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RESUMO. As mastites sdo um dos principais problemas enfrentados na pecuéria leiteira,
estd se caracteriza pela inflamacdo da glandula mamaéria, com etiologia de origem
bacteriana, fangica, viral dentre outros. No presente estudo objetivou-se relatar a
ocorréncia de um caso de mastite bovina causada por Aspergillus spp. e Nocardia sp, em
co-infeccdo na regido Noroeste do Rio Grande do Sul. A amostra de leite foi analisada no
laboratério de Microbiologia Veterinéria da Unijui semeada em agar sangue ovino 5% e
agar McConkey. Na analise visual do fungo, observou-se o crescimento de uma col6nia
branca, de aspecto aveludado, com aproximadamente 2 cm de didmetro e com seu anverso
de coloracdo esverdeada, ao exame microscopico, observou-se hifas ramificadas e
septadas, vesicula, fialides e conidios, compativeis com caracteristicas aspergilares,
caracterizando o isolamento do Aspergillus spp. Na mesma amostra, observou-se
visualmente a presenca de colonias pequenas, de aspecto liso, colora¢do branco-opaco e
firmemente aderidas ao agar, com as seguintes caracteristicas, colénias gram-positivas,
filamentosas e ramificadas, com predominancia de formatos bacilares, permitindo a
identificacdo do género Nocardia sp. A partir deste caso nesta regido, é possivel enfatizar
a grande importancia de se realizar a identificagdo do agente causador da mastite, pois as
mastites causadas por fungo, como o Aspergillus spp., concomitantemente com bactéria do
género Nocardia sp., embora sejam de baixa ocorréncia, causam diversos prejuizos
econdmicos, pela queda na quantidade e qualidade do leite produzido.
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Isolation of Aspergillus spp. and Nocardia sp. in the inflammatory
process of the mammary gland of bovine milk

ABSTRACT. The mastitis is one of the main problems faced in dairy farming, it is
characterized by inflammation of the mammary gland, with etiology of bacterial, fungal
and viral origin among others. The present study aimed to report the occurrence of a case
of bovine mastitis caused by Aspergillus spp. and Nocardia sp, in a co-infection in the
Northwest region of Rio Grande do Sul. The milk sample was analyzed in the laboratory
of Unijui Veterinary Microbiology seeded in 5% sheep blood agar and McConkey agar. In
the visual analysis of the fungus, the growth of a white, velvety-looking colony with
approximately 2 cm in diameter and with its obverse of greenish coloration was observed,
under microscopic examination, branched and septate hyphae, vesicle, phalidus and
conidia, compatible with aspergillary characteristics, characterizing the isolation of
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Aislamiento de Aspergillus spp. y Nocardia sp.

Aspergillus spp. In the same sample, the presence of small colonies, with a smooth
appearance, white-opaque staining and firmly attached to the agar, with the following
characteristics, gram-positive, filamentous and branched colonies, with predominance of
bacillary formats, were observed visually. identification of the genus Nocardia sp. From
this case in this region, it is possible to emphasize the great importance of identifying the
causative agent of mastitis, since mastitis caused by fungi, such as Aspergillus spp.,
Concomitantly with bacteria of the genus Nocardia sp., Although they are low several
economic losses, due to the decrease in the quantity and quality of the milk produced.

Keywords: bacterial, microbiological examination, fungus, milk, mastitis

inflamatorio de la glandula mamaria de bovino lechero

RESUMEN. Las mastitis son uno de los principales problemas enfrentados en la ganaderia
lechera, esta se caracteriza por la inflamacion de la glandula mamaria, con etiologia de
origen bacteriano, fungica, viral entre otros. En el presente estudio se objetivo relatar la
ocurrencia de un caso de mastitis bovina causada por Aspergillus spp. y Nocardia sp, en
coinfeccién en la region Noroeste de Rio Grande do Sul. La muestra de leche fue analizada
en el laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la Unijui sembrada en agar sangre ovina
5% y agar McConkey. En el andlisis visual del hongo, se observd el crecimiento de una
colonia blanca, de aspecto aterciopelado, con aproximadamente 2 cm de didmetro y con su
anverso de coloracion verdosa, al examen microscopico, se observaron hifas ramificadas y
septadas, vesicula, falides y conidios, compatibles con caracteristicas aspergilares,
caracterizando el aislamiento del Aspergillus spp. En la misma muestra, se observé
visualmente la presencia de colonias pequefias, de aspecto liso, coloracién blanco-opaco y
firmemente adheridas al agar, con las siguientes caracteristicas, colonias grampositivas,
filamentosas y ramificadas, con predominio de formatos bacilares, identificacion del
género Nocardia sp. A partir de este caso en esta region, es posible enfatizar la gran
importancia de realizar la identificacion del agente causante de la mastitis, pues las mastitis
causadas por hongo, como el Aspergillus spp., Concomitantemente con bacterias del
género Nocardia sp., Aunque sean de baja, ocurren, causan diversos perjuicios
econdmicos, por la caida en la cantidad y calidad de la leche producida.

Palabras clave: bacterias, examen microbiol6gico, hongo, leche, mastitis
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Introducéo

Vem se intensificando com o passar dos anos a
ocorréncia de doencas infecciosas no Brasil,
causadas por agentes  bacterianos, em
consequéncia do seu clima tropical (Araujo et al.
2004). Dentre as doencas infecciosas que mais
acometem o rebanho leiteiro, se destaca a mastite
bovina, que representa um dos principais entraves
para o setor leiteiro, devido aos prejuizos
econbmicos e sanitario que acarretam (Casanova
et al. 2016; Costa et al. 2017).

Mastite é caracterizada por um processo
inflamat6rio complexo da glandula mamaria e,
etiologicamente, trata-se de uma doenca complexa
de carater multifatorial, envolvendo diversos
patégenos, o ambiente e fatores inerentes ao
animal, acarretando em modificagdo da
composicdo do leite in natura (Moritz & Moritz

2016). Segundo Tozzetti et al. (2008) 90% das
mastites sdo causadas por bactérias e em menor
namero, por fungos, algas e virus.

Existem varias formas de diagndstico da
mastite bovina, como pela contagem de células
somaticas (CCS) (Costa et al. 2017), Califérnia
Mastitis Test (CMT) (Oliveira et al. 2004;
Kapronezai et al. 2005), mas de acordo com
Radostits et al. (2010), o exame microbiolédgico do
leite é 0 método mais confiavel.

A mastite causada por agentes como Nocardia
sp., e Aspergillus spp., sdo de baixa ocorréncia.
Todavia, 0s microrganismos destes géneros sdo
facilmente encontrados no solo e na vegetacdo em
deterioragdo, sendo considerados  agentes
oportunistas, que  acometem individuos
imunocomprometidos. O modo mais comum de
causar infecgdo é por via aerdgena, pela inalacéo
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do patégeno. No entanto, também pode ocorrer
inoculacdo acidental destes agentes na glandula
mamaria, pela infusdo de antibidticos por via
intramaméaria com  seringas  contaminadas
(Wattiaux 1995).

Este trabalho foi realizado para relatar um caso
de diagnostico laboratorial de mastite bovina
causada por Nocardia sp. e Aspergillus spp., em
co-infec¢do, ocorrido na regido Noroeste do
Estado do Rio Grande do Sul.

Material e Métodos

O diagnostico foi realizado no Laboratério de
Microbiologia Veterinaria da UNIJUI, a partir da
analise de uma amostra de leite mastitico bovino,
recebida para exame microbioldgico, proveniente
da regido Noroeste do Rio Grande do Sul, no
periodo de maio de 2017. Conforme histérico, o
animal apresentava mastite recorrente, com varias
tentativas de tratamento sem sucesso.

A amostra foi identificada, e posteriormente
semeada em meio especifico, 4gar sangue ovino
5% e agar McConkey e incubadas a 36° C em
estufa bacteriol6gica por um periodo de 48 horas.

Apos o periodo de incubacéo, as placas foram
analisadas e ndo se observou nenhum crescimento
microbioldgico, entdo foram mantidas por mais 24
horas na estufa bacteriol6gica. A partir deste
periodo, observou-se 0 crescimento de uma
colbnia flngica, com a suspeita de ser um
microrganismo contaminante do processo de
semeadura, por conseguinte, a amostra foi
ressemeada. Novamente, apds trés dias da segunda
semeadura, observou-se crescimento idéntico ao
anterior, com fungo filamentoso, além de
inimeras col6nias pequenas, brancas opacas. As
col6nias bacterianas e flngicas cresceram na linha
de cultivo, evidenciando serem provenientes da
amostra de leite semeada.

jar A o . o8 FiX
Figura 1. Colénia de Aspergillus spp. Em microscopia
Optica. Objetiva 40X. Fonte: Arquivo pessoal.

Logo apds, procedeu-se 0s demais passos para
identificacdo do fungo e da bactéria. Iniciando
pela observacgdo visual das coldnias crescidas nos
meios de cultura e em seguida realizou-se
esfregacos em laminas, com coloracdo de Gram
para a bactéria e azul de algoddo para o fungo.
Posteriormente, as laminas foram examinadas
em microscopio éptico, onde se observou as
caracteristicas  morfologicas de cada
microrganismo encontrado, entdo, 0 proximo
passo foi transferir as amostras para meios
contendo substancias que evidenciam o
metabolismo e a presenga de enzimas,
possibilitando assim a identificacdo do género
dos microrganismos presentes na amostra de
leite.

Resultados

Na analise visual do fungo, observou-se o
crescimento de uma colénia branca, de aspecto
aveludado, com aproximadamente 2 cm de
didmetro e com seu anverso de coloragdo
esverdeada.

Neste caso, ao exame microscopico, observou-
se a presenca de hifas ramificadas e septadas,
vesicula, fidlides e conidios, compativeis com
caracteristicas aspergilares, caracterizando a
presenga do Aspergillus spp., na amostra de leite
mastitico, conforme figura 1.

Quanto a analise do crescimento de colbnias
bacterianas, observou-se visualmente a presenca
de coldnias pequenas, de aspecto liso, coloracdo
branca opaca e firmemente aderida ao agar.

Ao exame microscépico, observaram-se as
seguintes caracteristicas: colénias gram-positivas,
filamentosas e ramificadas, com predominancia de
formatos bacilares (Figura 2), permitindo a
identificacdo do género Nocardia.

Dol "g :"":lA £
2. Colb6nias de Nocardia sp. Em microscopio Optico.
Objetiva 100X. Fonte: Arquivo pessoal.
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Discussao

A metodologia tradicional de identificagdo de
fungos filamentosos baseia-se, principalmente,
nas caracteristicas fenotipicas estruturais. (Cruz
2010). Sendo assim, o diagnostico laboratorial de
mastite causada por Aspergillus, baseia-se em sua
morfologia colonial e aparéncia ao exame
microscépico (Quinn et al. 2005).

A sintomatologia associada a mastite fungica,
causada pelo Aspergillus spp. inclui edema dos
quartos mamarios, aumento dos linfonodos supra
mamarios, queda na producdo leiteira, alteracdes
nas caracteristicas organolépticas do leite. Ja a
apresentacdo clinica da mastite por Nocardia sp.,
se apresenta com diversos nddulos endurecidos,
facilmente palpéveis, além de areas de fibrose
extensa nos quartos acometidos e diminui¢do na
producéo de leite (Wattiaux 1995).

Os patogenos fangicos sdo cada vez mais
descritos como causadores de mastite e a terapia
antibacteriana  intra-mamaria  facilita o
aparecimento de mastite causada por leveduras. A
maioria dos isolados pertencem aos géneros
Candida, Cryptococcus, Aspergillus e
Trichosporum (Ruz-Perez et al. 2004). Segundo
Melville et al. (2006) das 70 amostras de leite
analisadas, visando a comparacéo da qualidade do
leite quanto a presenca e quantidade de fungos.
Foram isolados, em diferentes percentagens,
fungos filamentosos e leveduras, a Candida spp.,
Geotrichum spp., Rhodotorula spp., Trichosporon
spp., Aureobasidium spp., Penicillium spp.,
Acremonium spp., Chrysosporium spp., Mucor
spp. e Aspergillus spp. Sendo que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre a
guantidade de unidades formadoras de colbdnias de
fungos/ml, indicando que o nivel de contaminacao
por fungos nas amostras foi similar na regido de
S&o Paulo. Desta forma, pode-se verificar que a
ocorréncia de mastites causadas por fungos,
agentes passiveis de micoses oportunistas €
comum em determinadas regioes.

Jé Picoli et al. (2014) identificaram a presenca
de Escherichia coli (27,8% das propriedades),
Streptococcus agalactiae (6,2%), S. dysgalactiae
(37,2%), S. uberis (16,8%), Candida sp. (15,7%),
Aspergillus sp. (5,8%), Trichosporum sp. (3,6%) e
Cryptococcus sp. (1,5%) em propriedade na regido
sul do Rio Grande do Sul. Demonstrando que 0
Aspergillus é um agente que se faz presentes nas
diferentes regides do Rio Grande do Sul.

Na regido Planalto Médio no Rio Grande do
Sul, houve isolamento de 250 agentes bacterianos
em 218 amostras (90,8%) e 65 agentes
leveduriformes em 39 amostras (16,2%). Sendo
que foram identificados 10 géneros e 12 espécies
de bactérias, sendo os géneros Staphylococcus,
Corynebacterium e Nocardia responséveis por
88% dos isolados (Spanamberg et al. 2008). Costa
et al. (1987) descreveram o isolamento de
Nocardia asteroides em 24 amostras de leite
mastitico bovino analisadas, em S&o Paulo. O que
demonstra alta ocorréncia da Nocardia na regido
de Sdo Paulo, o que difere da ocorréncia da
Nocardia na regido Noroeste do Estado do Rio
Grande do Sul. Em estudo realizado por Martins
et al. (2010) dos 92 animais que apresentaram
mastite clinica e subclinica em pelo menos um
quarto mamario, apenas uma das analises foi
positiva para mastite clinica causada por
Corynebacterium sp. + Nocardia sp concomitante,
representando 4% dos agentes isolados.
Demonstrando ser um microrganismo que ocorre
geralmente em  associagdo ~com  outro
microrganismo, podendo ser fungico ou
bacteriano. As técnicas de manejo mais precarias
influenciam  negativamente na  qualidade
microbiologica do leite, aumentando os riscos de
ocorréncia de agentes infecciosos e elevando as
contagens de micro-organismos (Picoli et al.
2014). Para diminuir a ocorréncia de mastite,
devem ser seguidos alguns principios basicos:
diminuicdo da exposic¢éo dos tetos aos patdgenos
e 0 aumento da imunidade do animal (Casanova et
al. 2016; Herry et al. 2017).

A aplicacéo destes conhecimentos relacionado
a origem do microrganismo e a importancia de
cada microrganismo na patogénese da doenca é de
relevancia para a realizagdo da cultura e
identificacdo dos agentes da mastite, bem como do
antibiograma. Um  diagnéstico  correto €
imprescindivel —para se aplicar medidas
diferenciadas de controle e sugerir alteracfes a
respeito do manejo do rebanho (Brito et al. 2014).

Concluséao

Neste trabalho, relatou-se um caso de
diagndstico laboratorial de mastite bovina causada
por bactérias do género Nocardia sp. e Aspergillus
spp., em co-infec¢do, ocorrido na regido Noroeste
do Rio Grande do Sul. A partir deste caso nesta
regido, é possivel enfatizar a grande importancia
de se realizar a identificacdo do agente causador
da mastite, pois as mastites causadas por fungo,
como o Aspergillus spp., concomitantemente com
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bactéria do género Nocardia sp., embora sejam de
baixa ocorréncia, causam diversos prejuizos
econbmicos, como queda na quantidade e
qualidade do leite produzido.
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