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RESUMO: As glândulas mamárias podem ser um veículo de transmissão de microrganismos causadores de várias doenças. Práticas feitas de forma inadequada e com utensílios contaminados podem elevar o índice de mamite bovina nos rebanhos. O presente trabalho teve como objetivo detectar microrganismos presentes nas glândulas mamárias com finalidade de analisar possíveis microrganismos causadores de mastite bovina.Foram avaliadas 5 vacas das raças Hereford, Braford, Angus e Holandesa, que estavam situadas em diferentes localidades. Das vacas analisadas, quatro vivem a campo nativo e somente uma é utilizada diariamente para ordenha manual. A técnica utilizada para dar continuidade ao nosso trabalho foi a técnica de gram que é um método de coloração de bactérias, que permite diferenciá-las por sua estrutura, podem ser gram-negativas (cor vermelha) e gram-positivas (cor violeta ou roxa), também foi utilizada a coleta de swab, que é uma coleta de amostra. O processo teve início no mês de Março e foi finalizado em Maio. Os microrganismos encontrados nas glândulas mamárias bovinas foram da morfologia  Cocos e Bacilos.
 Palavras-chave: Glândula mamária; vacas; técnica de gram; amostra de swab;
RESUMEN: Las glándulas mamarias pueden ser un veiculo de transmición de microorganismos que causan varias enfermedades. Practicas hechas de forma inadecuada y con utensilios contaminados pueden elevar el índice de mastite bovina en los rebaños. El presente trabajo tubo como objetivo detectar microorganismos presentes en las glándulas mamarias con la finalidad de analizar posibles microorganismos causadores de mastite bovina.  Fueron analisadas 5 vacas de las diferentes razas, como: Hereford, Braford, Aberdeen Angus y Holandesa, que estaban localizadas en distintas localidades, de las vacas analisadas, 4 viven a campo nativo y 1 es utilizada diariamente para ordeñe manual. La técnica utilizada para dar continuidad a nuestro trabajo fue la técnica de Gran que es un método de coloración de bacterias, que permite que se diferencien por su estrutura, pueden ser Gran- Negativa ( Rojas) o Gran- Positivas ( Violetas- lila), también fue utilizada la coleta de swab que es una coleta de muestra. El proceso tubo inicio el mes de Marzo y fue finalizado en Mayo, los microorganismos detectados en las vacas analisadas, fueron encontradas bacterias del genero Cocos e Bacilos.
Palabras Clave: glándulas mamarias; vacas; técnica de gram; muestra de swab;
1. INTRODUÇÃO

A glândula mamária é considerada uma parte do sistema reprodutor, corresponde a uma glândula sudorípara alterada que secreta leite para nutrição da filiação. Nos ruminantes e éguas as glândulas individuais estão tão diretamente associadas e sobrepostas que a estrutura resultante é chamada no conjunto de ÚBERE. As vacas apresentam também os quartos mamários que são 4 glândulas mamárias individuais,  unidades completamente independentes (COLVILLE,BASSERT,2010).
    Muitas doenças bacterianas atingem as glândulas mamárias , então a investigação de especificidade informativa teve como prioridade adquirir conhecimentos sobre técnicas microbiológicas e de coleta,  para futuramente auxiliar na busca e aquisição de conhecimentos sobre a técnica que foi escolhida, também sobre diagnóstico de algumas doenças bacterianas que atingem as glândulas mamárias. Popularizar e reconhecer a importância da utilização de técnicas para obter resultados.
A técnica microbiológica utilizada foi a coloração de gram, sendo um dos mais significativos métodos de coloração aplicado em laboratórios microbiológicos e de análises clínicas, foi utilizada com a finalidade de diferenciar bactérias com diferentes estruturas de parede celular a partir das colorações que elas obtem após o tratamento com agentes químicos específicos. Esta técnica empregada para realizarmos o nosso trabalho, é simples rápida e tem capacida de deresolução(GONÇALVES,2011).
A coleta de swab é um metódo de análise de grande importância para auxiliar o diagnóstico de doenças bacterianas (SANTOS,1997).
O diagnóstico rápido e eficiente é de suma importância para o tratamento do animal, pois as enfermedades estão atingindo uma importância econômica e social realmente impactante, o que preocupa especialmente os produtores rurais, pois a produção leiteira tem papel significativo na estrutura da agricultura familiar, não apenas por oferecer serviço de mão-de-obra, mas também pela oportunidade de fornecer aumento efetivo de renda (RESSUTTI, 2013).

2.   REFERENCIAL TEÓRICO

As glândulas mamárias são glândulas que produzem colostro e leite necessários ao animal recém nascido durante as primeiras horas, dias e semanas cruciais de vida (COLVILLE, BASSERT , 2010). Ainda segundo Colville, Bassert (2010) na espécie bovina o número normal de glândulas são quatro localizadas na região inguinal.O úbere da vaca consiste em quatro glândulas mamárias denominadas quartos. Cada quarto é uma unidade completamente separada dos outros três. Cada um tem o seu próprio sistema de secreção de leite e ductos correndo pelas tetas.

De acordo com  (COLVILLE, BASSERT 2010), este fato tem uma importância clínica caso haja infecção da glândula mamária uma condição denominada mastite, a infecção não se espalha diretamente de um quarto para o outro, ela deve se disseminar através da corrente sanguínea.

Colville, Bassert, (2010), afirma “que a mastite em um rebanho deve ser evitada através de boa higiene na ordenha, incluindo ordenhar por último as vacas infectadas e manter as instalações limpas.

O úbere de uma vaca de alta produção leiteira pode pesar mais do que 45 kg no momento da ordenha. Ele necessita de um sistema suspensório forte para suportar o peso e prender-se a parede corporal. Este sistema suspensório consiste em um arranjo de ligamentos semelhantes a cordas elásticas que correm pelo centro e pela lateral do úbere (COLVILLE, BASSERT ,2010).

2.1 Desenvolvimento da glândula mamária

As glândulas mamárias só vão receber estímulos de crescimento e desenvolvimento após a puberdade e o início do ciclo estral. Com isso a glândula mamária aumenta e prepara-se para o momento de produzir leite em resposta aos novos hormônios circulantes no organismo. Um equilíbrio complexo de hormônios estimulam o desenvolvimento das glândulas mamárias. A maior parte dos hormônios da hipófise anterior esta envolvida direta ou indiretamente no processo. O hormônio do crescimento e a prolactina encorajam diretamnete o desenvolvimento da glândula mamária (COLVILLE, BASSERT ,2010).

2.2 Mastite

Como descrito por CULLOR et al. (1993) a mastite é a caracterização de infecções intramamárias ocorrem quando um agente infeccioso, químico, mecânico ou térmico agride a glândula mamária, produzindo uma reação inflamatória e danos ao epitélio glandular.
Para NICKERSON et al. (1985), essa enfermidade é considerada como um problema potencial envolvido com perdas econômicas em criações com finalidade de produção leiteira.

Um mecanismo adicional de defesa da teta citado por NICKERSON (1985) e HILLERTON (1996), é o seu revestimento por uma camada de queratina composta por células epiteliais descamadas, ácidos graxos e proteínas catiônicas. Segundo esses autores há suspeita de que a queratina tenha função de adsorver as bactérias durante o processo de ordenha.

Os agentes etiológicos da mastite podem ser classificados em dois grupos: contagiosos e ambientais, de acordo com a fonte de infecção. Na mastite contagiosa, o agente é encontrado no úbere e é transmitido durante a ordenha e na mastite ambiental, a vaca se infecta por microrganismos encontrados no meio ambiente (COSTA, 1998).

Entre os agentes etiológicos, isolados com maior freqüência nos casos de mastite, destacam-se os estreptococos e os estafilococos, principalmente o Staphylococcus aureus  (NICOLAU et al., 1996).

O Staphylococcus aureus é o principal responsável pelas mastites contagiosas dos rebanhos leiteiros. A mastite contagiosa caracteriza-se por grande número de infecções subclínicas, com episódios esporádicos de mastite clínica (NICOLAU et al., 1996).

Os patógenos ambientais são coliformes (Escherichia coli, Klebsiella spp e Enterobacter aerogenes), Streptococcus (Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus bovis) e enterococos (Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis) (HOGAN,SMITH 1987).

2.3  Coloração de gram

A coloração de gram foi desenvolvida pelo Médico Dinamarquês Hans Christian Gram em 1884, Gram percebeu com determinados métodos que algumas bactérias se coravam de forma diferente que os tecidos ao redor. Com resultado de seu experimento com corantes foi desenvolvida uma coloração extremamente útil, a coloração de gram. Nelas as células bacterianas primeiramente absorvem o cristal violeta e então acrescenta-se o iodo. O iodo age como um mordente, ou seja, uma substância química que ajuda na retenção do corante em determinada células (BLACK, 2016).

“Aquelas estruturas que não retem cristal violeta são descoradas por etanol 95% ou por uma solução etanol-acetona; são então lavadas e coradas (contracoradas) com safranina” (BLACK,2016).

Quatro grupos de microorganismo podem ser diferenciados através da coloração de gram: (1) organismos gram-positivos, cuja a parede celular retem corante cristal violeta; (2) organismo, gram-negativos cuja a parede celular não retem o corante cristal violeta; (3) organismo, gram-não-reativos, que não se coram ou se coram fracamente; e (4) gram-variáveis, que se coram de maneira desigual. A distinção entre organismo, gram-positivos e gram-negativos revela uma diferença fudamental na natureza da parede celular de bactérias (BLACK, JACQELYN G.2016).

2.4  Coleta de swab

O diagnóstico laboratorial de uma doença infecciosa começa com a obtenção da amostra para análise. Porém, muitos fatores podem afetar a interpretação e qualidade dos resultados. A coleta adequada é o primeiro passo para obter um diagnóstico preciso e confiável. Em laboratórios de microbiologia, são realizados diversos tipos de atividades que dependem do isolamento de microrganismos, que serão estudados, pesquisados e analisados. Para isso, são necessários alguns materiais e equipamentos específicos para a coleta de material, essa técnica é de extrema importância (SILVA,2013)
Essa amostragem por swab serve para verificar o crescimento microbiano ou determinar qual o microorganismo existe em determinado local. Esse método é geralmente usado na indústria alimentícia, em diagnósticos clínicos e em laboratórios é uma forma fácil e acessível de análise microbiológica(GOMES, 2001).

3. MATERIAIS E MÉTODOS

A execução do presente trabalho teve início no dia 03 de março de 2017 a 23 de abril de 2017.

Utilizaram-se 5 vacas, sendo elas das raças Hereford, Braford, Holandesa e Angus.
Esses animais encontravam-se em distintas localidades: as Hereford e Braford estavam localizadas na estância São Guilherme- Bagé/RS. A Holandesa estava localizada em Isidoro Noblia/Uy e a Angus encontrava-se em Aceguá/Uy.

As técnicas foram utilizadas com a finalidade de detectar e diferenciar bactérias que estavam localizadas nas glândulas mamárias dos animais analisados e avaliar se possui ou não bactérias causadoras de mastite. 

Quadro 1-  Classificação das vacas analisadas

	Vacas
	Pelagem
	Peso
	Filiação
	Localização

	Hereford
	Pampa Clara
	340 kg
	Não tem.
	Bagé/ RS

	Braford
	Mascarada
	475 kg
	4 crias
	Bagé/ RS

	Holandesa
	Branca    e   preta.
	370 kg
	1 cria
	Noblia/ UY

	Aberdeen Angus
	Preta
	340 kg
	3 crias
	Aceguá/ UY

	Braford
	Brazina
	500 kg
	5 crias
	Bagé/ RS
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    Figura 1- Vaca Hereford (pampa clara) – Foto: Lucas, G. H., 2017. Estância São Guilherme     
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Figura2- Vaca Braford (Mascarada)- Foto: Nuñez, V.Z., 2017. Estancia São Guilherme
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Figura 3- Braford (Brazina)- Foto: Lucas, G.H.,2017. Estância São Guilherme
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Figura 4- Vaca Holandesa ( Branca e Preta)- Foto: Alves, D.A.,2017.Villa Isidoro Noblia                                                   
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 Figura5- Vaca Aberdeen Angus (Preta) Foto: Canepá, G.G.,2017.Aceguá/Uy

3. 1  Coleta de swab e técnica de gram

3.1.1  Swab

As coletas pelo método de superfície de contato swab, tiveram início no período de 03 de março de 2017 a 23 de abril de 2017.

 A coleta só foi realizada após os equipamentos estarem limpos e sanitizados, adequadamente antes do processamento.

Para a retirada de amostra da superfície removeu-se com cuidado o swab da embalagem estéril. Posteriormente colocou-se o mesmo em contato com a superfície do equipamento, cortou-se parte do bastão e colocou-se a cabeça do swab em um tubo contendo 10 mL de solução salina peptonada estéril. Retirou-se o swab do tubo e deu-se seguimento a coleta, coletaram-se amostras de todas as glândulas mamárias das vacas analisadas,portanto utilizaram-se 5 swabs diferentes, ambos contendo 10 ml de solução salina.

As amostras coletadas foram devidamente colocadas em caixas isotérmicas e transportadas para o lábortatorio da Faculdade Ideau. No laboratório cada amostra sofreu diluições, sendo inserido em placas de PCA (analise de componentes principais) que é utilizado para a determinação de contagens a partir de amostras de microrganismos pela técnica pour plate, posteriormente as placas foram conduzidas para a estufa bacteriológica a 35 °C por 48 horas.

Os materiais utilizados foram:
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Figura 6- Balança de Pesar Gado- Foto: Nuñez, V.Z., 2017. Estância São Guilherme           
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Figura 7- Câmera de Fluxo Laminar- Foto: Lacerda,T.F,2017. Faculdade IDEAU- Bagé/Rs                      
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Figura 8- Caixa Isótermica (Isopor)- Foto: Lucas G.H,2017. Faculdade IDEAU- Bagé/Rs
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Figura9- Cotonetes para swab- Foto: Alves. D.A; 2017. Faculdade IDEAU- Bagé/Rs
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Figura 10- Swab e luvas- Foto: Lucas. G.H;2017- Faculdade IDEAU- Bagé/ Rs
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Figura 11- Alunos do curso de Medicina Veterinára coletando secreção das glândulas mamárias por swab- Foto: Canepa. G.G.2017- Faculdade IDEAU- Bagé/Rs.

3.2.2  Coloração de gram

Após a coleta de swab deu-se continuidade ao trabalho com o método de coloração utilizado para diferenciar espécies bacterianas em dois grupos, bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Primeiramente prepararam-se as lâmina com a fixação do esfregaço, logo após em uma lâmina contendo esfregaço seco, cobriu-se a lâmina inserindo gotas de violeta-de-metila chamado também de cristal violeta, assim deixando agir por 15 segundos. Seguidamente adicionou-se água sobre | violeta-de-metila revestindo toda a lâmina por 45 segundos. Após controlar o tempo, escorreu-se o corante e lavou-se em uma torneira, em seguida cubriu-se a lâmina com Lugol e deixou-se por 60 segundos. Repetiu-se o processo de escorrimento mas agora escorreu-se o Lugol e lavou-se de novo a lâmina em água corrente.

Aplicou-se álcool etílico, para descorar a lâmina por 10 a 20 segundos, seguidamente lava-se novamente a lâmina em água corrente. Sucessivamente cobriu-se toda a lâmina com safarina e deixou-se corar por 60 segundos, lavou-se novamente a lâmina na torneira.

Por último secou-se a lâmina com papel toalha levemente para não estragar a lâmina, logo depois aplicou-se uma gota de óleo sob o esfregaço, com o intuito de melhor visualização no microscópico.

Para a realização dessa técnica foram utilizados inúmeros materiais que serão citados a seguir;
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Figura 12- Estufa Microbiológica. Foto- Alves      Figura 13- Alça de platina. Foto- Lacerda T.F.2017-                    D.A 2017- Faculdade IDEAU- Bagé/Rs                               Faculdade IDEAU- Bagé/Rs             
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Figura 14- Auto Clave- Foto:Nuñez.V.Z.2017.   Figura15- Bico de Bunsen- Foto: Lucas. G.H   

Faculdade IDEAU- Bagé/Rs                                  2017- Faculdade IDEAU- Bagé/ Rs  
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Figura16-Laminas. Foto: Alves.D.A.2017     Figura17- Corantes- Foto: Cánepa.G.G 2017- 

Faculdade IDEAU- Bagé/Rs                          Faculdade IDEAU- Bagé/Rs            
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Figura18- Bico de Bulsen- Foto:Nuñez.V.Z     Figura19- Pipeta- Foto: Lucas. G.H.2017-

2017- Faculdade IDEAU- Bagé/Rs                   Faculdade IDEAU- Bagé/ Rs
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Figura 20- Água deionizada-Foto: Lucas.G.H       Figura 21- Alça de platina. Foto: Lacerda

2017- Faculdade IDEAU- Bagé/Rs                        T.F.2017- Faculdade IDEAU- Bagé/Rs  

   4. RESULTADOS E ANÁLISE

Dos resultados que obtivemos, as bactérias foram classificadas, devido sua forma e coloração de gram. Foram encontradas bactérias em formas de cocos que são bactérias em formato esférico agrupados e bacilos que são bactérias que possuem formato de bastão ou bastonetes, que podem possuir flagelos que ajudam na sua locomoção e ambas com coloração gram positiva. Os cocos encontrados são sugestivos dos gêneros Staphylococcus e streptococcus,  lembrando que são os principais causadores de mastite contagiosa e ambiental, o que foi de grande importância para nosso trabalho, já que dessas cinco vacas analisadas, quatro vivem a campo nativo, não sendo utilizadas para ordenha, e uma é utilizada diariamente para ordenha. Portanto se as vacas possuírem mastite, essa mastite pode ser ambiental ou contagiosa, as vacas que estão a campo nativo podem possuir mastite ambiental e a vaca que é utilizada diaramente para a ordenha possuiria mastite contagiosa.  (SANTOS ,2012)
A mastite contagiosa, ocorre principalmente por falta de higiene do ordenhador, já a mastite ambiental ocorre quando as condições climáticas e de conforto do ambiente são desfavoráveis (calor, chuva, acúmulo de lama, áreas com esterco ou barro) ocorre aumento do risco de novos casos, independentemente do estágio de lactação das vacas (TRABULSI et al.,1997)

MULLER (2002) utilizou o mesmo método de coleta que o presente trabalho, porém aborou outros testes sendo um deles o teste de caneca de fundo preto, que nada mais é do que uma técnica de observação  que serve para diagnosticar a mastite clínica, das matrizes que estão em lactação. Estes procedimentos devem ser realizados em todas as ordenhas, o teste da caneca é utilizado com os três primeiros jatos de cada teta, observando cuidadosamente se há alguma alteração, como grumos, pus, se há presença de sangue ou coloração alterada. (FILHO, 2005).

Outro teste utilizado é o CMT (California Mastite Test) que é muito empregado para identificar vacas com mastite subclínica nas fazendas. Após coletar todos estes dados, MULLER (2002) fez uma análise da situação do rebanho.

A mastite subclínica é a infecção silenciosa da doença, detectada com o teste de CMT. Caso contrário não há como identificar a mastite subclínica, justamente por o animal não apresentar sintomas, lembrando que a mastite clínica também causa elevadas perdas por descarte do leite, gastos com medicamentos, perdas funcional das glândulas mamárias e até pela morte do animal.  De acordo com MULLER, (2002) perdem-se mais vacas por mastite subclínica que por mastite clínica.

Os microrganismos encontrados por MULLER, (2002)foram do gênero cocos, o mesmo resultado que no presente trabalho sobre secreção em glândulas mamárias. No entanto de acordo com MULLER, (2002) quando se utiliza  recursos e técnicas mais eficientes de análise, pode-se indentificar streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus, principais causadores de mastite bovina.

Quadro 2- Microrganismos encontrados nas vacas analisadas;

	          VACAS
	         MICROORGANISMOS

	BRAFORD  (Brazina)
	Cocos, sugestivo de Staphylococcus e Streptococcus;

	HEREFORD  (Pampa Clara)
	Cocos e Bacilos;

	HOLANDESA (Branca/Preta)
	Cocos e Bacilos;

	BRAFORD (Mascarada)
	Cocos,sugestivo de Staphylococcus;

	ABERDEEN ANGUS (Preta)
	Cocos;
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 Figura22-  Braford (Brazina)Foto:Nuñez:V.Z           Figura 23- Hereford. Foto: Lucas. G.H,

 2017- Faculdade IDEAU- Bagé/Rs                            2017- Faculdade Ideau-Bagé/2017      
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Figura 24- Holandesa.Foto:Alves.D.A                  Figura 25- Braford Mascarada. Foto. Canepa

2017. Faculdade IDEAU. Bagé/Rs                        G.G.2017. Faculdade IDEAU. Bagé/Rs                   
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Figura 26- Aberdeen Angus.Lacerda. T.F 2017. Faculdade IDEAU. Bagé/Rs

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente projeto beneficiou os envolvidos com um vasto aprendizado sobre a técnica de Gram e amostra de Swab.  Somente com a técnica de gram não temos como dar diagnósticos, não é suficiente para confirmarmos se as vacas que são portadoras de cocos têm mamite, mas,  podemos dizer que há grande chance de possuir mamite, pois para confirmarmos teríamos que ter utilizado outras técnicas mais específicas como por exemplo a técnica de petrifilm ou a técnica CMT. Comprovou-se que utilizando essas técnicas de formas adequadas podemos ter um controle mais eficaz contra a mastite ou para eliminar microrganismos invasores. 
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