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CARACTERIZAGCAO DO sraprYLOCcOCcUS COAGULASE NEGATIVO
ISOLADOS DE QUARTOS MAMARIOS DE VACAS COM MASTITE SUBCLINICA

CHARACTERIZATION OF COAGULASE NEGATIVE STAPHYLOCOCCUS
ISOLATED FROM THE MAMARY QUARTERS OF THE COWS WITH SUBCLINICAL MASTITIS

Marlice Teixeira Ribeiro'

RESUMO

O presente trabalho foi desenvolvido na Zona
da Mata - MG, durante trés meses. De quatro reba-
nhos utilizados, trabalhou-se com 16 animais mestigos
e 19 holandeses. O objetivo foi caracterizar
Staphylococcus coagulase negativos, isolados de
quartos mamarios de vacas, que inicialmente reagiam
a prova do "California Mastitis Test" (CMT), em quatro
testes consecutivos, a intervalo de uma semana. A
caracterizagao das 116 amostras encontradas, corres-
pondentes a Staphylococcus coagulase negativo,

foram: s. epidermidis (71,55%), S. hyicus
Subsp. chromogenes (6,03%), S. simulans
(6,03%), 8. warneri (4,31%), S. hominis

(3,45%),8. cohnii (3,45%), S. sciuri (3,45%) e
S. haemolyticus (1,73%).
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SUMMARY

The present work was carried out in the
region of "Zona da Mata-MG", Brazil, during three
months. Sixteen crossbreed cows and nineteen
Holstein-Friesian cows from four herds were used. The
work aimed to characterize coagulase negative
Staphylococcus Spp. from those animals. The
mammary quarters which reacted positive with the
California Mastitis test on four consecutive weeks were
sampled. A total of 166 strains were isolated. The
identified species and the percentage of isolation were
as follows: s. epidermidis (71.55%), S. hyicus
subsp. chromogenes (6.03%), S. simulans
(6.03%), S. warneri (4.31%), S. hominis (3.45%),
S. cohnii (3.45%), s. sciuri (3.45%) and sS.
haemolyticus (1.73%).
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INTRODUCAO

A mastite € uma inflamacdo da glandula
mamaria, associada freqientemente a presenca de
bacterias patogénicas, que levam a uma alteragao na
composic¢ao fisico-quimica do leite e determinam um
aumento do nivel de celulas somaticas, especialmente
0S leucocitos. E muito comum nas vacas leiteiras,
atingindo um ou mais quartos mamarios.

Segundo LANGENEGGER et al. (1981), a
intensidade com que a mastite subclinica afeta a
produgao do leite, em quantidade e qualidade, varia de
acordo com a natureza do(s) agente(s) etioldgico(s)
envolvido(s), com a resposta imunitaria do animal,
evolugao e duragao das infecgcbes e propagacao da
mastite no rebanho. Com relagdo a outros agentes
etiologicos da mastite, espécies do género Staphylo -
coccus causam menores danos a producao de leite,
embora seu controle seja dificil ao nivel de rebanho.

FERREIRO, (1980); LANGENNEGER et al.
(1981), OLIVEIRA, (1989) consideram 0 Staphylo-

coccus aureus COMO O agente etioldgico predomi-
nante em relacdo a outras bactérias que causam a
mastite em rebanhos bovinos brasileiros. Este foi
mencionado como principal patdégeno da glandula
mamaria de bovinos no Brasil, enquanto 0 Staphylo -
coccus epidermidis € demais especies coagulase
negativos sao reconhecidos como ndo patogénicos,
nao somente no Pais, como, também, nos estudos de
BRAMLEY (1978), WARD (1981) e WATTS (1984).

Staphylococcus coagulase negativo (SCN)
foram isolados de quartos mamarios com mastite
subclinica e também de amostras de leite de Uuberes
normais, constituindo-se no mais numeroso grupo de
microrganismos presentes na teta e pele do ubere das
vacas (CULLEN & HERBERT, 1967; DEVRIESE,
1979).

DEVRIESE & KEYSER (1980) verificaram
que algumas bactérias, tais como: s. epidermidis,
S. hyicus Subsp. chromogenes € S. simulans,
formariam um grupo "M" mais freqientemente encon-
trado em amostras provenientes de quartos com sinais
de inflamagao e aumento da contagem de células
somaticas do leite. DEVRIESE (1984) adicionou ao
grupo "M" a espécie S. warneri, que predomina no
canal da teta.

Numa revisao a respeito dos agentes etioldgi-
cos da mastite, WATTS (1988) mencionou 23 espécies
para 0 género Staphylococcus, caracterizadas por
diversos autores. Destas espécies, 14 foram isoladas
da glandula mamaria de bovinos por DEVRIESE
(1979), BABA et al. (1980), DEVRIESE & KEYSER

(1980), GARCIA et al. (1980) e WATTS &
NICKERSON (1986).

O obijetivo deste trabalho foi o de caracterizar
Staphylococcus coagulase negativos isolados de
quartos mamarios de bovinos, inicialmente reagentes
a prova do "California Mastitis Test", em quatro testes
consecutivos, a intervalos de uma semana.

MATERIAL E METODOS

Quatro rebanhos bovinos localizados na Zona
da Mata, em Minas Gerais, foram utilizados no presen-
te estudo, durante trés meses consecutivos.

Preliminarmente foi realizado o "California
Mastitis Test" (CMT) (SCHALM & NOORLANDER,
1957), em 612 quartos mamarios de 153 animais. A
partir de escores positivos (++ e +++) no CMT e isola-
mento bacteriano, foram selecionados 16 animais mes-
ticos e 19 holandeses, de ordenha manual e mecanica,
respectivamente. Nesta ocasido foram considerados,
portanto, animais que apresentaram pelo menos um
quarto mamario reagente ao CMT com isolamento
correspondente a SCN.

Quatro CMT(s) consecutivos, acompanhados
de exames bacterioldgicos, foram realizados, com
intervalos de sete dias aproximadamente.

ApoOs lavar e secar as tetas, a desinfecgao foi
feita com gaze embebida em alcool 70°GL. O leite foi
colhido em tubos estéreis e incubados a 37°C por 18
horas. O isolamento foi realizado em agar sangue de
carneiro, para verificagao da morfologia, aspecto da
coldnia e produgédo de pigmentos (COX, 1984, KLOOS,
1990). A obtencdo de cuituras puras foi por meio da
semeadura da amostra em BHI (Difco) e agar Baird-
Parker. Foi realizada coloragcdo de Gram em bacterias
provenientes de todos 0s trés meios de cultura.

Para caracterizagao bioquimica das cepas,
adotou-se o procedimento de BIER (1978), GARCIA et
al. (1980) e HARVEY (1985).

Para o estudo da fermentacao de carboidra-
tos, com vistas a identificacdo das espécies de
Staphylococcus, foram obedecidas as recomenda-
cdes do "Subcommitee on Taxonomy of Staphylococci
and Micrococci", conforme recomendagodoes do manual
Bergey’s (KLOOS & SCHLEIFER, 1986). As amostras
foram inoculadas nos tubos contendo o carboidrato
numa concentracao final de 1% e incubados a 37°C
por 24 horas.

Os carboidratos utilizados foram: manita,
lactose, rafinose dulcitol, celobiose, maltose, galactose,
trealose e sorbitol. A identificacdo das especies foi de
acordo com SCHELEIFER, (1986).

Para o estudo da presenga de coagulase
utilizando plasma de coelho; produgao de acidos em
aerobiose em presencga de sorbitol, adonitol, duicitol;
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lipase e gelatinase, procedeu-se conforme DEVRIESE,
(1979). A resisténcia a bacitracina foi verificada para
confirmacgao do género Staphylococcus.

RESULTADOS

A caracterizagao de amostras de staphylo -
coccus, em estudo longitudinal associado com o0 CMT
das mastites subclinicas dos animais, em que foram
inicialmente identificadas como SCN, esta descrita na
Tabela 1, onde também estao explicitos os resultados
das provas bioquimicas, fisioldégicas e de sensibilidade
frente a novobiocina, para espécies de Staphylococ -
cus propostas por SCHLEIFER (1986).

Das amostras testadas, 116 corresponderam
aos SCN, sendo 71,55% de s. epidermidis, 6,03%
de S. hyicus Subsp. chromogenes € S. simu-
lans, 4,31% de S. warneri, 3,45% para cada uma
das espécies: S. hominis, S. cohnii e S.

sciuri e, finalmente, 1,73% de §. haemolyticus
(Tabela 2).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os variados quadros de mastite subclinica
causados por SCN, sao, em alguns casos, de carater
acentuado; em outros, brandos. A dificuldade de
diferenciar os SCN da unica espécie, S.epidermi -
dis, ate entao considerada como o Unico Staphylo -
coccus coagulase negativo envolvido em casos de
mastite, tem motivado o desenvolvimento de estudos
para melhor caracterizar as espécies que apresentam
semelhancgas fisiologicas entre si.

A especie mais freqliientemente isolada foi o

S. epidermidis, Seguida de S. hyicus Subsp.
chromogenes, S. simulans, S. warneri, S.
hominis, S. cohnii, S. sciurie S. haemoly-

ticus, concordando com as observacdes de
DEVRIESE (1979).

DEVRIESE (1979) utilizou a celobiose para
diferenciar 0s S. xilosus negativos dos S. sciuri
positivos. Os resultados para as quatro amostras de
S. sciuri isoladas foram positivos.

Pelos dados da Tabela 1, observaram-se
cepasde S. haemolyticus € S. sciuri negativas
para urease, concordando com DEVRIESE (1984), que
tambem verificou resultados negativos para todas as
cepas de S. sciuri, e de grande variacdo, em
relacao ao teste, para as cepas de S. haemolyti -
Ccus.

Para DEVRIESE (1979), a atividade de
fosfatase € tipica de . haemolyticus e S. simu-
lans. Foi verificado que as duas cepas de s. hae-
molyticus encontradas foram fosfatases negativas.
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Tabela 1. Percentuais de amostras positivas nas provas bioquimicas
e fisiologicas frente a antimicrobianos, de especies de

Staphylococcus coagulase negativos.

Espécies *\ N® de amostras

Provas 1 2 3 4 5 6 7 8
Realizadas 83 7 7 5 4 4 4 2
PIGMENTOS O O 100 100 100 0O O 100
HEMOLISE 0 0 O O O 100 O 100
GLICOSE 100 100 100 100 100 100 100 100
ACETOINA 100 100 O 100 100 0 100 O
COAGULASE 0 0 0 0 O 0 O 0
MALTOSE 100 0 71,4 100 O 75 100 O
MANITA 62,6 57,1 100 0O 0 100 O 0
GALACTOSE 100 100 100 100 75 0 100 O
TREALOSE 0O 100 100 100 75 0 100 100
SORBITOL 0 0 0 0 O 0 O 0
LACTOSE 48,2 100 100 0 75 0 0 100
RAFINOSE 0 0 0 0 O 0 O 0
DULCITOL 0 0 0 0 O 0 100 O
CELOBIOSE 0 0 0 0 O 0O 100 O
ADONITOL 0 0 0 0O O 0O O© 0
SUCROSE 100 100 100 100 100 0 100 100
XILOSE 100 O 0 0 O 0 O 0
ARABINOSE 0 0 0 0 O 0O 100 O
UREASE 100 100 100 100 100 0 O 0
FOSFATASE 100 14,3 100 O 0 100 100 O
Red. NIT.* 100 100 100 0 100 0 100 100
GELATINASE 83 100 100 100 O 0 100 100
LIPASE 0 0 0 0 O 0O 0 100
FIBRIN.*** 0 0 0 0 O 0 O 0
DNase 0 0 C 0 0 O 100 0
TDA 13,3 O 0 60 O 0 O 0
TIO**** 100 100 100 100 100 100 100 100
*1) 8. epidermidis;2) 8. simulans; 3) S. hyicus SubSp.

chromogenes, 4) S. warneri;5) S. hominis; 6) S. cohnii,
7) 8. sciuri;8) S. haemolyticus,

** Reducdo de Nitratos; *** Fibrinolisina; **** Tioglicolato.

Tabela 2. Prevaléncia de Staphylococcus coagulase negativo
(SCN) isolados nas amostras de leite dos quartos ma-
marios dos rebanhos estudados.

Espécies de Staphylococcus %

S. epidermidis 71,55
S. simulans 6,03
S. hyicus SUDSP. chromogenes 6,03
S. warneri 4,31
S. hominis 3,45
S. cohnii 3,45
S. sciuri 3,45
S. haemolyticus 1,73

—————————————————————————— . —————— e ——————— e ——
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GARCIA et al. (1980) verificaram que somen-
te 16,66% das cepas de S. epidermidis foram
positivas para gelatinase. Estes resultados contrastam
com 0s obtidos no presente trabalho, onde se verifi-
caram 69 cepas positivas, conforme Tabela 1, corres-
pondendo a 83,13% do total de amostras dessa
especie.

Baseando-se na caracterizagao das espéecies
de Staphylococcus, Suas caracteristicas biogquimi-
cas, fisiologicas e de sensibilidade frente aos antibac-
terianos, isolados nos testes de CMT, dos quartos
mnamarios com mastite subclinica, conclui-se que:

1. S. hyicus Subsp chromogenes, S.

simulans, S. epidermidis, S.sciuri, S.
warneri, S. hominis, S. haemolyticus e S.

cohnii, espécies de Staphylococcus coagulase

negativo, foram isoladas nas amostras de leite dos
bovinos.

2. Dentre as espécies de Staphylococcus

coagulase negativo identificadas, S. epidermidis
foi a de maior prevaléncia.

3. Os testes de verificagao da producédo de
acidos por rafinose, adonitol e sorbitol ndo contribui-

ram para a diferenciagao das espécies de Staphylo-
coccus.
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