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1. Introdugéo

Bactérias do género Staphylococcus estdo entre os principais agentes
etiolégicos da mastite bovina. Entre as espécies mais frequentemente isoladas, S.
‘aureus é um patégeno primario, responsavel por infecgdes clinicas e subclinicas e
altas contagens de células somaticas (CCS) no leite (NMC, 2004). As demais
espécies de Staphylococcus, em sua maioria ndo produtoras de coagulase,
compreendem cerca de 40 espécies e subespécies (BANNERMAN, 2003). A
presenca de Staphylococcus coagulase negativos (SCN) na glandula mamaria esta,
geralmente, associada a quadros moderados de inflamagédo. Entretanto, em
‘rebanhos com baixa CCS essas bactérias contribuem para o aumento da CCS do

leite total do rebanho (SCHUKKEN et al., 2009). |
O desenvolvimento de diferentes técnicas de biologia molecular viabilizou a
busca de métodos mais eficazes de identificagdo e caracterizagdo de
microrganismos. O sequenciamento do gene do 16S RNA ribossomal tem sido
extensivamente usado com finalidade taxondmica e filogenética. Em estudo recente
conduzido por Lange et al. (2011a), espécies de Staphylococcus isoladas de mastite
bovina foram identificadas com sucesso pelo sequenciamento do rDNA 16S. Os
estudos foram ampliados, culminando com a identificagdo de seis espécies de
Staphylococcus de mastite pelo sequenciamento do rDNA 16S, além de S. aureus
(LANGE et al., 2011b). Como o sequenciamento de acidos nucleicos € uma técnica

restrita a alguns laboratérios, o objetivo deste estudo foi testar um esquema
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simplificado de caracterizagdo fenotipica para a identificagdo destas seis espécies

de SCN, que pudesse ser utilizado na rotina de diagnéstico da mastite bovina.

2. Material e métodos

2.1. Isolados bacterianos

Foram analisados 70 Staphylococcus spp. coagulase negativos isolados de
quartos mamarios individuais de fémeas bovinas oriundas de rebanhos localizados
na Zona da Mata de Minas Gerais. As bactérias foram identificadas em espécies em
estudo anterior (LANGE et al., 2011b) pelo sequenciamento parcial do gene rDNA
16S: S. chromogenes (n=31), S. sciuri (n=11), S. haemolyticus (n=7), S. epidermidis
(n=7), S. simulans (n=7) e S. hyicus (n=7).

2.2, Caracterizagao fenotipica

As seguintes caracteristicas fenotipicas dos isolados foram analisadas:
aparéncia da coldnia, presenga de hemdlise, produgdo de coagulase em tubo,
resisténcia a novobiocina, presenga de hemolise sinergistica com S. intermedius
(CAMP), produgdo de acetoina (teste de Voges-Proskauer — VP) e de
desoxirribonuclease (DNase), utilizagdo de trealose e manitol e presenga de
citocromo-oxidase. Os testes foram realizados de acordo com Thorberg e
Brandstrém (2000) e Bannerman (2003). Cepas-padrdo da American Type Culture
Collection (ATCC) foram usadas como controles positivos e negativos dos testes.

3. Resultados e discussao

Os resultados dos testes fenotipicos realizados com os 70 isolados de SCN
estdo resumidos na Tabela 1. S. chromogenes apresentou colénias de coloragdo
creme ou amarelada, muitas vezes com aspecto mucoide. A maioria dos isolados
produziu DNase. S. sciuri apresentou col6nias brancas ou amarelas, estas Ultimas
com aspecto mucoide. Todos os isolados apresentaram resisténcia a novobiocina e
quatro isolados apresentaram reagdo positiva no teste da oxidase. A resisténcia a
novobiocina diferenciou S. sciuri das outras cinco espécies analisadas neste estudo.

S. haemolyticus apresentou colénias com coloragéo creme ou amarela e

hemodlise fraca. A maioria dos isolados produziu acetoina e todos produziram



DNase. S. epidermidis apresentou coldnias pequenas, brancas ou acinzentadas. A
maioria dos isolados produziu acetoina. S. simulans apresentou colénias brancas e
a maioria dos isolados utilizou manitol e trealose. S. hyicus apresentou coldnias
grandes e brancas. A maioria dos isolados produziu DNase e trés isolados foram
coagulase positivos, sendo este Ultimo um resultado esperado, por se tratar de uma
espécie coagulase-variavel (TAPONEN et al., 2012).

Embora o fator CAMP com S. intermedius tenha sido observado em alguns
isolados, os resultados nao foram considerados na analise final porque a bactéria-
padrdo nao apresentou beta-hemolise. As caracteristicas analisadas neste estudo
podem sugerir a identidade do isolado, mas ndo fornecem uma identificagdo
definitiva do mesmao.

Tabela 1 - Caracteristicas fenotipicas analisadas em 70 isolados de Staphylococcus
coagulase negativos de mastite bovina

Identificagdo* | N° [ Hem Coag VP CAMP | Man Tre DNase | Oxi Novo
5, - . - - : 5 = = 5
chromogenes | > | 31/31) | (31/31) | (30/31) | 26131) | (26/31) | (25/31) | 29131) | (31/31) | (31/31)

. - - - - - - - - -+ R

S-seiuri | 1 i1y | ) | anny | atan | an | anng | aan | any | au

S. 7 +. - + + - = + = [
haemolyticus am | am | ©em | em | am | em | @m | @ | am
S.

Wl - . + . . . . . S
epidermidis | 7\ oy | amy | @ny | @ | am | amy | ©m | am | am
S. simulans 7 - - - - + + & - S

@ | @n | em | 6m | @ | @an | em | am | am

S. hyicus 7 - - = - - - + - S

@ | @n | e | an | e | e | em | an | am
Total: 70

* Por sequenciamento do rDNA 16S (Lange et al., 2011b). — reag&o negativa; + rea¢ao positiva; Hem-
hemolise; Coag-coagulase; VP-produgao de acetoina; CAMP-hemélise sinergistica com 8.
intermedius; Man-manitol; Tre-trealose; DNase-desoxirribonuclease; Oxi-oxidase; Novo-novobiocina

4. Conclusodes

As caracteristicas fenotipicas analisadas n&o foram suficientes para a
identificagéo das seis espécies de Staphylococcus coagulase negativas isoladas de
mastite bovina, podendo apenas auxiliar na identificacdo de isolados destas
‘espécies.




Agradecimentos

A Embrapa e Fapemig pelo apoio financeiro (MP 01.09.01.003.05.02 e CVZ
APQ 00165/11). Ao CNPq, pela bolsa PIBIC concedida & Fabiana Santos da Silva.

ABSTRACT

Phenotypic characteristics of 70 coagulase-negative staphylococci isolated from
bovine mastitis were analyzed. These characteristics were colonial appearance,
presence of hemolysis, coagulase and acetoin production, DNase activity, CAMP
reaction with S. intermedius, acid production from mannitol and trehalose, presence
of the cytochrome oxidase system and sensitivity to novobiocin. The phenotypic
characteristics analyzed were not sufficient to identify the six species of coagulase-
negative Staphylococcus. They can however help in the identification of isolates of
these species.
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