul), podem ser retirados com pipetador automitico € espalhados com alga de
inoculagio. A supetficie da placa a ser espalhada dependerd do volume inoculado.
Volumes de 10 pl podem ser espalhados em um quadrante das placas de 100 mm
de didmetro, 50 pl, em metade da placa e 100 pl, em toda placa. As amostras
devem ser espalhadas de modo a s obter pelo menos uma colonia bem isolada.
Apés inoculagio as placas de dgar sangue 530 inc badas entre 35 e 37°C. Nessa
faixa de temperatura crescem todos Os agentes da mastite. Havendo suspeita
de algum microrganismo que requer incubacio em temperatura diferente, €m
anaerobiose ou ambiente de CO,, essas condicdes devem ser consideradas.

Interpretagdo dos resultados

As placas de idgar sangue dever ser examinadas cuidadosamente para
observagio das caracteristicas das colénias que se desenvolveram, apos 18 a
24 horas e apos 48 horas de incubagio. Deve-se anotat O numero, a forma,
o tamanho e o aspecto das colonias, presenca de hemolise, produgio de
pigmento e s€ 0 crescimento apresenta somente um tipo ou diferentes tipos
de coldnias. B necessirio examinar e interpretar as placas com cuidado por
causa dos microrganismos contaminantes comuns que surgem nos €Xames,
especialmente quando as condicdes de coleta e transporte das amostras nio
sio adequadas. Os contaminantes geralmente se desenvolvem mais rapido e
interferem com o resultado do diagnéstico. Considera-se que houve problema
de contaminagio na coleta da amostra se trés ou mais tipos diferentes de
colénias sdo isoladas. Microrganismos do ambiente devem ser isolados
em cultura pura para serem CO iderados responsiveis pela infecgio. Se
hi problema de contaminacio deve-se examinar uma nova amostra para a
conclusio do diagnéstico.

Apbs o isolamento inicial, a observagdo de esfregagos corados pelo método
de Gram, para verificar 2 motfologia e a coloragio, é o primeiro passo para
comecar 2 identificagdo. A separagio de microrganismos em G -positivos
¢ Gram-negativos pode ser feita também usando KOH a 3%. Em seguida,
uma colénia isolada deve ser transferida para outro meio, por exemplo, TSA
ou Agar Brain Heart Infusion (BHI), para dai serem submetidas aos testes de
identificacio (Oliver et al. 2004, Hogan et al. 2005). Outro teste preliminar
que deve ser feito para diferenciar os cocos Gram-positivos € 2 produgio
de catalase. Entre os catalase-negativos estd 0 grupo dos estreptococos €
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enterococos e nos catalase-positivos estdo os estafilococos. A partir desse
conjunto de testes iniciais, os microrganismos podem ser separados em
grupos para a identificacio mais detalhada. Testes simplificados para a rotina
do diagnéstico sdo discutidos abaixo.

O teste de produgdo da coagulase em tubo deve ser feito para diferenciar os
estafilococos coagulase-positivos. Sio trés espécies de Staphylococeus coagulase-
positivos de interesse na etiologia da mastite bovina: 5. aurens, S. intermedinse S.
hyicus. Um teste adicional recomendado para diferenciar as espécies coagulase-
positivas € a produgdo de acetoina a partir de glicose ou piruvato, positivo
para S. aureus e negativo para S. intermedius ¢ S. hyicus. Testes simplificados
para diferenciar essas trés espécies foram avaliados por Brito et al. (2002b). A
correta identifica¢io de S aurens é muito importante para o controle da mastite
porque este € um agente contagioso, que se dissemina rapidamente entre os
animais do rebanho, e causa, predominantemente, infec¢des subclinicas de
longa duragdo e infecgdes cronicas, com casos clinicos periédicos.

A classificagio dos microrganismos do grupo dos cocos Gram-positivos,
catalase-negativos, passou por grandes mudancas nos ultimos anos (Santos et
al. 2007). Os géneros Streptococcus e Enterococcus sio mais comumente isolados
de mastite bovina, e diversas espécies de Streptococeus sio de importincia na
etiologia da doenca. A identificagio completa de §. agalastiae é obrigatoria
no exame microbiolégico da mastite, porque esse microrganismo € o tnico
que pode ser erradicado dos rebanhos leiteiros. Adicionalmente, é um agente
contagioso, que se dissemina com muita facilidade entre os quartos mamarios
de um mesmo animal e entre os animais do rebanho, causando aumento das
células somiticas e redugio na produgio de leite. Um conjunto simplificado
de testes pode ser usado para identificar as espécies 5. agalactiae, S. uberts, S.
bovis, S. dysgalactiae e o género Enterococcus (Brito & Brito 1999). Este conjunto
inclui o teste de CAMP (Christie, Atkins e Munch-Peterson), hidrélise da
esculina, crescimento em meio de bile-esculina, hidrélise do hipurato de sédio
e crescimento em presenga de 6,5% de NaCl.

Os bastonetes ou coco-bacilos Gram-negativos podem ser divididos em dois
grupos, os oxidase-positivos e os oxidase-negativos. No primeiro grupo estio as
bactérias do género Preudomonas, cuja identificagio é facilitada pela observagio da
produgio de pigmentos. No segundo grupo, estio os coliformes, que incluem E.
coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia spp e Protens spp. Outra bactéria Gram-
negativa, que ocasionalmente aparece em casos de mastite clinica é Pastenrella
multocida. Testes que podem ser usados para diferenciar esse grupo incluem:
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mobilidade, producio de indol, de urease e de H,S, VM, VP, utilizacio do citrato
e da lactose e descarboxilagio da lisina e ornitina, A obsetvacio do metabolismo
oxidativo ou fermentativo no meio de Hugh-Leifson, as caracteristicas do
crescimento em dgar TSI (Triple Sugar Iron) e a observagio do crescimento em
dgar MacConkey completam os testes simplificados para esse grupo.

Bactérias com morfologia de difteréides na coloragio de Gram (bastonetes
Gram-positivos pequenos, nio esporulados e pleomérficos), como €. horis e A,
Dyogenes podem ser identificados por meio dos testes de produgio de catalase, de
urease, liquefagio da gelatina, presenca de hemdlise e requerimento de 4cidos
graxos insaturados para crescimento. O teste de liquefagio do meio do soro
coagulado (Loefler) é de grande utilidade para identificacio de 4. pyogenes.

A caracterizagio de algas do género Prototheca e de leveduras pode ser
feita observando esfregacos corados pelo Gram. A visualizacio de Profotheca
€ facilitada em esfregacos preparados a fresco, que permitem observar mais
claramente as células caracteristicas do microrganismo. Se houver necessidade,
testes podem ser realizados para identificagio (Brito & Veiga 1997).

Diversos outros microrganismos podem ainda ser isolados na rotina do
diagnéstico microbiolégico da mastite. Além da literatura padronizada ji citada
anteriormente (IDF 1981, Oliver et al. 2004, Hogan et al. 2005), o laboratério
de diagnéstico microbiolégico veterinirio, deve ter disponivel, compéndios
de referéncia para que testes adicionais sejam executados, sempre que houver
duvidas na identificaciio. A cotreta identificagio dos microtganismos é muito
importante para o controle da mastite e um resultado confidvel, é um forte
aliado para o veterindrio que trabalha no campo.

Amostras falso-positivas e falso-negativas

Trés tipos de resultados sio encontrados apos a cultura das amostras de leite:
(1) resultado negativo, isto é, auséncia de crescimento microbiano, (2) resultado
positivo, isto ¢, crescimento em cultura pura de um tipo de microrganismo e
(3) crescimento de muiltiplas colénias, indicando contaminacio da amostra.

Um problema encontrado no exame microbiolégico é a possibilidade
de resultados falso-positivos e falso-negativos. Um resultado falso-positivo
ocorre quando um patégeno é isolado em cultura pura de um quarto mamirio
que ndo esta infectado. Esse tipo de resultado pode ocorrer com todos os
Ppatogenos, incluindo S. auress e . dgalactize. A freqiiéncia de falso-positivos
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aumenta com o nimero de quartos infectados no rebanho, e pode resultar
de contaminacio no momento da coleta, ou problema na identificagio da
amostra, De maneira semelhante, a freqliéncia de amostras falso-positivas por
patégenos do ambiente aumenta na medida em que a contaminagio ambiental
aumenta (Hogan et al. 2005).

Amostras falso-negativas sio aquelas em que ndo foi possivel o isolamento
microbiano, mas o quarto mamirio esti infectado. Resultado falso-negativo
é muitas vezes encontrado em amostras de casos clinicos. De 824 amostras de
leite coletadas de casos clinicos de mastite, 18% resultaram negativas na cultura
(Bartlett et al. 1992). Nesse estudo, os principais agentes isolados foram coliformes
(20%) e estreptococos do ambiente (26%). O nimero de coliformes eliminado
nas infecgdes intramamdrias €, geralmente, baixo, dificultando a detecgio pelos
métodos de rotina. Em alguns casos, a infecgio pode ji ter sido eliminada,
mas persiste uma elevada contagem de células, porque a cura das lesdes nio se
completou e os leucécitos continuam se movimentando em diregdo a glindula
mamdria. Por outro lado, resultados falso-positivos por essas bactérias podem
ocorrer devido a sua ampla distribui¢io no ambiente (Erskine & Eberhart 1988).

As principais razdes citadas para os resultados falso-negativos sio: (1)
baixo nimero de microrganismos presentes na amostra, (2) necessidade de
meios de cultivo ou procedimentos especiais para o isolamento, (3) presenca
de inibidores na amostra e (4) morte do microrganismo devido a problemas
no acondicionamento ou transporte da amostra (Hogan et al. 2005).

Sears et al. (1990) mostraram que glindulas mamarias infectadas
com . aureus, apresentam um padrio de ciclico de eliminagio da bactéria no
leite, em que altos e baixos nimeros se alternam. A probabilidade de uma
tinica amostra permitir o isolamento de S. auress foi de 74,5%. O exame de
duas e trés amostras consecutivas aumenta essa probabilidade para 94% e
98%, respectivamente. A partir desse resultado, hd uma recomendagcio geral
de se examinar duas ou trés amostras de leite consecutivas para aumentar
a sensibilidade da cultura de vacas infectadas por §. awreus, principalmente
aquelas com baixas contagens de células somaticas.

No caso de S. agalactiae, animais com infecgdo cronica geralmente
eliminam grande niimero da bactéria no leite, mas hé ocasies quando poucas
bactérias sio eliminadas e a cultura de uma tnica amostra pode ser negativa
(Dinsmore et al. 1991). A coleta de amostras repetidas pode ser necessiria
para detectar todos os animais infectados no rebanho.

Diversos estudos foram feitos para avaliagio de procedimentos que
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reduziriam os resultados falso-negativos do exame microbiolégico da mastite.
O aumento do volume do in6culo de amostras de mastite clinica, para 100
pl aumentou a sensibilidade do isolamento para diversos microrganismos,
incluindo de estreptococos do ambiente e de coliformes. A pré-incubagio das
amostras de leite por 18 horas a 37°C aumentou significativamente o nimero
de contaminacées, o que desaconselha esse procedimento (Dinsmore et al.
1992). Para 5. aureus, além da coleta de amostras repetidas (Sears et al. 1990),
encontrou-se que aumentando o volume do inéculo para 100pl, aumentou
a sensibilidade de amostras compostas (Lam et al. 1996), mas houve mais
problema de contaminacio das culturas. Zecconi et al. (1997) relataram 94%
de aumento na recuperacio de S. a#ress a partir do sedimento de amostras
de leite centrifugadas. O maior aumento de culturas positivas foi de amostras
coletadas no periodo de 7 a 10 dias apés o parto. Esse achado pode contribuir
para a identificagdo precoce de vacas infectadas por esse agente. O aumento
foi significativo também para amostras coletadas apés o tratamento. Sol et al.
(2002) avaliaram o efeito do congelamento durante 24 horas e o pré-cultivo
em caldo de amostras de mastite subclinica. Para 5. auress, as porcentagens de
isolamento foram maiores apds enriquecimento em caldo e apés congelamento.
O isolamento de S. #beris ndo apresentou diferenga entre os trés métodos e
o isolamento de S. ggalactiac e S. dysgalactiae foi maior pelo método tradicional
(sem enriquecimento e inéculo de 10pl).

Outro critério que tem sido adotado em trabalhos de pesquisa da mastite
bovina é a coleta de duas amostras em duplicata, isto €, coletadas imediatamente
uma apos a outra. Foi encontrada concordincia geral de 98,1% entre os pares
dessas amostras, sendo maior entre os patégenos contagiosos. Esta foi de
96,4% para S. agalactiae e de 94,2% para 5. aureus. Para outros estreptococos
foi de 81,6% e para coliformes, de 55,6% (Erskine & Eberhart 1988).

No diagnéstico de infecgbes intramamirias, o critério mais amplamente
aceito, € o isolamento do mesmo microrganismo de duas amostras coletadas
em duplicata, ou de duas, em trés amostras consecutivas, obtidas pelo menos
com um dia de intervalo entre elas. O menor intervalo entre coletas feitas
no mesmo dia que causou menor impacto na sensibilidade de isolamento de
S. aureus foi de 0,5 dia, e o intervalo de trés dias foi o que mostrou maior
sensibilidade (Buelow et al. 1996). Na rotina do diagnéstico, culturas miltiplas
nio sdo possiveis para a maioria dos rebanhos, porque aumentam muito o
custo dos exames. Entretanto, nos trabalhos de pesquisa, esse procedimento
deve ser seguido, de modo a se obter maior confiabilidade dos resultados.

By -
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Amostras contaminadas

A contaminagio das amostras de leite é um dos principais problemas
na identificagio dos patdgenos da mastite no exame microbiolégico. Os
microrganismos contaminantes podem estar presentes na pele dos animais
ou do ubere, ou mesmo na pele do individuo que coleta as amostras. Muitos
desses microrganismos podem ser agentes da mastite € o isolamento deles
pode dificultar a interpretacdo da cultura. Quando se isola um microrganismo
do ambiente juntamente com outros, nunca se pode dizer com seguranga se
ele é realmente o agente da mastite. Um microrganismo do ambiente pode ser
considerado como causa de uma infec¢iio intramaméria quando ele ¢ isolado:
(1) em cultura pura de uma tnica amostra, (2) de amostras duplas obtidas na
mesma coleta, ou, (3) de duas ou trés amostras consecutivas coletadas em
intervalos nao superiores a 30 dias.

Quando se usam os cuidados de assepsia para coleta de amostras é possivel
reduzir a contaminagdo com as bactérias presentes na superficie dos tetos,
no orificio dos tetos, ou bactérias do ambiente. Vangroenweghe et al. (2001)
comparou a contaminagio de amostras de leite coletadas manualmente, com
cuidados de assepsia e amostras coletadas através de cinula intramamaria, que
permitiu a coleta estéril do leite. Nao houve diferenca significativa entre a coleta
manual e a coleta estéril com respeito a contaminacio bacteriana das amostras.

Antibiograma

O antibiograma é um teste que oferece como resultado padroes de resisténcia
ou sensibilidade de uma amostra bacteriana especifica a virios antimicrobianos
(antibioticos ou quimioteripicos). Os resultados do antibiograma sdo
interpretados e usados para tomar decisGes sobte tratamento.

Os métodos usados para realizagio do antibiograma baseiam-se na difusio
do antimicrobiano a partir de discos colocados sobre a camada de agar ou
no contato direto da suspensdo padronizada da bactéria com diferentes
concentragdes do antimicrobiano, incorporadas em meios de cultivo sélido
ou liquido. Este dltimo permite determinar a menor concentragio do
antimicrobiano que inibe completamente o crescimento da bactéria (CMI:
Concentragdo Minima Inibitéria). Como sido mais elaborados, sio menos
empregados na rotina. Contudo, sistemas comerciais que permitem determinar
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a CMI, sio disponiveis no mercado, e tém sido usados para os agentes da
mastite, em alguns laboratérios especializados,

O teste mais usado na rotina laboratorial dos trabalhos de mastite ¢
0 da difusio do antimicrobiano, Nesta técnica, a suspensio padronizada
do organismo em teste ¢ espalhada na superficie do meio de cultura, O
antimicrobiano, impregnado em um disco de Papel de filtro, quando colocado

_ ¢ controlados. E recomendado seguir
a metodologia padronizada pelo CLSI (Clinical and Laboratory Institute,
anteriormente chamado N CCLS) que ¢ a Instituigio que padroniza o método
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Cultura do leite do tanque

O exame microbioldgico do leite total da fazenda (leite do tanque) tem
sido muito difundido com o objetivo de avaliagio da qualidade do leite e
monitoramento do status da saude do ubere do rebanho. Além da contagem
total de bactérias aerébicas do leite, grupos especificos de microrganismos
sdo examinados, incluindo os patdgenos contagiosos da mastite, S. aureus e
8. agalactiae (Brito et al. 1998; Brito et al. 2002a). A detecgio de patdgenos
contagiosos da mastite é feita empregando-se meios seletivos e indicadores
para 5. agalactiae (TKT ou Edwards modificado) e S. aureus (dgar sal manitol
ou Vogel-Johnson). Outros meios também incluidos sio igar MacConkey
para detecgio de coliformes e bactérias Gram-negativas e Hayflick modificado
para detecgio de Myegplasma.

Os procedimentos para o exame, coleta de amostras, volume a ser inoculado
e nimero de amostras que devem ser examinadas sio descritos em Oliver
et al. (2004) e Hogan et al. (2005). Devido as variagdes na eliminagio dos
patogenos contagiosos, ha necessidade de se coletar virias amostras do leite
do tanque (trés ou quatro), em dias diferentes. Quando presente, S. agalactiae
Mycoplasma sio isolados com mais facilidade do que 5. aurens:

A presenga de microrganismos do ambiente deve ser cuidadosamente
interpretada neste teste, porque nunca ser possivel afirmar com certeza que esses
microrganismos originaram de infec¢do intramamaria. O nimero de coliformes
mais provavelmente, se relaciona com contaminagio da pele dos tetos no
momento da ordenha. O mesmo pode acontecer com estreptococos do ambiente.
Quando nimeros elevados de microrganismos do ambiente sio isolados indica
que devem ser revistos os procedimentos de higienizagio dos tetos antes da
ordenha. Problemas relacionados 4 higiene da ordenha, refrigeracio do leite e
de limpeza e higienizacio dos equipamentos de ordenha, podem ser detectados
quando se examinam outros grupos de microrganismos, como psicrotréficos e
termodiiricos. O niimero dos microrganismos psicrotréficos pode ser estimado
pela contagem total de bactérias ap6s a incubagio do leite a 12,8°C, durante 18
horas e comparacio do resultado com a contagem total de microrganismos
aer6bicos feita antes da incubagio. Microrganismos termodiricos podem ser
avaliados pela contagem total de bactérias depois aquecer a 62,8°C durante 30
minutos no laboratério. Essas duas andlises sdo chamadas em inglés de Prefiminary
incubation count (PIC) e Lab pasteurized count (LPC), respectivamente.
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Conclusao

O exame microbiolégico de amostras de leite para diagnéstico da mastite
tem sido uma ferramenta muito importante no controle da doenga. Uma
vantagem da cultura € que além do isolamento e identificagio dos agentes da
doenga, pode-se realizar o antibiograma das bactérias isoladas. Entretanto,
aspectos relacionados 2 sensibilidade do método para detecgio de patégenos
quando eliminados em baixo ndmero, e o tempo de trés a quatro dias para obter
o resultado final, tém motivado algumas modificagdes nos procedimentos
do exame microbiolégico. Métodos que auxiliam na rapida identificagio dos
agentes isolados, como aglutinagio em litex para identificagio de 5. aureus
e testes fenotipicos miniaturizados (ex. API) baseados nas caracteristicas
fenotipicas, tém sido empregados. Desse modo abrevia-se o tempo e reduz-se
a mio-de-obra para preparo dos testes de identificagio.

Mais recentemente, métodos moleculares tém sido aplicados no
diagnéstico microbiologico da mastite. Esses se baseiam na amplificagio de
fragmentos especificos do DNA bacteriano, pela técnica de PCR (Polimerase
Chain Reaction) para a identificagio de bactérias j4 isoladas, ou a diferenciagio
de espécies, pela andlise dos fragmentos (Santos et al. 2007). Esse ltimo
procedimento foi aplicado na diferenciagio de espécies de estreptococos,
estafilococos coagulase-negativos e de Arcamobacterium. PCR em tempo real
elimina a etapa de eletroforese e permite reduzir ainda mais o tempo de anlise.
Um kit comercial, empregando PCR em tempo real foi apresentado no XXV
Congresso Mundial de Buiatria, em Budapeste, julho/2008. Este kit permite
detectar onze patégenos primérios da mastite e a resisténcia a penicilina pela
deteccdo do gene da enzima beta-lactamase.

Técnicas moleculares de genotipagem tém sido também usadas na
microbiologia da mastite, para avaliar a diversidade entre espécies de
determinado patdgeno. Esses estudos sdo relevantes para a compreensio da
epidemiologia e patogénese da doenga. Com essa finalidade, se empregam as
técnicas de ribotipagem, PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) e RAPD
(Random Amplification of Polimorphic DNA) (Duarte et al. 2004).

Esses novos métodos moleculares precisam ser validados e estarem
disponiveis, a baixo custo para serem amplamente usados. Entretanto, eles
abrem novas perspectivas para a detecgio dos patogenos da mastite, pela
possibilidade de uso em conjunto com os métodos microbiolégicos tradicionais

157




158 Importincia do diagndstico mricrobioldgico para a desesgio da mastite

ou isoladamente. Desse modo, podem contribuir significativamente para reduzir
0 tempo necessitio para o diagnéstico e aumentar a sensibilidade da cultura.
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Influéncia das Células Somaticas nas Propriedades
Tecnoldgicas do Leite e Derivados

Células somaticas sio derivadas do animal e estdo presentes naturalmente
no leite. Dentre essas, encontram-se células de descamacio, devido ao processo
natural de renovacio do eptélio daglindula mamiria, e células brancas de defesa,
detivadas da circulacio sanguinea do animal. Em um animal sadio, o principal
tipo celular encontrado sio as células epteliais, representando em torno de 80%
do total. Quando ocorre uma infecgio do tbere por patégenos, a contagem de
células somiticas aumenta, principalmente pela grande quantidade de células
de defesa, como macréfagos, linfécitos e leucéeitos polimotfonucleares, que

migram do sangue para o tbere para combater os invasores, e, nessa situacio,
elas passam a representar a maioria das células somaticas do leite, Assim, o
aumento na contagem de células somaticas, acompanhado da alteracio da
Proporedo entre os tipos celulares, é utilizado como indicandor da ocorréncia
de mastite, o processo inflamatério da glindula mamiria.
A contagem de células somiticas (CCY), além de revelar o estado de
saude da glindula mamiria do animal, vem sendo usada hi muito tempo por
diferentes pafses como indicador da qualidade higiénica do leite. Por exemplo,
na Europa, a diretriz 92/46 da Comunidade Econémica Européia indicou,
em abril 1992, que o leite com CCS acima de 400,000 células/ml ndo pode ser
bebido e, a partir de 1998, nio pode ser utilizado para fabricacio de produtos
licteos em geral (Suriyasathaporn ez al, 2006). No Brasil, foi com a publicacio
da Instrugio Normativa N° 51 (Brasil, 2002) que se estabeleceram as novas
exigéncias para a produgio de leite e que se incluiu pela primeira vez a CCS
como um parimetro de qualidade a ser controlado,
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