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Apresentacao

A producéo de leite bovino pode ser prejudicada por diversas enfermidades,

dentre elas, uma das mais comuns, é a mastite, que pode ser ocasionada por
diferentes etiologias, na maioria das vezes nao diagnosticadas de acordo com
o agente, dificultando um tratamento mais eficiente, afetando as medidas de
controle adequadas, o que compromete o desempenho produtivo do rebanho.

Dentre os agentes mais comuns que ocasionam mastite, destaca-se o
Staphylococcus aureus que é o principal patégeno causador de mastite
subclinica em rebanhos leiteiros. Estudos recentes observaram, em alguns
rebanhos, alta incidéncia de mastite com sinais clinicos. Uma vez acometida, a
vaca pode apresentar infeccdo intramamaria crénica, que dificilmente responde
ao tratamento. Além disso, as perdas econdmicas da mastite causada por S.
aureus estdo associadas ao aumento da contagem de células somaticas (CCS),
reducao da producdo do leite e potencial de transmissao para outras vacas
dentro do rebanho.

O conhecimento do diagndstico mais especifico, para identificar o
Staphylococcus aureus é um fator imprescindivel para a melhoria no tratamento
especifico e medidas de controle da mastite.

Essa série documentos tem como objetivo demonstrar o diagnostico especifico
de Staphylococcus aureus em amostras de leite bovino.

Manoel Moacir Costa Azevedo
Chefe-Geral da Embrapa Tabuleiros Costeiros
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Introducao

Staphylococcus sp sao bactérias gram positivas esféricas que formam cachos
irregulares. Cerca de cinco espécies sdao de importancia veterinaria: S.aureus,
S.intermedius, S.epidermidis, S.hyicus e S.schleiferi subespécie coagulans. Os
Staphylococcus possuem 0,5 a 1,5 ym de didametro, esporos e flagelos ndo sao
observados (BIBERSTEIN; HIRSH, 2003).

S. aureus é um agente piogénico comum em humanos e em diferentes espécies
animais. Essas sdo bactérias gram positivas esféricas, anaerdbico facultativo,
nao moével e apresentam também catalase e coagulase positiva. As células

sdo esféricas e aparecem sozinhas ou pareadas, ou apresentam formacdes
semelhantes a cachos de uva. A parede celular é resistente a lisozima é
sensivel a lisoestafina, a qual especificamente lisa as pontes de pentaglicina de
Staphylococcus spp (CHAPAVAL et al, 2009).

Na rotina do exame microbiolégico para diagndstico de mastite, o teste

de producdo de coagulase em tubo é empregado para classificar os
Staphylococcus em dois grupos: os coagulase positivos e os coagulase
negativos. Historicamente, tem sido considerada como S. aureus a bactéria que
apresenta hemolise incompleta em agar sangue e resultado positivo no teste de
coagulase em tubo apds quatro horas de incubacdo (HARMON et al., 1990).
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Entretanto, este procedimento nao permite diferenciar S. aureus da espécie
coagulase-positiva S. intermedius e das variantes coagulase-positivas de S.
hyicus. Um teste adicional recomendado para diferenciar as espécies coagulase
positivas é a producao de acetoina a partir de glicose ou piruvato, positivo
para S. aureus e negativo para S. intermedius e S. hyicus (TALAN et al., 1989;
HARMON et al., 1990; KLOOS, 1990; KLOOS; BANNERMAN, 1995).

O Staphylococcus aureus apresenta uma grande importancia na epidemiologia
das doencas veiculadas por alimentos, devido sua alta prevaléncia e o risco
de producédo de toxinas causadoras de gastrenterites alimentares (ZECCONI;
HAHN, 2000).

Infeccdes por Staphylococcus aureus do Ubere resultam geralmente

na mastite subclinica. No entanto, as infeccdes podem progredir para
manifestacao clinica e incluir sinais sistémicos, particularmente

em periodos de parto e pés-parto (SORDILLO; SHAFER-WEAVER; DEROSA,
1997).

Bactérias de género Staphylococcus ocupam um papel importante na
etiologia das infeccdes intramamarias do gado leiteiro. A espécie S. aureus é
considerada um patdégeno primario e tem sido o agente mais frequentemente
isolado tanto de infeccdes clinicas como subclinicas (WATTS, 1988; BOOTH,
1995; BRAMLEY et al., 1996; BRITO et al., 1999).

Em levantamentos epidemiolégicos nacionais e internacionais, o S. aureus esta
presente em cerca de 50% das infecgcdes da glandula mamaria dos bovinos
leiteiros (BRABES et al., 1999). Em um estudo que analisou 127 amostras de
leite de cinco propriedades leiteiras dos estados de Sao Paulo e Minas Gerais,
encontraram uma prevaléncia de 40,15% para a espécie S. aureus (BRABES
et al., 1999), e em Sergipe, de 893 amostras encontraram S. aureus em 196
amostras que correspondeu a 21,95% (OLIVEIRA; MELO; AZEVEDO, 2009).

A contaminacdo do leite com S. aureus pode ocorrer através das duas vias,
uma vez que se trata de um microrganismo patogénico que pode causar
inflamacdes no Ubere das vacas, além de estar presente em superficies de
utensilios e equipamentos de ordenha (FONSECA, SANTOS, 2000). Nesse
ultimo caso deve-se ressaltar a importancia do homem como reservatério de
S.aureus e principal veiculador do microrganismo em alimentos, de modo geral
(JAY, 1994).
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Esta publicacao descreve a identificacao laboratorial do Staphylococcus aureus
em leite bovino no laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Tabuleiros
Costeiros.

Coleta do leite

A qualidade do resultado dos exames depende da maneira como o material foi
colhido e a rapidez com que foi enviado ao laboratério. A assepsia das maos
do ordenhador com lavagem utilizando dgua e sabao, desinfeccdo com élcool a
70% e secagem com papel toalha. Em seguida, realiza-se a lavagem das tetas
do animal com agua clorada, secagem com papel toalha individual e aplicacéo
de dlcool a 70% utilizando um pedaco de algodao, limpando cuidadosamente
os orificios das tetas. As tetas mais distantes da vaca devem ser higienizada
primeira. Quando as tetas estiverem secas inicia-se a coleta pelas mais
proximas. Descartar os trés primeiros jatos de leite, coletar cerca de 10 ml

de leite em tubo de tampa de rosca e estéreis. Depois da coleta as amostras
devem ser colocadas em recipientes com gelo e encaminhadas ao laboratoério
e deveram ser analisadas dentro de 24 horas. A refrigeracdo é importante para
impedir o crescimento de germes contaminantes, pois as diferencas existentes,
no tempo de crescimento entre os géneros e espécies de microrganismos,
podem permitir que a populacdao de um contaminante sobreponha o patégeno
de interesse. Por essa razao, é recomendavel o congelamento das amostras
quando ndo puderem ser encaminhadas imediatamente ao laboratério. A
identificacao das amostras é muito importante os recipientes deve conter
adesivo para identificacdo do animal e quarto mamario. Outras informacoes
também sdo importantes passar para o laboratério como producao do

leite, resultado do CMT e sinais clinicos apresentados pelo quarto mamario
amostrado. Apds a chegada das amostras ao laboratério, as mesmas séo
encaminhadas para analise microbiolégica e bioquimica para determinacéo da
bactéria.

Analise microbiolégica

Cultivo em agar sangue

A identificacdo comeca com a inoculacdo primdria na placa de dgar 5% de
sangue de carneiro. Em agar sangue as col6nias de estafilococos apresentam-se
com coloracao branca ou amarelada, opacas, cremosas e convexas, sendo que
algumas cepas bacterianas produzem beta-hemdlise (Figura 1).
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Figura 1. colonias de Staphylococcus aureus em
4gar sangue.

Coloracao de gram

Este método baseia-se no fato de que, quando algumas bactérias sdao coradas
pelo violeta de genciana e depois tratadas pelo iodo (lugol), forma-se um
composto de coloracdo escura entre o iodo e o corante, o qual é fortemente
retido pelas bactérias e ndo pode ser facilmente removido pelo tratamento
subsequente com alcool, denominadas como bactérias gram positivas
adquirindo entdo a cor roxa ou violeta. No caso de bactérias que perdem

a coloragcao com o alcool tornam-se vermelhas e sao denominadas gram
negativas. Staphylococcus aureus sdo cocos tipicamente Gram positivas, e com
apresentacao em cachos (Figura 2).

Figura 2. Coloracédo de gram de uma colénia de
S.aureus
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Misturar uma alcada de uma coldnia tipica de S. aureus em uma gota de
solucdo salina numa lamina de vidro, espalhar e fixar na chama do bico de
bunsen. Cobrir a lamina com Cristal Violeta e deixar agir por 1 minuto. Sem
lavar a lamina, adicionar Lugol, deixando agir por 1 minuto. Ainda sem lavar
proceder a descoloracdao com é&lcool acetona por no maximo 5 segundos,

até que a coloracao violeta ndo se desprenda mais da lamina. Enxaguar
imediatamente com agua destilada. Adicionar Fucsina e deixar agir por 30
segundos e enxaguar em agua corrente. Deixar secar e observar em objetiva de
imersao (100x).

Cultivo em sal manitol

E um meio de cultura em placas destinado ao isolamento de Staphylococcus
aureus de amostras biolégicas, em liquidos e produtos lacteos, carnes e
derivados, incluindo conservas e pescados. A degradacdo do manitol com

a producédo de acido muda a cor do meio de rosado a amarelo. Devido

a alta concentracdo de NaCl ha inibicdo de crescimento de bastonetes

Gram negativos e da maioria dos microrganismos. Staphylococcus aureus
fermentadores de manitol produzem col6nias grandes e rodeadas de uma
zona amarela. Os estafilococos nao patogénicos produzem coldnias pequenas
e rodeadas de uma zona vermelha. O Staphylococcus epidermidis e Bacillus
subtillis produzem col6nias brancas. Colonias de Staphylococcus aureus em
meio sal manitol (Figura 3).

Figura 3. Colonias tipicas de S. aureus em meio de
cultura sal-manitol, mostrando da esquerda para direita,
controle do meio sem bactéria, e demais placas com
diluicGes seriadas da bactéria.
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Analise bioquimica

Catalase

Fazer uma emulsdo de uma alcada de uma coldnia tipica de S. aureus em uma
gota de dgua oxigenada (peréxido de hidrogénio) em uma lamina de vidro
(Figura 4). Observar a ocorréncia de borbulhamento imediato (teste positivo) ou
nao (teste negativo). As cepas de S. aureus sao catalase positivas.

Figura 4. Reacdo positiva da catalase.

Coagulase

Realizada através de plasma de coelho/citrato de sédio a 3,8%, retira-se 1 ml
do plasma e mistura com 4ml de solucao fisiolégica, para a realizacdo do teste
é colocado O,5ml por amostra. Apds a inoculacdo, a amostra é incubada a
35°C na estufa, as leituras sédo feitas em 3, 6, 8, 12 e 24 horas e se houver
coagulacao o teste é considerado positivo. O Staphylococcus aureus apresenta
coagulase positiva em até 4 horas.

Oxidacao e fermentacéao (OF)

Este teste é usado para indicar se a fonte de carbono (geralmente glicose) é
utilizada oxidativa ou fermentativamente pela bactéria. E realizado em dois
tubos onde, em um tubo acrescenta 1 ml de vaselina esterilizada (oxidacao:
tubo que ndo contem vaselina; fermentacdo: acontece nos dois tubos). A
leitura é realizada em 24 horas ou mais alguns horas para a observacao na
estufa 35°C, se for positivo o meio torna-se amarelo, se continuar na cor verde
é considerado negativo.
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VP Acetonina

Meio utilizado para avaliar a via fermentativa de utilizacao da glicose pelas
enterobactérias utilizando os testes de Vermelho de Metila e Voges-Proskauer
(VM/VP). Realizaram-se as leituras dos testes para a verificacao da producéao
de acetoina apdés a semeadura de um tubo com caldo VM/VP com um cultivo
puro de S. aureus. Os tubos foram incubados por 24 horas a 35°C. Adicionou-
se primeiramente 0,6 ml de alfa-naftol a 5% e, a seguir, 0,2 ml de KOH a
40%. Procedeu-se a uma agitacdo suave dos tubos para a exposicdo do meio
ao oxigénio atmosférico, deixando-se em repouso por quinze minutos, sendo
logo a seguir efetuada a leitura, que foi repetida apés 45 minutos. Resultados
positivos foram indicados pelo desenvolvimento de cor vermelha quinze e
sessenta minutos apds a agitacao (KONEMAN et al., 2001).

Armazenamento

Os isolamentos de Staphylococcus aureus sao inoculados em meio BHI,
contendo 10% de glicerol, e armazenados a -20°C. A cada dois meses sado
feitos novos repiques para manutencédo do estoque. O estoque da bactéria
é realizado no laboratério para estudos de biologia molecular, resisténcia e
estudos de diagndstico.
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