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RESUMO

O leite € um alimento imprescindivel para todas as faixas etarias. A mastite € um processo
infeccioso de multipla etiologia, com envolvimento de micro-organismos contagiosos e
ambientais. Os estreptococos pertencem a um grupo de patdgenos com diferentes espécies, e
graus de patogenicidade e viruléncia. Streptococcus agalactiaeé um patdgeno contagioso,
portanto, adaptado a sobrevivéncia interna na glandula mamaria. Os estreptococcos
ambientais sdo considerados oportunistas, pois, apds invasdo da glandula mamaria, ndo se
adaptam em seu interior, causando resposta inflamatoria imediata com infeccdo de curta
duracdo. Apesar da diferenciacdo entre patdgenos contagiosos e ambientais, é necessaria a
avaliacdo de outros fatores como: perfil da ocorréncia da CCS, ocorréncia de mastite clinica,
pesquisa dos fatores de risco, e o0s resultados dos exames microbioldgicos com a
caracterizagdo dos agentes causais. Amostras de leite com CMT positivo (n=123) foram
cultivadas em agar sangue bovino a 5% e agar MacConkey por até 72 horas, a 37°C, com
observacdo a cada 24 horas das caracteristicas fenotipicas das col6nias como tamanho,
producdo de pigmento, hemdlise bem como a realizacdo de Gram e prova de catalase para
diferenciacdo entre os géneros Staphylococcus e Streptococcus. Col6nias suspeitas foram
repicadas em BHI para provas bioquimicas, CAMP teste, hidrolise do hipurato de sédio e
hidrélise da esculina. Foram isoladas 36 estirpes de Streptococcus spp., sendo 91,7%
Streptococcus agalactiae, 5,6% Streptococcus dysgalactiae e 2,7% Streptococcus uberis.

Palavras-chave: ambiental, mastite, caracterizacdo, provas bioquimicas.

IMPORTANCE OF DIFFERENTIATION OF STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
AND NOT AGALACTIAE IN THE MASTITIS

ABSTRACT

Milk is an essential food for all age groups. Mastitis is an infectious process with multiple
etiologies, involving environmental and contagious microorganisms. Streptococci belonging
to a group of micro-organisms of different types and degrees of pathogenicity and virulence.
Streptococcus agalactiae is a contagious pathogen, therefore, adapted to survival in internal
mammary gland. Environmental Streptococcusare considered opportunistic because once they
invade the mammary gland, they cannot adapt inside it, causing an immediate inflammatory
response with short-term infection. Despite the differentiation of contagious and
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environmental pathogens it is necessary to evaluate other factors such as profile of the
occurrence of CCS, occurrence of clinical mastitis, research of risk factors, and the results of
microbiological tests with the characterization of the causative agents. Milk samples positive
in California Mastitis Test(n = 123) were cultured in blood agar media and MacConkey agar
media for 72 hours, at 37° C, with observation every 24 hours in the phenotypic
characteristics of the colonies such as size, pigment production , hemolysis, such as Gram and
catalase test to differentiate between Staphylococcus and Streptococcus. Suspect colonies
were picked in BHI for biochemical tests, CAMP test, sodium hippurate hydrolysis and
hydrolysis of esculin. They were isolated 36 strains of Streptococcus spp., 91.7%
Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae 5.6% and 2.7% Streptococcus uberis.

Keywords: environmental, mastitis, characterization, biochemical tests.

IMPORTANCIA DE LA DIFERENCIACION DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
Y NO AGALACTIAE EN LA MASTITIS

RESUMEN

La leche es un elemento esencial para todos los grupos de edad. La mastitis es un proceso
infeccioso con multiples etiologias, que implican microorganismos ambientales vy
contagiosos. Los estreptococos que pertenece a un grupo de microorganismos de diferentes
tipos y grados de patogenicidad y virulencia. Streptococcus agalactiae es un patégeno
contagiosa, por lo tanto, adaptado para la supervivencia en la glandula mamaria interna. Los
estreptococos del ambiente se consideran oportunistas, porque una vez que invaden la
glandula mamaria no pueden adaptarse en su interior, provocando una respuesta inflamatoria
inmediata con la infeccion a corto plazo. A pesar de la diferenciacion de los patogenos
contagiosos y ambientales es necesario evaluar otros factores tales como el perfil de la
ocurrencia de CCS, la aparicion de la mastitis clinica, la investigacion de factores de riesgo, y
los resultados de las pruebas microbioldgicas con la caracterizacion de los agentes causantes.
Las muestras de leche positivas en California Mastitis Test (n = 123) fueron cultivadas en
medios de agar sangre y agar MacConkey durante 72 horas a 37 ° C con la observacion cada
24 horas en las caracteristicas fenotipicas de las colonias, tales como; tamafio, la produccién
de pigmentos, la hemdlisis, como gramo y prueba de catalasa para diferenciar entre
Staphylococcus y Streptococcus. Las colonias sospechosas fueron recogidos en BHI para las
pruebas biogquimicas, teste CAMP, hipurato de hidrolisis de sodio e hidrélisis de esculina. Fue
aislado 36 cepas de Streptococcus spp., 91,7% Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae 5,6% y 2,7% Streptococcus uberis.

Palabras clave: ambiental, mastitis, caracterizacion, pruebas bioquimicas.
INTRODUCAO

O leite € um alimento imprescindivel para todas as faixas etarias, pois se constitui em
proteina de alto valor bioldgico, rico em vitaminas e sais minerais. O controle da sua
qualidade inicia-se na etapa de obtengdo da matéria prima (1), sendo que a primeira medida
consiste na obtencédo higiénica do leite de vacas sadias, que devera ser resfriado a 4°C até no
maximo duas horas apos a ordenha, e que 0 seu armazenamento e transporte sejam realizados
em condicOes adequadas de higiene e temperatura. Cuidados devem ainda ser tomados nas
etapas de industrializagdo e comercializacao para garantir a qualidade do produto final.
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A mastite € um processo infeccioso complexo, multifatorial e de multipla etiologia
(2,3), com envolvimento de micro-organismos contagiosos e ambientais. Além dos aspectos
econémicos, relacionados a esta doenca, sdo importantes ainda os aspectos de satde publica,
pois muitos micro-organismos presentes no leite oriundos principalmente de casos de mastites
podem ocasionar infecces ou toxi-infeccdes de origem alimentar, devido a producéo
detoxinas, que ndo sdo inativadas pelos processos de pasteurizacao e fervura (4)

Os estreptococos pertencem a um grupo de micro-organismos com diferentes espécies e
graus de patogenicidade e viruléncia. Muitos deles sdo importantes agentes de mastites,
considerados como patdgenos contagiosos. Alguns autores referem-se a Streptococcus
agalactiae e ndo agalactiae e nesse Ultimo grupo estdo os Streptococcus dysgalactiae e
Streptococcus uberis classificados como estreptococos ambientais, e participam da microbiota
intestinal sendo encontrados no ambiente em que as vacas sdo criadas. H& ainda o0s
enterococos com varias espécies, sendo o mais conhecido o Enterococcus faecalis. Também
como causador de mastite tem-se 0 Streptococcus pyogenes.

Streptococcus agalactiae € um patdgeno contagioso, portanto, adaptado a sobrevivéncia
interna da glandula mamaéria. Em sua maioria causam mastite subclinica com alta incidéncia
nos rebanhos onde ainda ndo foi controlado. Ocorrem também casos clinicos intermitentes,
porém com menor incidéncia (5). Mastites do tipo contagiosa se associam com o aumento da
contagem de células somaticas(CCS) do tanque e este patdgeno é isolado com frequéncia
nessa situagéo, de acordo com Schukken et al. (6).

Os estreptococcos ambientais sdo considerados oportunistas, pois ap6s invasdo da
glandula maméria ndo se adaptam em seu interior, causando resposta inflamatéria imediata
com infeccdo de curta duracdo. A infeccdo de origem ambiental via de regra se origina no
periodo seco e com frequéncia nas propriedades com CCS baixas no tanque had uma maior
ocorréncia desse tipo de mastite (6).

Apesar da distin¢do entre patdgenos contagiosos e ambientais € necessario a avaliacdo
de outros fatores como: perfil da ocorréncia da CCS, ocorréncia de mastite clinica, pesquisa
dos fatores de risco, e os resultados dos exames microbioldgicos com a caracterizacdo dos
agentes causais (7). Desta forma pode-se avaliar melhor o padrdo de transmissdo da mastite,
que deve ser realizado a nivel de rebanho e ndo somente nas caracteristicas dos patdgenos
envolvidos.

Quanto a etiologia das mastites por estreptococos a prevaléncia é variavel como
Streptococcus agalactiae em 10,1% entre 10648 amostras analisadas e de Streptococcus spp.
7,3% entre 7646 amostras (8). O resultado da pesquisa de Souto (9) revelou entre outros
patdgenos, 5,34% de Streptococcus spp. Especificamente quanto ao encontro de
Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae ha a citacdo de <10% de isolamento de
ambos (10).

No Brasil trabalhando com 6315 amostras de leite, isolou-se Streptococcus agalactiae
em 6,9% das amostras e pela prova de esculina 4% eram de Streptococcus esculina positivos e
2,1% esculina negativos, tratando-se, portanto, de estreptococos ambientais (11). O
diagndstico microbiologico permite conhecer a microbiota presente nos casos de mastites e
deve fazer parte de um programa de controle dessa enfermidade na propriedade (12), pois
orienta para as medidas que devem ser tomadas.

O isolamento de patdgenos causadores de mastites em amostras de leite colhidas
assepticamente € o método padrdo para o0 seu diagndstico, especialmente atil se
complementado com os testes de sensibilidade in vitro. H& muita discussdo com relacdo ao
diagnostico microbioldgico da mastite na rotina de granjas leiteiras, pelo alto custo do exame
e urgéncia na escolha da terapia. A avaliacdo de sensibilidade in vitro dos patdgenos
envolvidos nas mastites tem a sua devida importancia, entretanto, deve-se considerar que ha
divergéncia nos resultados de acordo com a regido e os agentes envolvidos e antimicrobianos
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testados. Apesar da disponibilidade de varios antimicrobianos para o tratamento de mastites,
observa-se grande resisténcia aos antimicrobianos pelo uso inadequado e indiscriminado
destes.

Na rotina laboratorial sdo utilizados os meios de agar-sangue adicionado de 5 a 8% de
sangue ovino ou bovino e Agar MacConkey sendo este Ultimo seletivo para enterobactérias.
Na interpretacdo dos resultados nos valemos da observacdo das caracteristicas fenotipicas
avaliando-se as caracteristicas da colénia, como o tamanho, producdo de pigmento e,
hemolise.

As caracteristicas morfoldgicas pela técnica de Gram permitem a caracterizacdo entre
alguns grupos de micro-organismos Gram positivos e Gram negativos, aspecto que auxilia na
diferenciacdo entre os contagiosos e a maioria dos ambientais. Entretanto, quando se esta
frente aos Streptococcusspp, que podem desenvolver hemolise dos tipos B ¢ a ou ainda serem
ndo hemoliticos, fica dificil a sua identificacdo. Temos observado na rotina laboratorial que
muitas vezes Streptococcus com a hemolise sdo caracterizados por provas bioquimicas como
Streptococcus agalactiae, bem como casos de Streptococcus ndo hemoliticos que ao final da
avaliacdo, se caracterizam como Streptococcus agalactiae.

Se na pratica, tem-se por definicdo que tanto Streptococcus dysgalactiae como uberis
sdo o hemoliticos, ¢ considerados como ambientais, como avaliamos epidemiologicamente a
origem da infec¢do? Concordamos que a caracteriza¢do do agente infeccioso é importante no
conceito de epidemiologia molecular e que devemos lancar méo de ferramentas cada vez mais
sensiveis para concluir quais sdo as espécies de patdgenos causadores das mastites no
rebanho, e assim poder lancar mdo de medidas eficazes para o controle. Tanto isso é verdade
gue hoje ha diferentes técnicas para caracterizacdo de patdgenos, e muitas delas envolvem a
protebmica, como a Espectrometria de Massa por lonizagdo e Dissociacdo a Laser Assistida
por Matriz de Voo (MALDI/TOF — MS), de grande aplicabilidade para identificacdo de
micro-organismos causadores de mastite (13,14).

O diagnostico microbioldgico praticado na fazenda, como vem sendo utilizado em
algumas propriedades, pode ndo revelar de fato a diferenciagdo entre os patdgenos e
consequentemente redundando no diagndéstico errdneo das espécies de Streptococcus, ja que a
avaliacdo pela producdo ou ndo de hemdlise ndo assegura a diferenciacdo entre estreptococos
ambientais e contagiosos.

De acordo com Britten (15) é importante a diferenciacdo de Streptococcus agalactiae
dos diversos Streptococcus, do ponto de vista de diagnostico e controle porgue esse pode ser
controlado e até erradicado dos rebanhos, entretanto, com relacdo as demais espécies tal fato é
impraticavel, j& que eles ndo respondem as mesmas medidas de prevencdo e controle.

Dessa forma, objetivou-se destacar o perfil microbiano de uma propriedade leiteira, que
revelou além do isolamento de diferentes espécies de estafilococos, também de estreptococos.

MATERIAL E METODOS

Amostras de leite bovino com resultado de CMT positivo com graus varidveis, de uma a
trés cruzes (n=123), foram cultivadas em agar sangue bovino a 5% e dgar MacConkey por até
72 horas, a 37°C com observacdo a cada 24 horas das caracteristicas das col6nias, como
tamanho, produgdo de pigmento, hemdlise e realizagdo de Gram e prova de catalase para
diferenciacéo entre os géneros Staphylococcus e Streptococcus.

As amostras de leite foram colhidas em propriedades leiteiras com 140 vacas
holandesas em diferentes estagios e nimero de lactacbes com problema de mastites clinicas.
Essas amostras foram colhidas por um profissional, médico veterinario, interessado em
conhecer a microbiota na mastite subclinica da referida propriedade, localizada na regido de
Marilia, Sdo Paulo. Em todos os casos 0s micro-organismos foram repicados em BHI para
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realizacdo de provas bioquimicas e estudos de perfil de sensibilidade microbiana (dados néo
apresentados). As 48 horas, nova avaliacido foi realizada, observando-se as mesmas
caracteristicas, e procedimento de novos repiques de outros tipos de micro-organismos
isolados, como Corynebacterium spp, quando o caso. A caracterizagdo dos estreptococos foi
realizada de acordo com Quinn et al. (16), com base em teste de CAMP, hidrélise da
Biliesculina e hidrolise da Esculina (Figura 1).

, M
Figura 1. A. CAMP teste; B. Hidrolise da Biliesculina; C. Hidrdlise da Esculina

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas36 estirpes deStreptococcus spp. (29,3%) sendo,33(91,7%)caracterizadas
como Streptococcus agalactiae, 2 (5,6%) como Streptococcus dysgalactiae e 1 (2,7%) como
Streptococcus uberis. O que chamou a atencéo é que em 20 (60,6%) dos casos ndo houve a
producdo de hemdlise (Figura 2) e que em 1 (3,0%) a hemolise era do tipo o, com produgdo
de pigmento esverdeado ao redor da colonia e, hemdlise parcial e ndo 3, o que para muitos ¢
uma caracteristica que define o Streptococcus agalactiae. A caracterizacdo revelou uma
porcentagem consideravel de casos onde o micro-organismo, pelas caracteristicas de col6nia e
hemolise, sugeria a identificacdo como Streptococcus ndo agalactiae, que na realidade,
bioquimicamente, foram caracterizados como Streptococcus agalactiae.

Figura 2. Streptococcus agalactiae com produgdo de hemolise do tipo  (beta).

Observou-se ainda que alguns dos isolados com producdo de a (alfa) hemolise as 24
horas intensificavam a producdo de hemolisina, tendendo a mostrar-se como [ hemélise, mas
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ndo verdadeira, se compardvel a B hemolisina produzida por estirpes de Staphylococcus
aureus as 24 horas, por exemplo. Ao se avaliar somente pelas caracteristicas da col6nia e
coloracdo de Gram, ha chances de erro na diferenciacdo dos estreptococos, tanto nos casos
subclinicos como clinicos de mastites, impedindo a definicdo correta quanto ao perfil
epidemioldgico do agente, ou seja, se de origem contagiosa ou ambiental.

Desta forma sugere-se a associacdo de provas bioquimicas capazes de classificar
corretamente as espécies de estreptococos envolvidos nas mastites, ou de outras ferramentas
diagndsticas envolvendo técnicas moleculares ou a protebnica como a espectrometria de
massa.

CONCLUSOES

Conclui-se pela importancia das avaliacGes fenotipicas, morfoldgicas, bioquimicas e
moleculares dos micro-organismos causadores de mastite, principalmente no caso do género
Streptococcusspp para melhor entendimento dos aspectos epidemioldgicos relacionados as
infeccbes intramamarias, para a correta avaliacdo epidemioldgica e orientacdo de medidas de
controle.
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