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RESUMO

Foram examinadas 493 vacas da raga holandesa através do California Mastitis Test™ {CMT) na regido Norte do Parahd,
com o objetive de estudar a ocorréncia de estafilococos coagulase negativos em mastite subclinica bovina. Destas, 150
(30,4%) foram positivas em um ou mais quartos, perfazendo um total de 225 amostras de leite. Em 98 (43,5%) das culturas
foram isolados estafilococos sendo 40 (40 8%} coagulase negativos. Do total de animais pesquisades 37 (7,5%) apresentaram
estafilococos coagulase negativos. Nas provas bioguimicas convencionais e pelo APl Staph System foram identificados a
nivel de espécie 29 (72.5%) ¢ 30 {75,0%) culturas respectivamente, Pelos dois esquemas houve uma predomindncia de 5,

hvicus, 8 chromogenes e S epidermidis.

PALAVRAS-CHAVE: Musrite; Extafilococos; Leite

1 — INTRODUGAO

A mastite ocorre sob duas formas principais; clinica
¢ subclinica. A doenca subclinica € a mais comum, chegan-
do a 97% dos casos (Ahl et al, 1989) reduzindo progressi-
vamente a produgfo de leite, alterando a sua composicdn
guimica bem como diminuindo a vida produtiva da vaca
(Langenegger et al, 1981). Nos EUA, Seykora & Mo Daniel
(1983) estimam as perdas anuais pela mastite em 2 bilhdes
de dolares e Miller & Dom (1987) calculam os custos da
doenca em 187,13 délares por vaca/ano.

A ocorréncia da mastite em vdrias bacias leiteiras
do Brasil foi estudada entre outros por Langenegger et al
(1970} Harrop et al (1975); Miiller et al (1973) & Mader
et al (1983, 1984). Em relagio aos agentes ctiologicos ja
foram relacignados cerca de 43 microrganismos pertencen-
tes a 25 géneros, predominando o Staphvlococciss gqurens
¢ Streptococcus agalactize (Santos & Moreira, 1977 Mac
Donald, 1979; Nader et al, 1984 ¢ Langenegger et al,
1986). Em trabalhos mais recentes vem sendo encentrado
um namero cada vez mais significativo de estalilococos
coagulase negativos, predominando o S epidennidis,
S hyicuy, S. sciurl, S. simdans, 5 xvlosuy e 8 hoenioly-
ticus (Hodges et al, 1984, Langlois et al, 1984, Watts ¢t al,
1984 Rather et al, 1986 ¢ Watts & Owens, 1987,

Com o nimero crescente de novas espécics a identifi-
cagio das mesmas na rotina laboratorial vem sendo dificul-

tada, Os esquemas de Schieifer & Kloos (1975); Kloos &
Schleifer (1975); Kloos et al (1976) e Devriese ef al (1975}
normalmente utilizados requerem grandes quantidades de
meios de cultura, sio demorados ¢ dispendiosos, limitando-
os na prética. Sistemnas de testes bioguimicos miniaturiza-
dos foram desenvolvidos para uma rdpida identificagio das
diferentes espéeies de estafilococos (APl Staph System,
API Staph Ldent ¢ DMS Staph Trac System).

Este trabalho tem por objetivo verificar 2 ocorréncia
de estafilococos coagulase negativos nas mastites subclini-
cas e identificar as espécies mais comuns.

2 — MATERIAIS E METODOS

Animais
Foram examinadas 493 vacas da raga holandesa em
diferentes propriedades da regifo Norte do Parand.

Detecedo das mastites subclinicas

(0 diagndstico presuntive da mastite subclinica na
propriedade [foi realizado através do “Califormnia Mastitis
Test (CMT), segundo Schalm & Noodander (1957).

Colheita das amostras

Dhos gquartos positivas ao CMT. foram colhidas amos-
tras de leite em tubos estéreis com tampa de rosca. A co-
lheita foi precedida de rigorosa anti-sepsia dos tetos com
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dlcoal iodade (Lanpenegger et al, 19813, As amostras fo-
ram transportadas 2o lshoratério acondicionadas em re-
ciplentes com gelo.

[solamento e identificacio

As amostras de leite foram semeadas em placas de
dgar sangue ovino (AS) e incubadas por 24 hs a 379C, sen-
do a identificag@io da familia Micrococcacese realizada
através das caracteristicas morfologicas e tintoriais das
colénias e pela prova da catalase (Blobel & Schiiesser,
1980).

A diferenciagio entre 03 péncros Staphviococous e
Mirracogecies ol realizada pela prova da lisostafing sepundo
Lachica et al {1971,

Az amostras identificadas coma estafilococos foram
testadas quante 3 produgdo de coagulase (Meyer, 1966) e
as negativas identificadas bioguimicamente através de:

a) Provas convencionais sepundo Schleifer & Kloos
(1973); Kloos & Schleifer (1973); Kloos et al (1876) e
Schleifer et al (1983) para a identificagfo de 8. epiderini-
dis, & cohnii, 5 haemolviicus, S, xvloses, S warterd, 5
capitiv, S hominis, S, gimmlans, 8 sciuri ¢ 8 lentus e ainda
Drevriese el al (1978, 1985) para o & hyicus ¢ 5. chromo-
genes: hemdlise em sangue ovino, oxidase, “Clumping-
Factor”, redugito do nitrate, fesfatase alealina, utilizagdo
aerdbica de celobiose, melezitose, salicing, xilose, rafinose,
spoarose, trealose, frutose, sorhitol, manose, lactose, ramno-
se, maltose, galactose, manitel, melibiose, nositol, rbitol,
arabincse, dulcitol, glicose anaerdbica £ crescimento ana-
erobico em tioglicolato.

b) API Staph (APl System — Montalien, Vercieu,
France), constituido pelos seguintes testes: utilizagio de
glicose, frutose, manose, maltose, lactose, trealose, mani-
tal, wilitel, melibiose, rafinose, xilese, sacarose, alfame-
tilglicosamida, MN-acetilplucosamina, redugdo do nitrato,
produgfio de acetil-metilcarbinol, fosfatase alcalina, argh-
nina deidrolase e wrease. O indeulo, tempo de incubagido
¢ a leitura foram realizadas segundo as recomendacTes
do labricante.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAQ

Das 493 wvacas pesquisadas pelo CMT, 150 (30.4%)
apresentaram resultado positivo em wm ou mais guartos,
perfazendo um total de 225 amostras de leite, Deste to-
tal foram isolades estafilococos em 98 (43,5%) amostras,
sendo 58 (59,29%) coagulase positivos e 40 (40.8%) cea-
gulase negativos. Em relagfo ap total de animais exami-
nados 37 (7,50%) apresentaram estalilococos coagulase
negativos em um on mals guartos.

Erskine et al (1986), examinado 690 animais iso-
laram ¢staltlococos coagulase negativos em 24 9% das va-
cas com alta contapem de células somidticas. Rather et al
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{1986) identificaram em 142 amostras de leite 84 (59,2%)
estafilococos sendo 23 (27,4%) 8 aurews ¢ 61 (72,6%)
de coagulase negativos,

Pelas provas bioquimicas convencionais foi possivel
identificar 29 (72,5%) das 40 amostras de estafilococos
coagulase negativos estudadas, sendo 10 (25.0%) amos-
tras de S hyicus, 06 (15,0%) S. chromogenes, 06 (15,0%)
S, epidermidis, 02 (5,0%) S, simwlans, 02 (3,0%) 5 war-
neri, Ol (2,5%) 8. xplosus, 01 (2,5%) 8. cohnii e 01 (2,5%)
S5 hominis, Em 05 (12,5%) amostras ndo fol possivel uma
diferenciagfio conclusiva entre S, warneri e 5 haemolyricus
(tabela 1.

Pelo API Staph, basicamente desenvolvido para ca-
racterizar amostras de origem humana (Brun et al, 1978 ¢
Commell, 1980} foram identificadas 30 {?S_O%} das
40 amostras: 09 (22.5%) S Ryicus, 06 (15,0%) S epider-
midis, 03 {7.5%) 8§ chromogenes, 03 {7.5%) 8 xylosus,
03 (7.5%) S haemolyticus, 02 (50%) S capitdy, 01 (2,5%)
& eohnii, 01 {2.5%) 8. warperd, 01 (2,5%) 5. soiurf ¢ 01
(2.5%) 5, simudans (Tabela 1),

Podemos observar que neste trabalho a identificacio
das espéeies 8 Jivicus e 8 gpidermidis foi mais precisa tan-
to pelo sisterna convencional quanto pelo APT Staph. MNes-
te estudo observamos gue em 21 (32,5%) amostras houve
concordincia na fdentificagdo pelos dols sistemas, sendo
de 100% para o & epidermidis ¢ de 90, U% para o 8, fyicus
{Tabela 1)

Apesar da dificuldade de caracterizar biogquimicamen-
te as espécies de estafilococos coagulase negatives isolados
de infecc@es intramamdrias, os resultados obtidos se apro-
wimam aos encontrados na literatura. Hodges et al (1984)
analisaram 63 amostras de estafilococos coagulase negativos
pelo sistema de Kloos ¢ Schleifer e encontraram 19 (30,1%)
S hvicus, 17 {26.9%) 8. haentolviicus, 04 (6,3%) S, epider-
midis, 03 (4,7%) 5. fhominis, 01 (1,5%) 5 capitis ¢ 19
(30,1%) culturas ndo foram classificadas pelo sistema de
identificacdo utilizado, Langlods et al (1984) examinaram
551 estafilococos e Ldenhf"saﬂm 131 {22 5%) & qureus,
24 (4,1%) 5 epldermidiz, 230 (3%.5%) S Avicus, 66
(11.3%) 5 sirmudans, 45 II:".-’,'.-_"".-'-’:-:I S hominis, 23 (3 9%)
Soxwlosus e 14 (2.4%) 8 warneri entre outros, Watts el
al (1984) examinande 54 culturas de estafilococos coapu-
lase negativos identificararm 10 (18,5%) 5. chromogenes,
10 {18,5%) 8 simulans, 09 (16,6%) 5 Apices, 07 (12.9%)
S epidermidis, 06 (11,1%) 5. warnert, 05 (9,2%) S haemao-
Wticus, 03 (5.5%) S xyloswes, 01 (1,3%) 5 cohmii ¢ 03
(5.5%) ndo classificadas. Watts & Dwens (1987 trabalhan-
do com 353 amostras de coagulase negativos, identificaram
em 82,1% 5, epidermidis, S. hyicus e S, chromogenes.

Os resultades obtidos mostram a importéncia dos
estafilococos coagulase negativos na mastite subclinica bo-
vina e confirmam a dificuldade de identificagfio a nivel
de espiécie na rotina laboratorial!
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TABELA 1 — IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DE 40 AMOSTRAS DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE
NEGATIVOS ISOLADOS DE MASTITE SUBCLINICA BOVINA

Esquema de [dentificacao Espécies igualmente identificadas
Espécies API Staph * Provas convencionais =" peto AP[, Sta_ph*: € provas
convencionais
NO % nNO % e %

5. epidermidis & 15,00 & 15,00 =} 100
8. sintulans ] 2.50 2 5,00 1 50,00
& xplosus 3 7,50 1 2,50 ] 33,33
5 cohaif 1 2,50 1 250 0 0,00
S, warnert 1 2,50 2 3,00 0 0.00
& hacmoly ticus 3 71,50 0 0,00 0 0,00
S homrinis 0 0,00 I .50 0 1,00
8, capitis 2 5.00 0 0,00 0 0,00
5 hyicus Q9 2250 10 25,00 g a0, ()
5 chromogenes 3 7,50 & 15,00 2 33,33
&, seluri 1 2,50 0 0.00 0 0,00
S, warnerilS, haemolyticus™ ™" 0 0,00 5 12,50 0 0,00
NFo identificdvels 10 25,00 & 15,00 2 20,00

TOTAL 40 100 40 100 21 52,50

* API System — Montalieu, Vercieu, France

** Sepundo Schleifer & Kloos (1975); Kloos & Schleifer {19735); Kloos et al (1976); Schleifer et al (1983) e Devriese et al

(1978 ¢ 1985)
T4 Amosttas ndo diferenciadas conclusivamente.

BELOTL V.: MULLER, E.E.; MEGID, J.; ROCHA, L.C.: METTIFOGQ, E_; FREITAS, J.C. — Occurence and caracterization

of coagulase - negative staphylocococel from subclinical mastitis in dairy cartle, Parani, Brazil.

SUMMARY

A total of 493 hollanders cows were examinated through California Mastitis Test (CMT) in the MNorth region of Parand,
with target of studing the occurence of coagulase negative staphylococci on subclinical bovine mastitis. From these ones.

150 {30.4%) were positives in one or more quarters, making up a

total of 225 milk samples. In 98 (43.5%) cultures, were

isolated staphylococei, being 40 (40.8%) coagulase negative. From the total of animals, 37 (7.5%) showed staphylococci

coagulase megative. In the biochemical conventional proves an

level, 29 (72.5%) and 30 (75.0%) cultures respectively. In
chremmogenes and 8. epidermidis.

EEY-WORDS: Mastitis; Staphylococei; Milk

d by APIStaph System were identificated, ina species
both of the schemes there was a predominance of 5, fivicus, 5,
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