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Introducio: A mastite bovina € a principal doenca do gado leiteiro em todo o mundo, devido
a sua elevada ocorréncia, aos prejuizos econdmicos que acarreta aos produtores e a perda da
qualidade do leite. Dentre os agentes da mastite, o Staphylococcus aureus € o mais
frequentemente isolado. Sabe-se que o conhecimento do perfil molecular deste micro-
organismo € de fundamental importincia para uma melhor compreensdo dos estudos
epidemioldgicos de dispersdo deste patdgeno nas propriedades rurais, assim como para o
estabelecimento de protocolos de controle. Diante do exposto, idealizou-se o presente trabalho
com a finalidade de identificar e confirmar genotipicamente as estirpes de S. aureus isoladas
nos casos de mastite e dos principais pontos criticos de contaminac¢io durante o processo de
obtencdo do leite, por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a partir da
amplifica¢do de fragmento de DNA cromossomal especifico do S. aureus.

Material e Métodos: Durante o més de Marco de 2009, um total de 36 vacas pertencentes a
uma propriedade rural situada no Municipio de Sacramento-MG, foram submetidas a prova
do California Mastitis Test (CMT). Foram colhidas de acordo com os procedimentos
recomendados pelo National Mastitis Council, em tubos de ensaio esterilizados, amostras de
leite dos quartos reagentes ao CMT, e do leite de conjunto contido no tanque de expansdo da
propriedade. Paralelamente, foram colhidas, amostras dos Ostios papilares, dos latdes,
coadores, dos insufladores da ordenhadeira mecéanica, da superficie do tanque de expansio
individual e da dgua utilizada para higienizacdo dos equipamentos, totalizando 37 amostras.
As amostras foram transportadas em caixa de material isotérmico contendo gelo e levadas ao
Laboratério de Andlises Microbiolégicas de Alimentos de Origem Animal e Agua,
Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Reprodug¢do Animal, FCAV, Unesp —
Campus de Jaboticabal — SP, para isolamento, identifica¢do fenotipica e genotipica. Todas as
amostras obtidas foram semeadas em Agar Baird-Parker e incubadas a 37 °C por 48 horas.
Para a identificagcdo bioquimica as coldnias que revelassem a presenca de cocos G+ em
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esfregacos corados pelo método de Gram foram submetidas as provas de catalase e coagulase
lenta com plasma de coelho. Em seguida, as estirpes foram, entdo, submetidas a prova para
verificacdo da producdo de acetoina e utilizagdo ou ndo da maltose e da trealose. Para a
extracio do DNA bacteriano foi utilizado o Kit Invitek - Uniscience®, que contém o
protocolo de extragdo de DNA para bactérias Gram positivas. Posteriormente, a confirmacio
molecular dos isolados de S. aureus, para a identificacdo da espécie, foi feita a partir da
amplifica¢do de fragmentos de DNA cromossdmico especifico do S. aureus de acordo com o
protocolo descrito por Martineau et al. (1).

Resultados e Discussao: Das 37 amostras colhidas nos diversos sitios, foram isoladas 26
(70,3%) estirpes caracterizadas bioquimicamente como pertencentes a espécie de S. aureus.
Entretanto, somente em 13 (50,0%) amostras foi possivel a amplificacdo de fragmento de
DNA cromossomico especifico da espécie de S. aureus. Os pontos de colheita de amostras
que apresentaram maior frequéncia de isolamento de estirpes de S. aureus foram o leite das
vacas reagentes ao CMT (38,5%), os Ostios papilares (23,1%) e os insufladores das
ordenhadeiras mecanicas (23,1%). Ferreira (2) ao estudar 245 estirpes de S. aureus isoladas
dos casos de mastite e de outros sitios de localizacdo em uma propriedade rural localizada no
estado de Sao Paulo, observou que os isolamentos foram mais frequentes entre as amostras de
leite, seguidas pelas amostras dos dstios papilares e dos insufladores. Do mesmo modo,
Oliveira (3), em estudo realizado em cinco propriedades leiteiras da regido noroeste do estado
de Sdo Paulo, observou que o leite foi o ponto de colheita que apresentou maior ocorréncia de
estirpes de S. aureus. Considerando-se que os S. aureus sdo patdégenos contagiosos, cujos
principais sitios de localizacdo nos animais sio representados pelo leite dos quartos infectados
e superficies da pele do tibere e do teto, e que a transmissdo destes micro-organismos ocorre
usualmente entre as vacas durante a ordenha, os isolamentos observados no presente estudo
podem estar diretamente associados a auséncia da execucdo dos procedimentos de antissepsia
dos tetos antes e apds a ordenha.

Conclusoes: Os resultados obtidos sugerem maiores cuidados na identificagdo dos principais
pontos de transmissdo das estirpes de S. aureus no fluxograma de producdo leiteira, e a
participacdo dos bovinos leiteiros como importantes reservatorios destes micro-organismos.
Tais achados corroboram, ainda, com a imperiosa necessidade da adocdo de algumas medidas
voltadas para o estabelecimento de um programa de controle da mastite nessa propriedade,
como a utilizacdo do California Mastitis Test (CMT) ou Contagem de Células Somiticas
(CCS) para a detecgdo dos casos de mastite subclinica, e a realizacdo da antissepsia dos tetos,
por meio da utilizag¢do do pré e do pds-dipping.
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