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RESUMO - O presente estudo objetivou averiguar a origem de trinta cepas de Staphylococcus aureus
produtoras e ndo produtoras de enterotoxinas isoladas de leite de vacas com mastite subclinica. Para isto, as
cepas foram submetidas ao sistema de biotipagem proposto por Devriese, verificando o comportamento destas
aos testes bioquimicos de produgdo de estafiloquinase (K), beta — hemdlise (), coagulagdo de plasma bovino
(CPB) e crescimento na presenca de cristal violeta (CV). As 30 cepas de S. aureus foram subdivididas em nove
biétipos sendo quatro com hospedeiro especifico classificadas nos bidtipos aviario (05), bovino (02), humano
(01) e ovino (01), e cinco bittipos hospedeiros ndo especifico com 21 cepas que apresentaram as seguintes
caracteristicas bioquimicas K-;B+;CPB-;CV:A (06), K-;p+;CPB-;CV:C (05), K-;3+;CPB-;CV:E (04), K-;B-
;CPB-;CV:C (03) e K-;B-;CPB-;CV:E (03), que podem ser isoladas de humano, bovino, e ave. O biétipo
hospedeiro ndo especifico foi 0 mais fregliente tanto entre as cepas produtoras de enterotoxinas, como das ndo
produtoras. O predominio deste biétipo sugere que ha deficiéncia, no manejo dos animais com riscos a salde
publica.

Palavras-Chave: S. aureus, biotipagem, enterotoxina, mastite, leite de vaca.

ABSTRACT - The present study aimed to determine the origin of thirty enterotoxin producing and non-
producing strains of Staphylococcus aureus isolated from milk of cows with subclinical mastitis. For this,
strains were screened by a biotyping method proposed by Devriese, basing on their production of staphylokinase
(K), beta - hemolysis (B), coagulation of bovine plasma (CPB) and growth on crystal violet (CV). The 30 strains
of S. aureus were grouped into nine biotypes and four of them were host-specific biotypes, as follows: aviary
(05), bovine (02), human (01) and sheep (01). Twenty-one strains belonged to five non-host-specific biotypes
with the following biochemical characteristics: K - B +; CPB -; CV: A (06), K- +; CPB-; CV: C (05), K-  +;
CPB-; CV: E (04), K- B -; CPB-; CV: C (03) and K- B -;-CPB; CV: E (03); strains grouped into some of these
groups could be isolated from human, bovine, and bird. The non-host-specific was the most frequent biotype
among enterotoxin producing and non-producing strains. The predominance of non-host-specific biotypes
points to the occurrence of a deficient animal management with risks to public health.

Keywords: Staphylococcus aureus, biotyping, enterotoxin, mastitis, cow milk.

INTRODUCAO Os patogenos causadores de mastite bovina podem
ser divididos em dois grandes grupos; 0s
A mastite bovina é conhecida como a doenca que contagiosos, sendo 0s mais  importantes
acarreta maior gasto as propriedades leiteiras Staphyococcus aureus, Streptococcus agalactiae e
representando 70% das suas perdas econémicas, as S. dysgalactiae, e os patdégenos ambientais, grupo
quais sdo atribuidas a queda na producdo, ao no qual se destacam as espécies Escherichia coli e
descarte de leite contaminado, assisténcia Streptococcus uberis (Martins et al., 2010).
veterinaria, gastos com medicamentos e mao de
obra, diminuicdo do valor comercial e reposi¢do do Dentre as espécies de estafilococos coagulase-
plantel (Martins et al., 2006). positivas, as de maior ocorréncia na etiologia
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infecciosa da mastite bovina sdo S. intermedius, S.
hyicus e S. aureus, esta Ultima espécie é a de maior
importancia, pela elevada prevaléncia (Zafalon et
al., 2009) e por representar riscos a sadde publica,
quando isolada de leite e produtos lacteos (Garcia et
al., 1980). O S. aureus aparece como um dos mais
prevalentes, e quando estabelecida nas glandulas
mamarias do animal lactante, é dificil de ser
erradicado (Brito et al., 2000).

Uma variedade de métodos € necessario para
controlar a mastite causada por S. aureus e um dos
caminhos € minimizar o contato do Ubere com cepas
virulentas habeis para causar doencas cronicas.
Neste proposito muitas informacdes sdo necessarias
sobre a sua epidemiologia (Myllys et al., 1997).

O S. auerus tem como reservatorio a pele dos
quartos do Ubere e tetos da vaca, e pode ser
transmitido entre as vacas durante a ordenha.
Todavia, cepas advindas de outras origens também
podem ser disseminadas. A mistura desordenada
existente no convivio dos animais pode possibilitar
a transmissdo desta espécie de um animal para
outro, facilitando assim a contaminacdo destes
(Behme et al., 1996; Silva et al., 2000).

Cepas desse microrganismo podem apresentar um
potencial epidemiol6gico e de viruléncia variavel.
Portanto, estudos epidemiolégicos detalhados
dependem da disponibilidade de sistemas de
biotipagem que diferenciem cepas pertencentes a
mesma especie de bactéria. A identificacdo da
origem de contaminacdo e mecanismos de
transmissdo possibilita controlar a disseminacéo de
infeccBes. Na microbiologia veterinaria, varias
técnicas sdo aplicadas para caracterizacdo de cepas
S. aureus isoladas de bovinos (Zadoks et al., 2000).

Segundo Aasrestrup, Wegener & Rosdahl, (1995)
diferentes métodos de tipagem como tipagem por
antibiograma, biotipagem, fagotipagem,
ribotipagem e perfil plasmidial, podem ser aplicados
em estudos epidemioldgicos de mastite bovina
causada por S. aureus. Estes pesquisadores
concluiram que o melhor método de tipagem é a
ribotipagem, mas também a fagotipagem e a
biotipagem apresentaram bom poder
discriminatorio.

Myllys et al. (1997), estudando a epidemiologia da
mastite bovina por S. aureus utilizando métodos
baseados na PCR (Random Amplied Polymorphic
DNA Analysis), ribotipagem e biotipagem,
concluiram que os métodos moleculares apresentam
vantagens, no entanto, os resultados usando
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métodos convencionais de tipagem ndo deveriam ser
desprezados inteiramente. Estes tém permitido uma
indicacdo da origem da contaminagdo em produtos
alimenticios, com o bi6tipo bem correlato com o
animal hospedeiro (Lamprell et al., 2004).

O género Staphylococcus é adaptado ao hospedeiro
e essa proximidade é um meio de conhecer espécies
préprias de humanos e ou de outros animais.
Estudos classicos com Staphylococcus coagulase
positiva isolados de diferentes grupos de animais ja
mostravam que eles sdo  bioguimicamente
heterogénicos e podem ser separados em varios
biétipos (Hajek, 1976). Neste aspecto, a diferenca
nas caracteristicas observadas em diversas cepas de
S. aureus isoladas de diferentes animais, enfatiza a
importancia  do  animal hospedeiro  no
desenvolvimento de um bi6tipo especifico de S.
aureus e prove uma Util e pratica ferramenta para
tracar a origem de cepas isoladas de uma infeccdo
ou de produtos alimenticios (Dimitracopoulos et al.,
1977)

O envolvimento de S. aureus em doencas humanas
e de animais, e sua vasta freqiéncia no ambiente
tém justificado investigacfes com método Util para
subdividir esta especie em variedades ou
subespécies. Pesquisadores vém extensivamente e
h4& varios anos utilizando  caracteristicas
bioquimicas tais como presenca de estafiloquinase,
coagulacdo de plasma bovino, tipo de crescimento
em Agar cristal violeta, producdo de p-hemolise e
formagdo de pigmento, para dividir este organismo
em variedades ou bidtipo (Meyer, 1967; Hajek,
1976; Dimitracopoulos et al., 1977; Devriese, 1984;
Shimizu et al., 1986; Al-Tarazi et al., 2009).

Devriese (1984) desenvolveu um sistema de
biotipagem que €é baseado em caracteristicas
bioquimicas usando quatro testes: presenca de
estafiloquinase, coagulacdo de plasma bovino, tipo
de crescimento em Agar cristal violeta e produgdo
de PB-hemolise. De acordo com este sistema, a
bactéria S. aureus é assinalada como humana,
bovina, ovina, aviéria e cinco biovars hospedeiro
ndo especifico {bidtipo ou ecovar} (Al-Tarazi et al.,
2009).

A reacdo do S. aureus ao cristal violeta, classificada
como violeta (humana), branca (canina) ou amarela
(bovina), tem sido usada para separar bidtipos de
origem humana e animais (Barer et al., 1992;
Marques et al., 2006). Sua ampla distribuicdo na
natureza, particularmente nas narinas de varias
espécies de animais de sangue quente, evidencia que
bidtipos especificos possam ser reconhecidos com



Acta Veterinaria Brasilica, v.5, n.1, p.54-60, 2011

caracteristicas de cepas adaptadas ao hospedeiro
particular (Silva et al., 2000).

Existem cepas de S. aureus sobre diferentes
ecovares ou biovares, os quais sdo classificados em
bidtipos, por sistemas baseados em critérios
bioquimicos, caracteristico de cada ecovar distinto,
de acordo com sua origem ecoldgica, isto €, 0
animal de origem (Devriese, 1984; Lange et
al.1997; Silva et al., 2000).

Segundo Lange et al., (1997), no Brasil ainda séo
poucas as informagdes sobre a epidemiologia do S.
aureus causador de mastite bovina. Verificar a
origem das cepas desses microrganismos isolados de
leite de vacas com mastite clinicas e subclinica,
principalmente aquelas produtoras de enterotoxina
estafilococica é de suma importancia (Nagase et al.,
2002). No intuito de contribuir com dados sobre a
epidemiologia de S. aureus causadores de mastite,
propdem-se realizar a biotipagem segundo o método
proposto por Devriese (1984), em cepas
previamente isoladas de leite in natura de vacas
com mastite subclinica, e sendo algumas produtoras
de enterotoxinas (Stamford et al., 2006).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas 30 cepas de S. aureus as quais
foram selecionadas entre 109 cepas de
Staphylococcus spp. oriundas de leite in natura de
vacas com mastite subclinica e procedentes de oito
fazendas localizadas no municipio de Garanhuns,
regido agreste de Pernambuco (Stamford et al.,
2006). Cepas que estdo armazenadas na bacterioteca
do Laboratério de Microbiologia, Departamento de
Ciéncias Béasicas em Salde - DCBS, Faculdade de
Ciéncias Médicas - FCM - Universidade Federal de
Mato Grosso - UFMT. Estas cepas que sao mantidas
em estoque sob refrigeracdo e foram revitalizadas
para esta analise segundo método de Peresi et al.
(1996).

Testes Bioquimicos para Biotipagem de S. aureus
— para determinagdo dos bi6tipos foram realizados
os testes de produgdo de estafiloquinase, f —
hemolise, coagulagdo de plasma bovino e
crescimento em meio com cristal violeta, de acordo
com Devriese (1984).

Teste de producdo de estafiloquinase - foi
realizado para verificar a acdo da estafiloquinase
sobre o fibrinogénio bovino ou plasminogénio
canino, foi realizada em placas de Agar nutritivo
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com 1% de fibrinogénio bovino e 5% de plasma
canino (Devriese, 1984).

Teste de producdo de B-hemdlise - A
determinacdo do tipo de hemdlise e classificacdo da
hemolisina foi segundo de Devriese (1984), teste
realizado com meio base para Agar sangue
(DIFCO) adicionado com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro.

Teste de coagulacéo de plasma bovino - Este teste
foi realizado e interpretado segundo (Dreviese,
1984), o plasma bovino foi obtido a partir do sangue
de animais jovens, coletado com EDTA como
anticoagulante. Aliquotas de 0,1 ml de crescimento
bacteriano em caldo BHI (Brain Heart Infusion,
Merck) foram adicionadas a volumes de 0,5 ml de
plasma diluido a 1: 3 e incubados a 37° C.

Crescimento em Agar cristal violeta - A
verificacdo do crescimento em presenca de cristal
violeta, e a caracteristica das cepas de
Staphylococcus aureus foram interpretadas segundo
Meyer (1967). As coldnias com cor azul ou violeta
receberam a denominacdo de tipo C, as amarelas
palidas ou brilhantes, com margem azul, tipo A e
aquelas brancas ou brancas azuladas E. O teste de
crescimento foi feito em placas de Agar nutritivo
com lpug / ml de cristal violeta (Devriese, 1984).

Classificacdo dos bidtipos de Staphylococcus
aureus - Apds a realizacdo das provas bioquimicas,
a interpretacdo das reagBes e a classificagdo das
cepas foram segundo critérios propostos por
Devriese (1984); Shimizu et al. (1986).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 30 cepas de Staphylococcus aureus submetidas a
biotipagem foram selecionadas entre 109 cepas de
Staphylococcus spp. isoladas de leite in natura de
vacas com mastite subclinica, entre as quais se
detectaram as espécies coagulase positiva S. aureus,
S. aureus termonuclease negativa, S. hyicus, S.
intermedius e cepas que permaneceram somente
com a denominacdo de Staphylococcus sp.
coagulase positiva (SCP). Também foram isoladas
cepas coagulase negativa como as espécies S.
carnosus, S. capitis, S. chromogenes, S. schleiferi,
S. hyicus e aquelas que permaneceram com a
denominacdo Staphylococcus coagulase negativa
(SCN). Foram detectadas como produtoras de
enterotoxinas pelo teste imunoenzimatico, VIDAS
SET staph enterotoxin (bioMérieux, inc. France)
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(Vernozy-Rozand et al., 1998), as espécies S.
aureus, S. aureus termonuclease negativa, S.
carnosus, S. capitis, S. chromogenes, S. hyicus, S.
intermedius, S. schleiferi, SCP e SCN (Stamford et
al., 2006).

As cepas de S. aureus, em nimero de 30 foram
submetidas a biotipagem segundo sistema proposto
por Devriese (1984), nove (30%) foram agrupadas
em bidtipos hospedeiros especificos e 21 (70%)
destas incorporadas a bidtipos hospedeiros néo
especificos (Tabela 1).

Pesquisadores em varias regifes do mundo
realizando estudos epidemioldgicos de S. aureus
isolados de vacas com mastite, leite e derivados,
utilizando o sistema simplificado de Devriese
(1984), obtiveram quanto a classificagdo destes em
biétipos hospedeiros especificos em percentuais
similaridades aos encontrados neste estudo. Nagase
et al., (2002) verificaram que 16,9% dos S. aureus
isolados de vacas com mastite em 21 cidades no
Japdo foram bidtipos hospedeiros especificos.
Casciano et al., (2003), na Itélia, averiguando a
correlacdo entre diferentes métodos de tipagem de
S. aureus isolados de leite, que a biotipagem
permitiu agrupar 25,3% das cepas nestes biotipos.
Brito et al, (2000), em Minas Gerais,
caracterizando 218 cepas de S. aureus isoladas de
infeccbes intramaméarias de vacas leiteiras
agruparam 28,9% nestes bidtipos.  Percentual
inferior (7,6%) de bidtipo hospedeiro especifico foi
detectado por Aarestrup et al., (1995), avaliando
105 cepas de S. aureus por diferentes métodos de
tipagem fenotipicas e genotipicas. Ja Myllys et al.,
(1997), verificando a persisténcia de clones de S.
aureus em mastite bovina em infec¢Bes agudas e

apds o tratamento com antibidtico terapia, em 40
cepas encontraram 55% destas pertenciam a
biétipos  hospedeiro  especifico,  percentuais
superiores deste estudo.

O método simplificado de Devriese (1984)
apresenta  baixo poder discriminatério para
classificar cepas dos S. aureus de origem bovina. No
entanto, Aarestrup et al., (1995) e Myllys et al.,
(1997), realizando estudos  epidemioldgicos
utilizando métodos para avaliacdo de caracteristicas
genotipicas (métodos moleculares) e fenotipicas
(métodos bioquimicos) em cepas do S. aureus
isoladas de mastite bovina, afirmam que o sistema
de biotipagem sugerido por Devriese (1984) foi
encontrado como uma técnica com poder
discriminatorio relativo, facil para se realizar em
grande numero de isolados, com resultados
aproximados aqueles dos métodos moleculares, e
este método fenotipico permite mesmo parcialmente
mostrar diferencas entre as cepas isoladas de
bovinos.

Entre os 10 bidtipos descritos por Devriese (1984)
nove bidtipos foram detectados neste estudo. Sendo
quatro bidtipos especificos com o seguinte
percentual de denominacdo: 16,6% bidtipo aviario
(05/30), 6,6% bovino (02/30), 3,3% humano e ovino
(01/30), respectivamente, designacao relativa ao seu
hospedeiro original, perfazendo nove cepas de S.
aureus (Tabela 1). Brito et al., (2000) encontraram
0s mesmos bidtipos, porém, em percentuais
diferentes, no estado de Minas Gerais: 16% biédtipo
bovino (35/218), 7,8% ovino (17/218), 4,6% aviario
(10/218) e 0,5% humano (01/218). Todavia, Nagase
et al., (2002) no Japdo, utilizando o mesmo método
detectou dois bidtipos, sendo em percentuais de

Tabela 1. Bidtipos de 30 cepas de Staphylococcus aureus isoladas de infec¢des intramamaria bovina, selecionada entre
109 cepas de Staphylococcus sp. de 8 fazendas do municipio de Garanhuns, PE.

Bidtipo Estafiloquinase B-hemolise Coagulacéo de Reacao N.° de Classificagéo
plasma bovino emcristal amostra
violeta (%)
1 - + - A 6 (20) NHs!
2 - - - A 5 (16,6) Aviério
3 - + - C 5 (16,6) NHS
4 - + - E 4 (13,3) NHS
5 - - - C 3(10) NHS
6 - - - E 3(10) NHS
7 - + + A 2 (6,6) Bovino
8 + - - A 1(3,3) Humano
9 - + + C 1(3,3) Ovino

INHS = “non host specific”: caracteristicas encontradas em amostras isoladas de homem, bovino, coelho, cabra, suino e

alimentos.
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9,4% biotipo aviario (05/53) e 7,5% bovino (04/53).
Casciano et al., (2003) na Italia, averiguaram a
ocorréncia de 20,7% das cepas de S. aureus no
biétipo humano (18/87) e 4,6% bittipo bovino.
Nota-se que a maior variedade de bictipos foi
detectada entre S. aureus isolados de vacas leiteiras,
leite e derivados nos trabalhos desenvolvidos no
Brasil. J& naqueles estudos desenvolvidos noutros
paises a variedade é menor, chegando a um bi6tipo
somente como nas pesquisas de Aarestrup et al.,
(1995) 7,6% em bidtipo aviario (08/105) na
Dinamarca, e Myllys et al., (1997) 55% no bittipo
bovino (22/40), na Finlandia, em S. aureus isolados
de mastite bovina.

Bidtipos hospedeiros ndo especificos foram
detectados, agrupando 21 cepas de S. aureus em
cinco bidtipos, classificadas de acordo com o

comportamento bioquimico que estas expressaram
aos testes de estafiloquinase (k), beta-hemdlise (B),
coagulagdo do plasma bovina (CPB) e crescimento
em cristal violeta (CV), nos seguintes
comportamentos bioquimicos: 20% K- p+ CPB-
CV: A (06/30), 16,6% K - B+ CPB - CV: C (05/30),
13,3% K- B+ CPB- CV: E (04/30), 10% K- B- CPB-
CV: C (03/30) e 10% K- - CPB- CV: E (03/30),
sem certeza do seu hospedeiro original (Tabela 2).

Quanto a producdo de enterotoxina estafilocécica,
entre as 30 cepas analisadas, 12 foram positivas
para a produgdo destas toxinas e 18 negativas.
Observando-se as cepas toxigénicas, verifica-se que
83% (10/12) cepas de S. aureus foram classificadas
em biotipos hospedeiros ndo especifico, e 17%
(02/12) no bidtipo aviario (Figura 1).

Tabela 2. Distribuicdo das cepas Staphylococcus aureus pelo seu comportamento aos testes bioguimicos, e sua

classificagdo quanto ao seu bi6tipo.

Comportamento Bioquimico

Cepas de S. aureus e sua distribuicéo

Bidtipo NUmero Caodigo
Hospedeiros especificos
K-; B-; CPB-; CV: A Aviério 05 05, 15, 47B, 77, 121
K-; B+; CPB+; CV: A Bovino 02 35, 97
K+; B-; CPB-; CV: C Humano 01 04
K-; B+; CPB+; CV: C Ovino 01 91
Hospedeiros néo especificos
K-; B+; CPB-; CV: A Né&o especifico 06 20, 26, 27, 36, 55, 02
K-; B+; CPB-; CV: C Né&o especifico 05 53, 57, 58, 82, 87
K-; B+; CPB-; CV: E* Né&o especifico 04 44, 46, 59, 81
K-; B-; CPB-; CV: C Né&o especifico 03 06, 47A, 68
K-; B-; CPB-; CV: E** Nao especifico 03 07, 10, 109

Abreviaturas de estafiloquinase (K), beta-hemdlise (B), coagulagdo de plasma bovino (CPB) e tipo de crescimento em
cristal violeta (CV). *Cepas com outras caracteristicas tipicas de bi6tipo bovino; **Cepas com outras caracteristicas tipicas

de bidtipo aviario.

83%

M ecovar aviaria

ecovar Hospedeiro ndo especifico

17%

Figura 1. Distribuicdo percentual de bi6tipos (ecovar) entre 12 cepas enterotoxigénicas
de S. aureus, isoladas de vacas com mastite subclinica, Garanhuns, PE.
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Neste estudo observou-se que 40% das cepas foram
positivas para producdo de enterotoxinas
estafilococicas, (12/30) S. aureus. Nagase et al.,
(2002) verificaram que 17 cepas de S. aureus entre
53 isolados de mastite bovina, sendo 5,9% do
bidtipo aviario (01/17) e 94,1% hospedeiro ndo
especifico com o comportamento K-; B+; CPB-;
CV: A (16/17). Tais resultados séo similares ao
observado neste estudo (17% para bi6tipo aviario e
80% para biotipo hospedeiro nédo especifico).

Stamford et al. (2006), afirmam que os prejuizos
econdmicos causados pela mastite, aliados as
questdes de saude publica, tornam a doenca uma das
maiores preocupacdes da Medicina Veterinaria por
varias razoes: epidemiologia abrangente, ser de
causa plurietioldgica e apresentar controle complexo
na dependéncia dos agentes envolvidos e do meio
ambiente no qual os animais sdo criados.

Nagase et al. (2002), comentam que é necessaria a
caracterizacdo de S. aureus isolados de bovinos,
principalmente correlacionados a producdo de
enterotoxinas estafilocécicas, pois sdo poucas as
informac6es sobre a relacdo da origem destas cepas
de S. aureus e sua capacidade de produzir
enterotoxinas.

A mastite em bovinos causada por S. aureus é
determinada principalmente pelas préaticas de
controle da enfermidade, pelos fatores relacionados
a concepgdo e aos equipamentos de ordenha, além
dos fatores relacionados a interacdo hospedeiro-
patégeno. A grande variedade de bidtipos de S.
aureus seja de hospedeiros especificos e ndo
especificos, sugerem que as fontes de infeccdo para
o rebanho foram diversificadas. Além disso, a
ocorréncia de cepas toxigénicas reforca a
necessidade de identificar os fatores relacionados a
contaminacdo e de se programar medidas de
controle mais eficazes.

CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho nos permitem
inferir as seguintes conclusdes: As cepas de
Staphylococcus aureus isoladas de leite de vaca com
mastite subclinica foram classificadas nos bi6tipos:
aviario, bovino, humano, ovino e em grupos
hospedeiros ndo especificos que podem ocorrer em
humanos e outros animais. Dentre os varios biotipos
encontrados os mais freqiientes foram os hospedeiro
ndo especifico, que também predominaram entre as
cepas produtoras de enterotoxinas.
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