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Mastites subclinicas ocasionadas por infec¢des intramamarias por estafilococcos coagulase
negativos (ECN) tém sido relatados em muitos sistemas de produgéo leiteira no mundo todo
(THORBERG et al., 2009). Mais de 50 espécies e subespécies de estafilococos tém sido
caracterizados. O género é dividido em estafilococos coagulase positivos e estafilococos
coagulase negativos (ECN), baseado na sua habilidade em coagular o plasma (PYORALA e
TAPONEN, 2009). Comumente, a diferenciagdo entre espécies de ECN é baseada nas

propriedades morfolégicas e bioguimicas.

No diagnéstico de mastite de rotina, ECN tém sido tradicionalmente considerados patégenos
menores, especialmente em relagdo ao Staphylococcus aureus, estreptococos e coliformes.
A principal razao para isso é que mastites causadas por ECN sdo geralmente brandas e
geralmente permanecem subclinicas. A infeccdo por ECN também esta associada ao
aumento da contagem de células somaticas (CCS), o que pode resultar em perdas
econdmicas devido a desvalorizagdo da qualidade do leite, bem como a diminuicdo da
producao de leite (TAPONEN et al., 2006).

Mastites clinicas e subclinicas causadas por infec¢des intra-mamarias com ECN é comum
em muitas fazendas leiteiras do mundo todo. Em alguns rebanhos, as infec¢des por ECN
podem levar a altos niveis de CCS no tanque de expansao, ao aumento de casos de mastite
clinica, ou ambos. Entretanto, as informacdes a respeito de como a infeccao comeca e se

alastra pelo rebanho com a infec¢éo pelos ECN sao precarias.

Os estudos relacionados a mastite por ECN sdo complicados, tendo em vista que os ECN
sdo comumente referidos como pertencentes a um grupo de bactérias, mas que na

realidade consistem em diferentes espécies. Mais de dez diferentes espécies tém sido
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isoladas a partir de amostras de leite bovino mastitico e as espécies mais comumente
relatadas sdo Staphylococcus chromogenes e Staphylococcus simulans. Staphylococcus
epidermidis também tém sido frequentemente isolado. As espécies mais comumente
encontradas sdo Staphylococcus chromogenes, Staphylococcus simulans, Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus haemolyticus. Outros ECN
frequentemente mencionados sdo S. warneri, S. saprophyticus, S. schleiferi e S.
lugdunensis (THORBERG et al., 2006).

Para as mastites por ECN, assim como para outros agentes, a prevengdo € a chave para
combater o problema. Entretanto, mais conhecimento e experiéncia sdo necessarios para
gue o controle e as estratégias de prevencdo sejam efetivas. ECN tendem a ser mais
resistentes do que S. aureus, e facilmente desenvolvem multirresisténcia. O mecanismo de
resisténcia mais comum € a producéo de beta-lactamases, o0 que resulta a resisténcia para
penicilina G e aminopenicilinas, e alguns destes podem carregar o0 gene mecA de
resisténcia a oxacilina. Pelo uso indiscriminado de antibiéticos, cepas multirresistentes séao
isoladas de bovinos com mastites por ECN, dificultando portanto o seu controle (MACHADO
et al. 2008).

O presente estudo descreve a identificagcdo de cepas de ECN causadoras de mastite
subclinica, isoladas de dez diferentes propriedades de rebanhos bovinos do Estado de Séo
Paulo e o perfil de sensibilidade destes agentes aos antimicrobianos comumente utilizados

em medicina veterinaria.

Colbnias bacterianas suspeitas (com 2 a 3 mm de didmetro, de coloracéo branca a amarelo
dourado e hemoliticas (Quinn et al., 1994) foram coradas pelo método de Gram com o
objetivo de visualizar morfologia e caracteristica tintorial. Cocos agrupados em forma de
“cacho-de-uva”, Gram positivos, foram submetidos as provas de catalase e coagulase
(KONEMAN et al, 2008). O género Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com
base nas provas de oxidagdo e fermentacdo da glicose, e pela resisténcia a bacitracina
(0,04 V), indicada pela auséncia de halo de inibicdo ou formacao de halo de até 9 mm e pela
sensibilidade a furazolidona (100 mg) caracterizada por halos de inibicdo de 15 a 35 mm de
didmetro (BAKER, 1984).

Posteriormente, foram realizadas as provas de fermentacdo de aclUcares maltose, trealose,
manitol, resisténcia a polimixina B (300Ul) e B-galactosidase, com a finalidade de diferenciar
S.aureus de outros Staphylococcus coagulase-positiva, como S. intermedius, S. scheiferi

subsp. coagulans e S. hyicus (KONEMAN et al. 2008). Posteriormente a confirmacdo da
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espécie, as amostras foram conservadas em caldo cérebro coracdo com glicerol a 25% e
mantidas em freezer a - 80°C.

Para a diferenciacdo das espécies de ECN foi utilizado o método simples modificado
proposto por Cunha et al. (2004), o qual consiste na fermentacdo dos aguUcares xilose,
sacarose, trealose, maltose e manitol, producdo de hemolisina e crescimento anaerébico em
caldo tioglicolato. As linhagens foram mantidas a 37°C por 72 horas. Quando necessario e
de acordo com os resultados obtidos no método simples modificado, para complementar a
classificagcdo das diferentes espécies e subespécies de ECN também foram utilizadas como
provas bioquimicas reducdo de nitrato, producdo de urease e/ou ornitina descarboxilase,
fermentacdo de B-D-frutose e resisténcia a novobiocina (5 pg). Foram realizadas ainda
antibiogramas com a utilizagdo dos discos de novobiocina (5ug) e polimixina B (300 Ul),
bem como furazolidona (100ug) e bacitracina (0,04 Ul), para diferenciagdo entre os géneros
Micrococcus e Staphylococcus (KONEMAN et al., 2008). Cepas de referéncia internacional
de espécies de ECN foram utilizadas como controle, S. epidermidis (ATCC12228), S.
simulans (ATCC 27851), S. warneri (ATCC 10209), S. xylosus (ATCC 29979) e S.
saprophyticus (ATCC 15305).

Resultados

Foi realizado perfil de sensibilidade antimicrobiana para todas as amostras de estafilococos
isoladas, de acordo com Bauer et al. (1966), em placas contendo Agar Mueller Hinton.
Foram utilizadas as seguintes drogas para o antibiograma: gentamicina (10ug), tetraciclina
(30ug), penicilina G (10 U.L), neomicina (30ug), ampicilina (10ug), sulfazotrim (25ug),

oxacilina (10ug), cefalexina (30ug) e enrofloxacina (5ug).

Um total de 158 cepas de Staphylococcus spp. foram identificadas, sendo 61 ( 38,6%)
amostras de estafilococos coagulase positivos e 97 ( 61,4 %) amostras de estafilococos
coagulase negativos. Destes, as espécies identificadas foram S. warneri (30,7%), S. pasteuri
(17,8%) e S. saprophyticus subesp. bovis (15,8%), seguido por S. lugdunensis (9,9%), S.
auricularis (6,9%), S. haemolyticus (3,9%), S. epidermidis (3,0%), S. xylosus (3,0%), S.
schleiferi subesp. schleiferi (3,0%), S. sciuri subesp. sciuri (2,0%), S. capitis subesp.

urealyticus (2,0%), S. muscae (1,0%) e S. carnosus subesp. carnosus (1,0%)
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As 97 amostras de estafilococos coagulase negativas revelaram 47,4% das amostras
resistentes a ampicilina (10 pg), 46,4% resistentes a penicilina G (10 Ul), 27,8% resistentes
a tetraciclina (30 ug), 12,4% resistentes a enrofloxacina, 10,3% resistentes a neomicina,
11,3% resistentes a gentamicina(10ug) e sulfadiazina (25 pg), 9,3% resistentes a oxacilina
(10 pg) e 5,2% resistentes a cefalexina (30 pg), ndo havendo diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao perfil de sensibilidade antimicrobiana para as nove drogas
testadas.

Nas duas ultimas décadas, os ECN tém emergido como agentes patégenos significativos
tanto para medicina humana quanto para medicina veterinaria (SAWANT et al., 2009). A
presenca de beta-lactamases em ECN tem sido observada em isolamentos procedentes de
humanos e animais. A producéo de beta-lactamases tem sido relatada em 21 a 84% dos
ECN isolados de vacas leiteiras com mastites. Mais recentemente, Taponen et al. (2006)
relataram a presenca de beta-lactamases em 19% dos ECN que causaram mastite em

vacas lactantes.

Estafilococos coagulase negativos apresentam uma ampla variedade de espécies. Relatos
da literatura incluem como espécies predominantes isoladas de rebanhos leiteiros S.
simulans, S. epidermidis, S. hominis e S. xylosus (LUTHJE e SCHWARZ, 2006). No
presente estudo, S. warneri foi o ECN com maior prevaléncia de isolamento (30,7%),
seguido por S. pasteuri (17,8%) e S. saprophyticus subesp. bovis (15,8%). Quanto ao
estudo da sensibilidade antimicrobiana nos ECN, observou-se a resistencia a penicilina em
46,4% dos estafilococos coagulase negativos e, quanto a ampicilina, em 47,4% dos

estafilococos coagulase negativos.

A resisténcia a penicilina foi a observacédo mais frequente observada em trabalho conduzido
por Machado et al. (2008), obtendo-se 93,5% das amostras resistentes a droga. No presente
trabalho, observou-se também que houve resisténcia a pelo menos um principio ativo
testado em 61,9% das cepas coagulase negativas, demonstrando que os ECN também séo

uma preocupacao em relacdo a terapéutica para as mastites em propriedades leiteiras.

Concluséao
As analises microbiolégicas do leite de vacas com mastite subclinica apresentou
estafilococos coagulase negativos resistentes a pelo menos uma das nove drogas testadas,

tendo apresentado alto grau de resisténcia a ampicilina e ampicilina, o que demonstra que,
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além dos ECN serem responsaveis por grandes prejuizos a pecuéria leiteira, podem
apresentar resisténcia a diversos antibioticos comumente utilizados em medicina veterinaria.
Desta forma, torna-se necesséario o isolamento e identificacdo destes agentes para que
sejam realizadas as provas de sensibilidade antimicrobiana e uso de terapéutica adequada.
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