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RESUMO

A mastite estafilocdcica ocasiona prejuizos consideraveis aos produtores, a
industria leiteira e aos consumidores. O Staphylococcus aureus é a mais importante
causa de mastite bovina em todo o mundo, e inexistem alternativas preventivas e
terapéuticas efetivamente eficientes para seu controle. A predominancia de
polissacarideos capsulares estafilococicos tipos 5 e 8 em amostras humanas
isoladas de diversas origens geogréficas € bem documentada, porém, em relacéo a
iSso parece existir uma grande variacdo na distribuicdo de sorotipos capsulares entre
as amostras isoladas de bovinos. Esta informacao € importante num projeto racional
de uma vacina para prevencdo da mastite estafilococica, pois antigenos
polissacarideos de superficie do S. aureus sdo imunogenos sorotipo-especificos e,
anticorpos para estes antigenos, devem estar presentes para que ocorra a
opsonofagocitose. Das 256 amostras de estafilococos bovinas e 56 amostras
bubalinas incluidas neste estudo, isoladas de leite mastitico no Brasil, entre 1995 e
2006, foram identificados como S. aureus 164 isolados de bovinos e 27 de
bubalinos, as demais amostras foram identificadas como Staphylococcus coagulase-
negativos. Foram sorotipificadas as 164 amostras de S. aureus isoladas de bovino e
27 de bubalinos pela técnica de colony immunoblot. Céapsulas tipo 5 e 8 foram
encontradas em aproximadamente 70% dos isolados de bovino e 85% dos isolados
bubalinos. O tipo 8 foi significativamente mais frequente (51,83%), o tipo 5 foi o
menos frequente, encontrado 17,07% dos isolados e o restante foram n&o-
tipificaveis (31,1%). O sorotipo 5 foi predominante nas cepas de origem bubalina
(62,96%), entre as quais a frequéncia do sorotipo 8 foi de 22,22% e a menor
ocorréncia foi de nao-tipificaveis (14,81%). Os resultados ressaltam a variabilidade
na producdo de capsula por isolados de S. aureus bovinos de diferentes regifes
geograficas. Portanto, observou-se uma prevaléncia antigénica de CP5 e CP8 e isso
deve ser considerado quando do desenvolvimento de vacinas-capsulares contra
mastite bovina e bubalina por S. aureus, a ser utilizada a nivel nacional, pois tem
influéncia direta sobre a eficiéncia das mesmas.

PALAVRAS-CHAVE : Sorotipo capsular. Staphylococcus aureus. Mastite bovina.

Mastite bubalina. Brasil.






ABSTRACT

Staphylococcal mastitis causes considerable economic losses to the producer,
the milk industry and to the consumers. Staphylococcus aureus is an important cause
of bovine mastitis worldwide, and effective preventive or therapeutic alternatives are
lacking. The predominance of staphylococcal capsular polysaccharide types 5 and 8
among human isolates from many sources is well documented, but there seems to
be a greater variation in the distribution of capsular serotypes among isolates from
cattle. This information is important for the rational design of a vaccine for the
prevention of staphylococcal mastitis, because surface antigens capsular
polysacharides of S. aureus are sorotype-specific immunogens and antibodies to
these antigens should be present so that it happens the opsonophagocytic. Of the
256 samples of bovine staphylococci and 56 samples bubaline included in this study,
isolated of mastitis milk in Brazil, between 1995 and 2006. They were identified as S.
aureus 164 strains of bovine and 27 of bubaline, the other samples were identified as
Staphylococcus coagulase-negatives. Sorotyping of the 164 samples of S. aureus
isolated of bovine and 27 of bubalino for the technique of colony immunoblot.
Capsular types 5 and 8 accounted approximately 70% of the bovine isolates and
85% of the bubaline isolates. Type 8 was significantly more frequent (51,83%), type 5
was less frequent, accounting for 17,07% of the isolates and rest were non-typeables
(31,1%). Sorotype 5 was predominant in strains from bubaline sources (62,96%),
among which the frequency of the sorotype 8 was of 22,22% and the smallest
occurrence it was of non-typeables (14,81%). These results underscore the variability
in capsule production by bovine isolates of S. aureus from different geographic
regions. Therefore, was observed prevalence antigenic of CP5 and CP8 and that
should be considered when of the development of capsular-vaccines for bovine and
bubaline mastitis for S. aureus, to be used at national level, because it has direct
influence on the efficiency of the same ones.

KEY WORDS: Capsular sorotypes. Staphylococcus aureus. Bovine mastitis.

Bubaline mastitis. Brazil.
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1 INTRODUCAO

Grandes desafios sdo propostos para a humanidade neste século XXI, entre
eles o de produzir alimentos para uma populacdo em constante crescimento, sem
degradar os recursos naturais e o0 meio ambiente.

O setor leiteiro no Brasil vem passando por significativas mudangcas nos
altimos anos, partindo de um patamar de 15 bilhdes de litros produzidos por ano no
inicio dos anos 90 para alcancar os 25 bilhdes de litros em 2005. Isso permitiu
inclusive um superdvit inédito na balanca comercial em 2004, onde foram exportados
US$ 11,5 milhdes a mais que os valores importados (Figura 1). Porém uma questao
que vem preocupando autoridades, liderancas e pesquisadores é a qualidade do
leite produzido no pais. Leite de baixa qualidade causa grandes perdas econémicas
ao setor, representa um risco a saude publica, inviabiliza a conquista de mercados
mais lucrativos e compromete a credibilidade da cadeia como um todo (DURR,
2005).

Na atual conjuntura da cadeia lactea nacional, visando a qualidade do leite, a
mastite surge como um grande problema a ser enfrentado, pois promove também

elevadas perdas de produtividade, devido a sua alta incidéncia.
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Figura 1 — Comportamento da Balanca Comercial de Lacteos de 1997 até 2005.

Fonte: MDIC elaborado por CNA, MilkPaint.

1.1 MASTITE

Definida como inflamacdo da glandula mamaria, a mastite € reconhecida
mundialmente como a doenca que mais causa prejuizos a atividade leiteira,
afetando diretamente o produtor, a industria processadora e o consumidor final
(RISTOW, et al., 2006; SANTOS, 2000).

Esta enfermidade € a patologia de ocorréncia mais comum em vacas leiteiras
adultas, respondendo por 38% de toda a morbidade (ESSLEMONT e KOSSAIBATI,
1997), sendo que trés em cada dez vacas apresentam inflamacao clinicamente
aparente da glandula mamaria. Entre os animais afetados, 7% s&o descartados e
1% morre em conseqUéncia desta doenca. Mais de 25% de todas as perdas
econdbmicas na bovinocultura leiteira, relacionadas as doencas, podem ser atribuidas

a mastite (CULLOR, et al., 1994).
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Nos Estados Unidos e Inglaterra, estimam-se prejuizos da ordem de 2 bilhdes
e 300 milhdes de dolares, respectivamente, somente em decorréncia da doenca. No
Brasil, as perdas atingem um patamar de 12 a 15%, o que significa um total de 2,8
bilhdes de litros/ano, em funcdo da alta prevaléncia de mastite nos rebanhos. Deste
total, 70% sado atribuidos a mastite subclinica, enquanto o restante é relativo a
mastite clinica (FONSECA e SANTOS, 2000).

As mastites subclinicas sdo normalmente causadas (70 a 90% dos casos) por
bactérias Gram-positivas em forma de cocos, que sdo transmitidas de um animal
para outro durante a ordenha. Os estafilococos sdo causadores da maioria das
infeccdes subclinicas da glandula mamaria, e tendem a permanecer por longo tempo
causando estas infeccoes (VAZ, 2004). Os estafilococos coagulase positivos e
coagulase-negativos sdo responsaveis pela maioria dos casos de mastite em
bovinos em todo o mundo. A literatura brasileira aponta o Staphylococcus sp. como

agente mais prevalente em casos de mastite no pais.

1.2 CAPSULA

Os Staphylococcus aureus envolvidos em mastite bovina sdo em sua maioria
encapsulados. A capsula € uma camada polissacaridea que protege as bactérias
contra a fagocitose e outras defesas do organismo. Para fagocitar uma bactéria
possuidora de envoltério capsular é necessario que o organismo tenha anticorpos
especificos contra os polissacarideos capsulares (BASELGA e ALBIZU, 2004,
BASELGA, et al., 1994).

Segundo Yoshida et al. (1984) a capsula possui relevante papel na infec¢ao e

imunidade de Staphylococcus aureus e S. epidermidis, e a produgcédo de vacinas
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utilizando polissacarideos capsulares extraidos destes é importante no controle da
mastite bovina.

O conhecimento dos tipos capsulares existentes é necessario para que
possam ser produzidas vacinas efetivamente eficientes contra a mastite bovina,
minimizando as perdas econdmicas, que chegam a 15% da producdo nacional
anual.

Estudos mostram a existéncia de apenas 11 tipos capsulares polissacarideos
para Staphylococcus sp. (SOMPOLINSKY, et al., 1985). Avaliac6es epidemiologicas
nos Estados Unidos e Europa indicam a prevaléncia dos tipos capsulares
polissacarideos 5 e 8 de Staphylococcus aureus isolados de bovinos (KARAKAWA,
1992; NAIDU, et al., 1991; POUTREL, et al., 1988), porém na Argentina 0S mesmos
nao prevalecem (SORDELLLI, et al., 2000).

N&o ha estudos no pais indicando quais os tipos capsulares polissacarideos
de Staphylococcus sp. envolvidos em processos infecciosos da glandula mamaria de
bovinos e bubalinos. Isso apresenta influéncia epidemiologica e importancia
relevante na producdo de vacinas contra mastite estafilocOcica, pois estas devem
conter os antigenos capsulares especificos para as capsulas existentes, tendo
influéncia direta quanto a eficiéncia das mesmas.

A tipificacdo de amostras isoladas de mastite bovina tem sido utilizada como
subsidio ao conhecimento da epidemiologia e a identificacdo de elementos que
auxiliem no controle da doenca (JARAMILLO, 1996).

Considerando a importancia do conhecimento epidemiolégico para um
controle mais eficiente, das infec¢des intramamarias estafilocécicas, destacam-se os

objetivos deste estudo:
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- ldentificar quais sao os tipos especificos de Staphylococcus sp., isolados de
amostras de leite mastitico bovino e bubalino, existentes no Brasil, quanto a capsula
polissacaridea.

- Determinar a prevaléncia dos tipos capsulares polissacarideos de
Staphylococcus aureus encontrados no pais, para as referidas espécies.

- Definir quais os tipos capsulares polissacarideos devem ser utilizados na
producao de vacinas, devido a sua maior freqiiéncia antigénica em nivel nacional, no
intuito de elevar a eficiéncia das mesmas.

- Caracterizar as cepas de Staphylococcus envolvidos em casos de mastite
bovina e bubalina, quanto a expressao dos principais fatores de patogenicidade.

Desta forma este é o primeiro estudo desenvolvido no Brasil a fim de
investigar a ocorréncia e a prevaléncia de sorotipos capsulares polissacarideos de

Staphylococcus sp. isolados de casos naturais de mastite em bovinos e bubalinos.

Hipoteses:

Os sorotipos capsulares polissacarideos, de Staphylococcus sp. envolvidos
em casos de mastite bovina e bubalina no Brasil, diferem em tipo capsular e
prevaléncia antigénica, em relagdo aos sorotipos relatados em outros paises.

Existe diferenca de prevaléncia entre os sorotipos capsulares polissacarideos
de Staphylococcus aureus encontrados no Brasil.

As espécies estudadas (bovinos e bubalinos) diferem quanto a prevaléncia
dos sorotipos capsulares polissacarideos.

Ha diferenca quanto a ocorréncia dos principais fatores de patogenicidade

expressados, entre as cepas de Staphylococcus sp., isoladas de infec¢cdes da
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glandula mamaria de bovinos e bubalinos, ou seja, as cepas apresentam

variabilidade quanto a expresséao de fatores de patogenicidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MASTITE

2.1.1 Mastite Bovina

Mastite € a inflamacdo do parénquima da glandula mamaria
independentemente da causa, caracterizando-se por uma série de alteracdes fisicas,
quimicas e organolépticas no leite bem como modificacdes patolégicas do tecido
glandular (LADEIRA, 1998; RADOSTITS, et al., 2000). E conhecida como a doenca
gue mais prejuizos causa a cadeia lactea mundial (BRADLEY, 2002; BRAMLEY, et
al., 1996; RISTOW, et al., 2006; SANTOS, 2000; SANTOS e FONSECA, 2007). As
perdas causadas pela mastite se devem a reducdo da producdo de leite e a
interferéncia com a qualidade e a reducéo da vida de prateleira do leite processado
e seus derivados (AMARAL, et al., 2003). Esta enfermidade surge também como um
dos grandes entraves na busca por qualidade do leite, processo este atualmente em
curso na cadeia produtiva nacional. No Brasil, ha estimativas que apontam uma
variacdo de 20% a 38% na prevaléncia da doenca (FONSECA e SANTOS, 2000).

A mastite pode ser causada por microorganismos e sua toxinas, traumas
fisicos e agentes quimicos irritantes, mas na maioria dos casos, € resultante da
invasdo de microorganismos patogénicos pelo canal do teto (PIRES, et al., 2004).

Cerca de, 95% dos casos sédo provocados por algum agente bactériano (DODD e
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BOOTH, 2000), embora muitos microorganismos, incluindo fungos, algas,
micoplasmas e virus, possam causar a doenca (HILLERTON, 1996).

Watts (1988) cita que existem na literatura 137 citacbes de agentes
envolvidos na etiologia da mastite, ao passo que Philpot (2002) ja relata a
identificacdo de mais de 140 microorganismos relacionados a mesma. Apesar da
grande variedades de agentes infecciosos, observa-se predominancia de bactérias
dos géneros Staphylococcus e Streptococcus (MENDONCA, et al., 1999;
SCHOCKEN-ITURRINO, et al., 1996).

As mastites sao classificadas em clinicas e subclinicas, quanto a forma de
manifestacdo (FONSECA e SANTOS, 2000; RADOSTITS, et al., 2000). Mastites
clinicas apresentam sintomatologias (edema, hiperemia e hipertermia), além de
alteracbes na composicdo do leite, portanto € a mais evidente e que maior
preocupacdes traz aos produtores. Entretanto, a forma mais comum e responsavel
pelos maiores prejuizos, € a subclinica, a qual causa queda na producéo e alteracao
na composicdo do leite, porém, geralmente passa despercebida por ser
assintomatica. No pais 70% dos danos sdo devidos a mastite subclinica e os 30%
restantes refletem a mastite clinica (FONSECA e SANTOS, 2000).

Cabe ressaltar que a mastite subclinica apresenta prevaléncia muito maior
que a mastite clinica, sendo responsavel por 90 a 95% dos casos da doenca
(FONSECA e SANTOS, 2000; SANTOS e FONSECA, 2007).

No Brasil, pode-se afirmar que a mastite subclinica ocorre em todos os
rebanhos leiteiros, pois varios levantamentos realizados a partir de 1970 indicam alta
incidéncia, com indices variando de 11,9% a 72,3% de vacas infectadas por rebanho

(COLDEBELLA, 2003). Em outro estudo no pais, encontrou-se indices variando de
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44,88% a 97,0%, e a reducdo na producdo de leite situada entre 25,4% e 43,0%
(BRANT e FIGUEIREDO, 1994).

As mastites subclinicas sdo normalmente causadas (70 a 90% dos casos) por
bactérias Gram-positivas em forma de cocos, que sdo transmitidas de um animal
para outro durante a ordenha. Os estafilococos sdo causadores da maioria das
infeccdes subclinicas da glandula mamaria, e tendem a permanecer por longo tempo
nas vacas infectadas (VAZ, 2004).

O Staphylococcus aureus é considerado o mais importante agente
etiotiolégico de mastite em diferentes paises (BRAMLEY, et al., 1996; DODD e
BOOTH, 2000; ENEVOLDSEN, et al., 1995; LONGO, et al., 1994; RADOSTITS, et
al.,, 2000), sendo causa predominante de mastite subclinica e tambéem
frequentemente isolado de mastite clinica (BRAMLEY e DODD, 1984). Devido a sua
grande permanéncia na glandula mamaria é de dificil erradicacdo (LAMMERS, et al.,
2001).

Estudos recentes mostram uma crescente importancia na infeccdo da
glandula mamaria de bovinos por Staphylococcus coagulase-negativos (SCN)
(SOLTYS e QUINN, 1999; YOUNIS, et al.,, 2003; ZHANG e MADDOX, 2000),
causando elevadas contagens celulares (2 a 3 vezes acima dos valores normais dos
quartos sadios) e diminuicdo na producdo de leite, como verificado por Timms e
Shultz (1987) e Mendonca et al. (1999).

Designados como microbiota oportunista da pele do teto, estima-se que 0s
SCN sejam a causa de infec¢des intramaméarias em cerca de 10 — 20% dos quartos
infectados, apresentando elevadas prevaléncias ap6s o parto com rapido declinio

dos casos apds a segunda semana de lactacdo. Os SCN sdo agentes de baixa



24

patogenicidade, uma vez que as infeccdes se manifestam de forma subclinica,
sendo sua transmisséo entre animais bastante rara (SANTOS e FONSECA, 2007).

Com relacdo ao perfil microbiolégico dos rebanhos, os estudos sdo unanimes
em apontar o Staphylococcus sp. como principal agente causador de mastites no
Brasil (BARBALHO e MOTA, 2001; BRITO e BRITO, 1996; BRITO, et al., 1999;
COSTA, 1995; FELIPPSEN, 1999; LARANJA e MACHADO, 1994; RIBEIRO, et al.,
2003; SOUTO, et al., 2006; VIANNI, et al., 1992).

Domingues (1993), comparando producao de leite de 162 quartos mamarios
com mastite subclinica com seus homologos negativos, verificou que quartos
afetados com Staphylococcus aureus apresentaram perdas na producéo de 22,6% e
com Staphylococcus epidermidis de 19,1%.

A mastite ainda € uma doenca ndo passivel de erradicacdo e sendo assim,
todos os esforcos devem ser concentrados no sentido de manter a sua prevaléncia a
mais baixa possivel. Para tal, o controle periddico dos fatores predisponentes da
doenca € indispensavel. E a vacinagcdo é um importante artificio no auxilio da

prevengao.

2.1.2 Mastite Bubalina

Os bubalinos apresentam os mesmos problemas sanitarios que os bovinos e,
entre as doencas, a mastite € considerada a que mais afeta a lucratividade das
fazendas leiteiras causando perdas na producdo e elevacdo dos custos anuais de
prevencao e tratamento, além de atuar negativamente sobre a qualidade do leite e

derivados (AMARAL, et al., 2003).
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As bufalas sdo consideradas menos susceptiveis a mastite do que as vacas
(LAU, 1994; SHUKLA e SUPEKAR, 1987; SILVA e SILVA, 1994) embora os
microrganismos envolvidos na infeccdo sejam semelhantes (NAG, 1995).

Segundo Silva e Silva (1994), os bufalos sdo mais resistentes as infeccbes
mamarias que o0s bovinos apresentando diferencas qualitativa e quantitativa na
celularidade do leite.

O leite de bufala possui uma atividade bactericida maior que o bovino, uma
vez que contem niveis mais elevados de lactoferrina (DE FRANCISCIS e DI PALO,
1994), além de possuir uma atividade da lactoperoxidase 23% maior do que o leite
bovino (KUMAR e BATHIA, 1994).

Os bubalinos apresentam os tetos relativamente mais pendulosos e longos,
portanto mais sujeitos as injurias do que os dos bovinos; contudo, nos bubalinos o
ductus papilaris € mais musculoso, com maior quantidade de fibras e vasos
sanguineos, funcionando como uma barreira mais eficiente contra as infec¢des
(LAU, 1994; UPPAL, et al., 1994).

Assim como em bovinos, a mastite subclinica nos bubalinos ocorre com maior
freqiéncia que a forma clinica (AMARAL, et al.,, 2003), sendo geralmente o
Staphylococcus sp. o agente de maior ocorréncia (COSTA, et al.,, 1997; EL
SAGHEER AHMED, et al., 1992; LANGONI, et al., 2001; TIJARE, et al., 1999).

As mastites bubalinas causadas por estafilococos sdo consideradas um sério
problema para as fazendas produtoras de leite, ocupando papel importante na
patologia da doenca e aumentando progressivamente sua incidéncia (RAHMAN e
BAXI, 1983).

Em um estudo realizado no Estado de Sao Paulo, em 29,6% das amostras de

leite bubalino foram isolados microrganismos, sendo que em 77% delas foi isolado
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Staphylococcus spp. (GUIDO, et al., 1994). Neste mesmo estado, Kapronezai et al.
(2005) encontraram dentre as amostras positivas 57,8% de Staphylococcus spp.
Neste estudo foram avaliados 162 quartos mamarios de bufalas de uma
propriedade, encontrando isolamento microbioldgico positivo em 24,4% destes.

A existéncia de animais que apresentam resultados positivos ao exame
microbiolégico do leite, sem contudo apresentarem sinais de processo inflamatorio
evidencia a importancia dos cuidados preventivos relacionados a transmissao de
agentes potencialmente patogénicos no leite de bubalinos visando assegurar a

qualidade e inocuidade do produto e de seus derivados (KAPRONEZAI, et al., 2005).

2.2 CARACTERIZACAO DE FATORES ENVOLVIDOS NA
PATOGENICIDADE DOS ESTAFILOCOCOS CAUSADORES DE MASTITE

Os componentes bactérianos e o0s produtos secretados que afetam a
patogénese de infec¢cdes por S. aureus sdo numerosos (NAGASE, et al.,, 2002;
PROJAN e NOVICK, 1997) e incluem adesinas de associa¢do a superficie, capsula
polissacaridea, exoenzimas e exotoxinas. Esta constelagédo de produtos bactérianos
permite ao Staphylococcus se aderir a membrana eucaribtica, resistir a
opsonofagocitose, lisar células eucarioticas e provocar a produ¢do de uma cascata
de moléculas imunomoduladoras no hospedeiro (O'RIORDAN e LEE, 2004).

As bactérias do género Staphylococcus sdo as que provavelmente produzem
0 maior nimero de toxinas extracelulares, hemolisinas e componentes celulares,
sendo que a coagulase tem sido apontada como a primeira linha de defesa destas
bactérias e principal responsavel pela viruléncia (MARTINEZ, et al.,, 2001;

MERCHANT e PACKER, 1970; QUINN, et al., 1994; SHULTZ, 1988). Esta enzima
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converte o fibrinogénio em fibrina, e a deposicdo desta pode proteger os
estafilococos das células fagociticas (QUINN, et al., 2005). A coagulase provoca
coagulacdo do plasma in vitro, identificando espécies patogénicas (BIBERSTEIN e
HIRSH, 2003). As espécies coagulase negativas, comumente isoladas de leite
bovino, sdo consideradas patdégenos secundarios e, em geral, causam reacdes
inflamatorias moderadas na glandula mamaria (BRAMLEY, et al., 1996; HARMON e
LANGLOIS, 1989).

Dentre as enzimas extracelulares excretadas pelo Staphylococcus aureus,
que contribuem com a patogénese da mastite, encontra-se lipase, estearase,
catalase, hialuronidase, fosfolipase, desoxirribonuclease (DNase) e estafiloquinase
(BIBERSTEIN e HIRSH, 2003; QUINN, et al., 2005; SUTRA e POUTREL, 1994).

A presenca de atividade de DNase € muitas vezes usada como um marcador
substituto, para a identificacdo de estafilococos coagulase positivos e
particularmente de Staphylococcus aureus em amostras de leite (BOERLIN, et al.,
2003). Segundo Washington (1985) , o teste de DNase é utilizado para detectar a
degradacdo do acido desoxirribonucléico (BRITO, et al.), sendo um diferencial entre
Staphylococcus aureus e Staphylococcus coagulase negativo.

Os estafilococos também apresentam toxinas hemoliticas (hemolisinas)
verificadas pela destruicdo de eritrocitos (hemolise) em placas de &gar sangue
(Figura 2). Dentre os coagulase positivos, 0 S.aureus € 0 Unico com atividade de
hemdlise regularmente encontrada em amostras de leite mastitico. Portanto a
presenca de hemdlise, apesar de ndo ser um método muito sensivel, serve como um
critério opcional para a identificacdo de S. aureus em culturas de leite (LAM, et al.,

1995). As cepas incapazes de produzir toxinas hemoliticas sdo menos virulentas que
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as parenterais que as sintetizam (BIBERSTEIN e HIRSH, 2003), causando menos

danos teciduais a glandula mamaria.

Figura 2 — Cultura de uma amostra de S. aureus hemolitica em agar sangue.

Muitas cepas de estafilococos (coagulase positiva e negativa) sdo capazes de
produzir, em adicdo a outros fatores de viruléncia, uma camada exopolissacaridea
extracelular, circundando a parede celular (Figura 3). Esta estrutura esta diretamente
associada com a viruléncia contra os mecanismos de defesa do hospedeiro
(BASELGA, et al., 1994).

Cepas de Staphylococcus aureus podem produzir camada exopolissacaridea
(capsula) estavel, a qual é completamente associada a bactéria, ndo sendo possivel
remové-la por consecutivas lavagens e é preservada completamente em sub-cultivos
celulares in vitro, independentemente do meio usado (BASELGA, et al., 1994,
DASSY, et al., 1991). Conforme Yoshida e Minegishi (1976), estas cepas de S.
aureus encapsuladas produzem colénias com morfologia difusa (CMD) em Serum-
Soft agar (meio semi-solido contendo soro, livre de antigenos capsulares), enquanto

cepas ndo encapsuladas apresentam colénias compactas. Esta morfologia compacta
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€ devido a presenca de fatores de agregacdo no soro, que ligam as células
bacterianas de uma mesma origem (filhas) através de proteinas especificas da
parede celular. Entretanto, em cepas encapsuladas, esta ligacdo ndo ocorre, porque
a capsula atua como uma barreira impedindo a interacdo dos fatores de agregacao
do soro com a parede celular bacteriana (WILKINSON, 1983). Com este critério de
encapsulacdo, verifica-se uma excepcional identificacdo das cepas realmente

encapsuladas em mastites bovina (YOKOMIZO, et al., 1977).

Figura 3 — Staphylococcus aureus envolto por uma camada de exopolissacarideo extracelular,
chamada de capsula. B: bactéria; E: exopolissacarideo.

Sutra et al. (1990), observou que cepas sorotipificadas através de anticorpos
capsulares ndo apresentavam CMD em Serum-Soft Agar, indicando a presenca de
uma fina e/ou descontinua capsula (também chamada limo), incapaz de impedir a
aglutinacdo de bactérias em Serum-Soft Agar.

Watson e Watson (1989) diferenciaram limo de cépsula, porque eles
apresentam caracteristicas diferentes: o limo ndo reage com anticorpos especificos
para capsula, em teste de imunodifusdo; aparece abundantemente apoés

crescimento em meio especifico; e desaparece facilmente durante lavagem. Outros
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autores apontaram a existéncia de diferencas imunolégicas e quimicas, entre
capsula e limo (CAPUTY e COSTERTON, 1982; YOSHIDA e EKSTEDT, 1968)

Em outro estudo foi verificado que a producédo de limo tem maior importancia
dentre os Staphylococcus coagulase-negativos, o que determina a capacidade da
bactéria em produzir biofilme (CHRISTENSEN, et al., 1985).

Biofilme é uma estrutura comunitaria de bactérias englobadas numa matriz de
exopolissacarideos produzida pelas bactérias e aderida a uma superficie viva ou
inerte (Figura 4) (COSTERTON, et al., 1999). A capacidade de produzir biofilme é
um fator de viruléncia relacionado a mastite bovina (AGUILAR, et al.,, 2001,
MELCHIOR, et al., 2006), estando comumente associado a infeccées crbnicas e
dificuldade de tratamento.

Saa e Kruze (1995), investigaram fatores de viruléncia em 190 cepas de
Staphylococcus coagulase-negativos isolados de mastite bovina, encontrando
presenca de cpsula em 7,9% das cepas e producdo de limo em 10,5% das

amostras.

Figura 4 — Estrutura esquematica de um biofilme, ou seja, bactérias (Staphylococcus) englobadas
numa matriz de exopolissacarideos.

Fonte: EXOPOL - (BASELGA e ALBIZU, 2004).
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2.3 MECANISMOS DE DEFESA DA GLANDULA MAMARIA

A glandula mamaria estd envolvida em dois tipos de imunidade: a
transferéncia da imunidade ao recém-nascido e a sua propria protecdo contra
infec¢bes. Iremos tratar apenas do segundo aspecto, que esta relacionado a
ocorréncia, freqiéncia e desenlace das infeccbes intramamarias nos bovinos
leiteiros.

A imunidade na glandula mamaria pode ser, como em outros sistemas,
classificada em dois tipos: a imunidade inata ou inespecifica, e a imunidade
adquirida ou especifica. Os proprios nomes sao auto-explicativos: a imunidade inata
independe de um contato prévio com o0 agente patogénico, pois é pré-existente, e
age da mesma maneira qualquer gue seja este agente patogénico. Por outro lado, a
imunidade adquirida é um processo de aprendizagem do sistema imune, voltado ao
combate de um agente patogénico Unico. Por isso, requer um contato prévio com
este agente, de forma a desencadear no organismo o processo de reconhecimento e
eliminacao do patdgeno. Este contato pode ser uma infec¢do anterior, a presenca do
agente em outros pontos do organismo, ou a vacinacdo contra o agente (VAZ,
2004).

A imunidade inata compreende 0s mecanismos intrinsecos da glandula
mamaria, 0s quais, com excec¢do de um pequeno numero de células “residentes”,
sdo nédo fagociticos: defesa do ducto do teto; defesa humoral ndo especifica de
secrecfes mamarias; atividade linfocitica e imunoglobulinas da glandula mamaria. A
imunidade adquirida compreende a resposta polimorfonuclear e os eventos a ela
associados: ceélulas fagociticas na glandula mamaria; resposta inflamatoria e
recrutamento de células polimorfonucleares (PMN); opsonizacdo e fagocitose;

atividade microbicida dos fagocitos (CRAVEN e WILLIAMS, 1985).
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Kehrli e Harp (2001) analisaram o papel do teto e do canal, concluindo que
eles constituem a “primeira linha de defesa” da glandula mamaria. A queratina
presente contém fatores bacteriostaticos e a roseta de Furstenberg — na entrada do
canal — tem uma populacdo de leucdécitos protetores e proteinas catidnicas
bactericidas, além de funcionar como uma barreira fisica.

A descamacédo de células queratinizadas da superficie epitelial do canal do
teto pode contribuir ao mecanismo de remocéo de bactéria neste local, além dos
acidos graxos presentes na camada queratinizada exercerem efeito bacteriostatico.
A acado do fluxo do leite ao longo da glandula mamaria também age como um
mecanismo de defesa natural (QUINN, et al., 2005). Lesfes do orificio, em casos
mais graves necrose da abertura, com rachaduras que se irradiam dela, podem
servir de abrigo para agentes patogénicos como o Staphylococcus sp (KEHRLI e
HARP, 2001), aumentando os riscos da infeccao.

Uma vez que o agente patogénico atravessou o canal do teto e alcancou a
cisterna mamaria, passam a atuar especialmente os fatores sollveis, chamados
lacteninas (sistema lactoperoxidase, sistema complemento, lisozima e lactoferrina) e
as células fagociticas da imunidade inespecifica (macréfagos, neutrofilos e células
semelhantes as células assassinas naturais ou “natural killer-like cells”) (SORDILLO,
et al., 1997; TIZARD, 2002; VAZ, 2004).

Dentre os fatores solUveis a enzima lactoperoxidase (sintetizada pelo epitélio
mamario) € um dos mais importantes (QUINN, et al., 2005; VAZ, 2004)). Ela tem
uma acao bactericida ampla, sem afetar as células do organismo (YE e YOSHIDA,
1995).

O complemento, é considerado um fator quimiotatico para o recrutamento de

células fagociticas para o local da infec¢do (VAZ, 2004). Sua concentracao € alta no
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colostro e leite proveniente de vacas com mastite, porém baixa em leite normal
(OLIVER e SORDILLO, 1989). Um de seus componentes, Cba, apresenta uma
grande variabilidade entre vacas, o que pode ser um dos fatores da maior
suscetibilidade dos animais que produzem menos Cb5a (KEHRLI e HARP, 2001),
podendo ser uma das explicacdes para a maior capacidade genéticas de resisténcia
a mastites por parte de alguns animais (RAINARD e POUTREL, 2000).

A lisozima é uma proteina bactericida ativa contra bactéria Gram-positivas e
Gram-negativas, mas como esta presente em baixa concentracdo no leite bovino,
sua importancia é incerta em comparacdo com outros mecanismos de defesa
(QUINN, et al., 2005)

A lactoferrina ocorre em maior concentracdo na glandula mamaria seca, mas
também é encontrada no leite. Seu papel é o de competir com as bactérias pelo ion
Fe+, essencial ao metabolismo bactériano, tornando-o indisponivel, assim impedindo
0 crescimento bactériano e consequentemente potencializando a exploséo
respiratéria neutrofilica (TIZARD, 2002; VAZ, 2004). A maioria das bactérias
necessita de ferro livre para seu metabolismo, a lactoferrina interfere neste,
impedindo a formagdo de enzimas necessarias a sobrevivéncia bacteriana
(HAGIWARA e KAWAI, 2003). No entanto, algumas bactéria sdo capazes de
competir com a lactoferrina para obter o ferro necessario para o seu metabolismo, e
desta forma sobreviverem (VAZ e LUZ, 1996), como € o caso de algumas cepas de
Staphylococcus.

As defesas celulares inespecificas na glandula mamaria normal séo
representadas principalmente pelos macrofagos, que séo células fagociticas
profissionais, além de células dendriticas, que sdo potentes apresentadoras de

antigenos presentes em ruminantes (COUGHLAN, et al., 1996) e demais células
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brancas (neutrdfilos e linfocitos), em menor proporgcao. Estas células sao capazes de
reconhecer estruturas na superficie das bactérias que sédo bastante conservadas
dentro de uma classe de patdgenos (VAZ, 2004), ou seja, frente a uma infeccéo séo
responsaveis por uma resposta imunologica defensiva centralizada na glandula
afetada, desencadeando uma inflamacgé&o. O processo inflamatério induz aumento
do fluxo sangiiineo e migracao de células de defesa (células somaticas), em grande
quantidade, do sangue para o leite por meio de um processo denominado de
quimiotaxia (PERSSON, et al., 1992). Os mecanismos desta atracdo sdo muitos e
complexos, dentre eles estdo o complemento (fragmento C5a), interleucina - 1b,
Fator de Ativacdo de Plaquetas, Fator de Necrose Tumoral - a e selectinas (VAZ,
2004).

Na glandula mamaria sadia, a Contagem de Células Somaticas (CCS) é
geralmente menor que 100.000 cel/mL de leite. Essa contagem eleva-se
rapidamente com a presenca de bactérias no interior da glandula podendo chegar a
1.000.000 cel/mL dentro de poucas horas (SANTOS e FONSECA, 2007).

O acumulo destas células somaticas, se da principalmente pelo aumento do
namero de neutrofilos (cerca de 90% do aumento celular), capazes de fixar, ingerir e
destruir substancias estranhas mediante o processo de fagocitose (BASCUNAN,
2004). No entanto estas células apresentam uma eficacia limitada frente a
microorganismos estranhos, pois a atividade fagocitaria é inibida pela fagocitose dos
componentes do leite, como a caseina e a gordura (SANTOS e FONSECA, 2007).

As células fagociticas inespecificas sdo responsaveis também por apresentar
antigenos, estimulando ou ativando a imunidade especifica. De acordo com Tizard
(2002), a imunidade adquirida ou especifica constitui um sistema que ndo somente

reconhece e destrdi os antigenos invasores, mas também retém “memdria” do
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episddio. Se o mesmo microorganismo invadir pela segunda vez o0 sistema
imunologico, a reacao ocorre com maior prontidao e eficacia. O sistema imunologico
adquirido consiste em duas por¢cdes principais que proporcionam resisténcia aos
invasores: uma através de anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) denominada
imunidade humoral e a outra como imunidade mediada por célula ou imunidade
celular, através de células fagociticas ativadas.

Sendo a atuacdo conjunta de ambos através de opsonizacdo e posterior
fagocitose (Figura 5), a responsavel pela maior eficiéncia da resposta imune
especifica na glandula mamaria, ou seja, a funcdo dos anticorpos no leite é marcar
(opsonizar) os microorganismos estranhos, facilitando, assim, o reconhecimento
destes para a fagocitose e consequente destruicdo intracelular por células do

sistema imune.

Bactena
opsorizada
C3hb
!
ﬁnﬁcunﬂpu:r’/
Celula
fagocitica

Ingestion de 1a bactena
opsornizada

Figura 5 — llustragdo do processo imunoldgico de opsonizagdo e fagocitose na glandula mamaria.

Fonte: EXOPOL - (BASELGA e ALBIZU, 2004)

A imunidade especifica na glandula mamaria dos ruminantes apresenta

algumas particularidades relevantes. Primeiramente, embora a imunidade celular
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tenha um papel importante no desencadeamento e manutencao da resposta imune
atraves de linfocinas (SHUSTER, et al., 1993), a fagocitose em si encontra-se muito
prejudicada pela saturacao da células fagociticas com micelas de caseina e globulos
de gordura (RUSSELL, et al., 1976). Além disso, a populacdo local de células
produtoras de anticorpos € reduzida na glandula mamaria (NONNECKE, et al.,
1988). Por isto, a maior parte das células imunitarias presentes neste 6rgao tem
origem sistémica, chegando a glandula como conseqiéncia de uma agressao
infecciosa, e sdo constituidas principalmente por neutrofilos. Esta populacdo celular
constitui a maior parte das células somaticas (VAZ, 2004). Nos ruminantes estas
células apresentam receptores para IgG2 e néao para IlgG1l (BURTON e ERSKINE,
2003; CRAVEN e WILLIAMS, 1985; GARCIA, et al., 1996; NORDHAUG, et al., 1994;
O'BRIEN, et al., 2000; QUIROGA, 1993), o que dificulta uma eficiente opsonizacéo
dos antigenos bacterianos, uma vez que normalmente a IgG1l é a imunoglobulina
predominante na glandula mamaria (TIZARD, 2002) e estimulada por vacinas (VAZ,
2004), no entanto, este is6topo de imunoglobulina opsoniza a fagocitose por
macrofagos (QUINN, et al., 2005).

Ha muito se sabe que a imunidade na glandula mamaria é baseada na
combinacdo anticorpos/fagocitose por neutrofilos (VAZ, 2006). A associacdo €
necessaria pois os neutrofilos mamarios apresentam menor eficacia em relacédo a
fagocitose, pois esgotam sua capacidade fagocitica ao englobarem micelas de
caseina e particulas lipidicas, ao invés de fagocitar patdgenos (PAAPE, et al., 2002;
QUINN, et al., 2005; RUSSELL, et al., 1976). A opsonizacao dos antigenos direciona
a fagocitose contra eles, aumentando sua eficacia (GUIDRY, et al., 1993; HOGAN,

et al.,, 1992). Isso deve acontecer preferencialmente por opsoninas IgG2, pois 0s
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receptores presentes na superficie de neutrofilos mamarios sédo para este isétopo de
imunoglobulina (BURTON e ERSKINE, 2003).

Paralelamente, os agentes patogénicos procuram evitar a fagocitose,
produzindo céapsulas anti-fagociticas, como no caso do Staphylococcus sp.
(O'RIORDAN e LEE, 2004).

Consequientemente, a imunidade contra mastite por Staphylococcus sp. esta
relacionada a tipos soroldgicos capsulares, que sédo especificos e com limitada

imunidade cruzada.

2.4 PAPEL DA CAPSULA NA PATOGENESE DA MASTITE

As bactérias, ao longo de sua evolugéo, tem-se adaptado aos mecanismos de
defesa do hospedeiro, por exemplo, criando um envoltério pouco denso de
exopolissacarideos capsulares que recobrem a parede bacteriana (QUESSY, et al.,
1994).

Os polissacarideos capsulares expressados pelo S. aureus sao claramente
importantes na patogénese das infeccOes estafilocdcicas (O'RIORDAN e LEE,
2004). Kampen, et al. (2005) demonstraram que a expressdo de capsula
polissacaridea, protege S. aureus da morte por neutréfilos bovinos.

Isto é assaz relevante para mastite bovina, uma vez que 94 — 100% dos S.
aureus isolados de vacas com mastite apresentam capsula (NORCROSS e
OPBEDEECK, 1983; RATHER, et al., 1985). No Brasil, foi verificada a presenca de

capsula, em 52,7% dos Staphylococcus sp. isolados de mastite (VAZ, et al., 1996).
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A viruléncia dos estafilococos € determinada pela producéo de toxinas e pela
presenca de antigenos superficiais de acdo antifagocitica (BIER, 1975), ou seja,
capsula polissacaridea (SUTRA e POUTREL, 1994).

A capsula € uma camada polissacaridea que protege as bactérias contra a
fagocitose e outras defesas do organismo. A capa de polissacarideos capsulares é
muito grossa e estd muito pouco compactada, e por isso 0s nutrientes, 0s
antibioticos e inclusive proteinas grandes podem atravessa-la (BASELGA e ALBIZU,
2004). Assim, os anticorpos a atravessam sem dificuldade, alcancando a parede
bacteriana e unindo-se a ela através de sua regido Fab. Devido a espessura da
camada de polissacarideos os anticorpos ficam mascarados e a regido Fc nao pode
entrar em contato com os receptores dos fagocitos (Figura 6) (BASELGA e ALBIZU,
2004; PETERSON, et al., 1978; WILKINSON, 1983).

Por esta razdo, em muitas ocasifes os anticorpos dirigidos frente a parede
bacteriana ndo podem eliminar as bactérias produtoras de polissacarideos
capsulares e a infecgcao continua apesar da presenca de imunidade (ROITT, et al.,
1996).

Portanto, para fagocitar uma bactéria rodeada por uma céapsula
polissacaridea necessita-se produzir anticorpos contra o polissacarideo e néo contra
a parede bacteriana (BASELGA e ALBIZU, 2004; BASELGA, et al., 1994; LEE, et al.,
1987). A presenca de anticorpos especificos para antigenos polissacarideo de
superficie é requisito para opsonizacdo e fagocitose eficiente de estafilococos
encapsulados (PETERSON, et al., 1978), por isso € interessante que anticorpos
especificos para antigenos exopolissacarideos estafilocécicos estejam presentes na

glandula mamaria de vacas com mastite (LOEFFLER, et al., 1987).
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Figura 6 — Processo de opsonizacao e fagocitose. Esquerda: em Staphylococcus ndo capsulado,
Direita: em Staphylococcus capsulado.

Fonte: EXOPOL - (BASELGA e ALBIZU, 2004)

Segundo Yoshida et al. (1984) a capsula possui relevante papel na infec¢ao e
imunidade de Staphylococcus aureus, e a producdo de vacinas utilizando
polissacarideos capsulares extraidos destes € importante no controle da mastite
bovina. Geralmente sdo apenas uns poucos sorotipos 0s responsaveis pela maioria
dos processos clinicos e estes sdo os sorotipos que devem ser introduzidos nas

vacinas comerciais (BASELGA e ALBIZU, 2004).

2.5 USO DE VACINAS CONTRA MASTITE ESTAFILOCOCICA

Ha concordancia que o controle da mastite depende mais da preven¢édo do
que de tratamentos, sendo o desenvolvimento de novas estratégias para prevenir a
enfermidade, imprescindivel para a producéo leiteira do futuro (BASCUNAN, 2004;

PEORALA, 2002; SORDILLO e SCOTT, 1995).
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Segundo Santos e Fonseca (2007), uma das formas mais eficientes de
aumentar a capacidade de resposta imune da vaca contra um agente patogénico, é
a vacinacdo. A imunizacdo contra agentes causadores de mastite aumenta a
migracdo de neutrofilos para a glandula mamaria e a producao de anticorpos, cuja
funcdo é facilitar a fagocitose, neutralizar toxinas bacterianas, interferir nos
mecanismos de adesao das bactérias e estimular a lise da célula bacteriana.

O imuno-potencial dos polissacarideos capsulares foi comprovado (CAPUTY
e COSTERTON, 1982). Vacinas contendo estes foram usadas eficientemente na
profilaxia contra infecgcdes bacterianas (JENNINGS, 1990). Um grande passo foi
dado com a obtencéo de protecéo, contra desafio experimental, com vacinas contra
capsula polissacaridea tipos 5 e 8 de S. aureus em ratos (FATTOM, et al., 1990)..
Outros trabalhos com vacinas apartir de exopolissacarideos foram descritos
(FOSTER, 1991; WATSON, 1992a, , 1992b). Lee, et al (2005) relatam a eficiéncia de
uma vacina trivalente baseada em antigenos polissacarideos capsular e celular na
protecdo contra mastite por S. aureus.

Diversas tentativas de desenvolvimento de vacinas contra S. aureus tem sido
feitas em funcdo da importancia deste agente. O polissacarideo da capsula parece
ser, atualmente o antigeno mais promissor para o desenvolvimento de vacinas
contra o S. aureus, podendo, desta forma, compor uma importante ferramenta para o
seu controle (FOSTER, 1991; SANTOS e FONSECA, 2007).

Antigeno cépsular associado a um adjuvante estimulam a formacdo de
opsoninas do tipo IgG2, que facilita a destruicdo fagocitica dos estafilococos
(MAYER, et al., 1989; WATSON, 1989).

Anticorpos para cpsula maximizam a fagocitose (GUIDRY, et al., 1993;

GUIDRY, et al., 1994; GUIDRY, et al., 1991, KARAKAWA, et al., 1988; LEE, et al.,
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1987), mas os polissacarideos capsulares sdo de baixa imunogenicidade e sdo
antigenos T independentes (sorotipo-especificos) assim sendo, nao estimulam
memoria imunoldgica (POOLMAN, 1990). Ambos os fatores dificultam a producéo de
anticorpos opsonizantes para capsula.

Sabe-se que o0s antigenos polissacarideos de superficie do S. aureus sdo
imundégenos sorotipo-especificos, e anticorpos para estes antigenos devem estar
presentes para ocorrer a opsonizacdo (KAMPEN, et al., 2005; MA, et al., 2004;
O'BRIEN, et al., 2000), pois o processo de fagocitose mediado por anticorpos é
considerado o mais importante mecanismo de defesa da glandula mamaria de
bovinos contra infecgcdes bacterianas (PAAPE, et al., 2002; VAZ, 2006).

Uma vacina para apresentar efetividade a campo deve conferir protecao
contra a maioria dos sorotipos capsulares patogénicos ou 0s mais prevalentes
(BASELGA e ALBIZU, 2004; MA, et al.,, 2004). A epidemiologia dos sorotipos
capsulares difere geograficamente, e isso tem importancia relevante na producao de
vacinas contra mastite estafilococica, devendo estas conter antigenos capsulares
especificos para as capsulas existentes, pois isto, tem influéncia direta sobre sua
eficiéncia.

Santos e Fonseca (2007) ap6s varios relatos de estudos com vacinas contra
Staphylococcus aureus em diversos paises, apontam 0s seguintes beneficios:

* reducao do custo de tratamento com antibiético e com descartes de leite;

* reducado da prevaléncia de mastites clinicas e subclinicas causadas por S.
aureus;

* aumento da taxa de cura espontanea de infeccbes causadas por S. aureus,

reduzindo assim o descarte de animais;
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« diminuicdo da gravidade e duracdo dos casos de mastite causados por S.
aureus.

Vaz et al. (2001) em um estudo realizado no Brasil, testando uma vacina
baseada em antigenos da pseudocapsula e de uma proteina dependente de ferro da
parede celular, obtiveram um efeito sinérgico entre vacinacdo e tratamento com
antibidtico.

Vacinas estafilococicas tem mostrado sucesso para prevenir infeccdes
quando da utilizacdo de amostras altamente capsuladas, elevando os indices de
cura espontanea, mas nao impedem a penetracdo de agentes pelo canal do teto e
nem tem sucesso na eliminacdo de infeccdes pré-existentes (CALZOLARI, et al.,
1997; SANTOS e FONSECA, 2007).

Guidry, et al. (1997), com relacdo a producdo de vacina contra infeccdes
estafilococicas da glandula mamaria bovina, sugerem que, devem ser consideradas

as variacgdes regionais dos sorotipos capsulares de S. aureus.

2.6 DEFINICAO DE ENCAPSULACAO EM STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Microorganismos que causam doengas evasivas comumente produzem
capsula polissacaridea extracelular (ROBBINS, et al., 1980). A capsula aumenta a
viruléncia bacteriana por promover a resisténcia bacteriana a fagocitose. A producgéo
de capsula por S. aureus foi descrita primeiramente por Gilbert (1931). Porém, os
métodos utilizados para deteccdo de cépsula eram grosseiros, sendo assim
subestimado o real nimero de Staphylococcus aureus positivos para capsula.
Identificavam-se somente cepas altamente encapsuladas (tipificadas por cepa M e

Smith difusa), as quais produziam coldénias mucoides, resisténcia a fagocitose e
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apresentaram-se virulentas para camundongos (COHN, 1962; KOENIG, 1962;
MELLY, et al., 1974; WILEY e MAVERAKIS, 1974; WILKINSON, 1983).

Karakawa e Vann (1982), propuseram um novo método para tipificacao
capsular de S. aureus, baseado na preparacdo de um adsorvente anti-soro de
coelho para tipo especifico de S. aureus. Esta investigacdo foi a primeira a relatar
um maior numero de cepas de S. aureus encapsuladas. Foram por eles descritos
oito sorotipos capsulares. As cepas M e Smith difusa foram designadas como
sorotipos 1 e 2, respectivamente. Cepas destes dois sorotipos produzem colbnias
mucoéides em meio soélido, e sdo raramente encontradas em isolados clinicos
(ARBEIT, et al., 1984; HOCHKEPPEL, et al., 1987; KARAKAWA e VANN, 1982;
LEE, et al., 1990; SOMPOLINSKY, et al., 1985). Amostras dos demais sorotipos nao
produzem colbnias mucoides em meio solido, e a morfologia destas colonias €&
indistinguivel & das cepas que nao expressam capsula (O'RIORDAN e LEE, 2004).

Estudos de sorotipos de Staphylococcus isolados de diversas cole¢des de
cepas, representando numerosas regiées geograficas tem revelado que 75 — 80%
dos isolados de humanos produzem CP tipo 5 (CP5) ou 8 (CP8) (ARBEIT, et al.,
1984; HOCHKEPPEL, et al., 1987; KARAKAWA e VANN, 1982; LEE, et al., 1990;
ROGHMANN, et al., 2005; SOMPOLINSKY, et al., 1985). Estes dois sorotipos sdo
prevalentes entre amostras isoladas de infec¢fes clinicas. Sorotipos capsulares 5 e
8 sdo também produzidos por cepas de S. aureus isoladas de vacas, cabras,
ovelhas, coelhos, aves domésticas, suinos e equinos (DAUM, et al., 1994; GUIDRY,
et al.,, 1997; POUTREL e SUTRA, 1993; SORDELLI, et al., 2000; TOLLERSRUD, et
al., 2000b). Os tipos capsulares 5 e 8 foram localizados na superficie de isolados

clinicos por microscoépio imunoeletronico com anticorpos monoclonais tipo especifico
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para estabilizar e visualizar os polissacarideos (Figura 7) (HOCHKEPPEL, et al.,

1987, SOMPOLINSKY, et al., 1985).

Figura 7 — Visualizacdo em microscépio eletrénico de Staphylococcus aureus CP5 (A), CP8 (B) e ndo
capsulado (C).

Fonte: Sompolinsky, et al. (1985).

Sompolinsky, et al. (1985) sorotipando uma grande colecdo de S. aureus
isolados de diferentes origens, encontrou trés novos sorotipos, aumentando o
namero de possiveis sorotipos capsulares para onze.

Cepas que ndo reagem com anticorpos para capsulas tipos 1, 2, 5, ou 8 sédo
correntemente denominadas de nao tipificaveis (NT) (ALBUS, et al., 1988; ARBEIT,
et al, 1984; COCCHIARO, et al, 2006; HOCHKEPPEL, et al, 1987,
SOMPOLINSKY, et al.,, 1985), desde que nenhum outro sorotipo seja avaliado
(O'RIORDAN e LEE, 2004). Cepas NT, tem importancia no desenvolvimento de
vacinas, pois vacinas produzidas a partir de polissacarideos capsulares de S.

aureus, nao irdo promover protecdo contra as mesmas (COCCHIARQO, et al., 2006).
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2.7 TIPIFICACAO CAPSULAR DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS ISOLADOS
DE LEITE MASTITICO

A tipificacdo de amostras isoladas de mastite bovina tem sido investigada como
subsidio ao conhecimento da epidemiologia e a identificacdo de elementos que

auxiliem no controle da doenca (JARAMILLO, 1996).

A expressédo de capsula polissacaridea foi bem demonstrada in situ em mastite
bovina experimental (HENSEN, et al., 2000). O material da capsula polissacaridea
foi detectado in vivo em S. aureus envolvido em mastite bovina e no leite de uma

glandula mamaéria infectada (JOHNE, et al., 1989; SUTRA e POUTREL, 1990).

Watts, et al. (2005) demonstraram que as cepas que expressam CP5 sdo mais
virulentas que cepas produtoras de CP8, num modelo com ratos. As cepas
produtoras de CP5 apresentaram maior resisténcia in vitro a opsonofagocitose e

morte por neutrofilos.

Atualmente, dos onze sorotipos baseados em polissacarideos capsulares
(CPs) de Staphylococcus aureus, quatro (CP1, CP2, CP5 e CP8) sédo quimicamente
conhecidos e utilizados nos estudos de tipificacdo capsular (KAMPEN, et al., 2005;

LEE, 2001; O'RIORDAN e LEE, 2004).

Até o momento, avaliagbes realizadas, mostram uma grande variagdo
geografica na prevaléncia epidemiolégica dos diferentes tipos capsulares em
isolados de bovinos (Tabela 1). Os sorotipos capsulares 5 e 8 representam 95% dos
isolados de vacas na Noruega (TOLLERSRUD, et al.,, 2000a), mas somente 14%
das amostras isoladas na Argentina (SORDELLI, et al., 2000). Entretanto,
aproximadamente, 70% dos isolados bovinos da Europa (GUIDRY, et al., 1998;
POUTREL, et al, 1988; TOLLERSRUD, et al., 2000b) e dos Estado Unidos

(GUIDRY, et al., 1997; TOLLERSRUD, et al., 2000b) produzem CP5 ou CP8.
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Investigando tipos de capsula, Naidu, et al. (1991) relataram que 72% em 100
S. aureus isolados de bovinos com mastite produziam CP5 ou CP8. Esta

investigacao, entretanto, ndo dispde da origem geogréfica dos isolados.

Tabela 1 — Prevaléncia de sorotipos de S. aureus, baseados em polissacarideos capsulares, de
isolados de leite em diferentes paises.

Local N CP5(%) CP8 (%) NT (%) (Autor, Ano)

Israel 17 5,9 11,8 82,3 (SOMPOLINSKY, et al., 1985)
Franca 212 51 18 30,6 (POUTREL, et al., 1988)

*) 100 46 26 28  (NAIDU, et al., 1991)

EUA 273 18 23 59 (GUIDRY, et al., 1997)
Europa’ 94 34 34 32  (GUIDRY, et al., 1998)

EUA 362 15 27 58 (TOLLERSRUD, et al., 2000b)
Europa®? 274 12 51 37  (TOLLERSRUD, et al., 2000b)
Dinamarca 39 5 59 36 (TOLLERSRUD, et al., 2000b)
Suécia 38 11 76 13 (TOLLERSRUD, et al., 2000Db)
Finlandia 62 27 21 52 (TOLLERSRUD, et al., 2000Db)
Islandia 34 29 38 33 (TOLLERSRUD, et al., 2000Db)
Irlanda 101 1 61 38 (TOLLERSRUD, et al., 2000Db)
Coréia 107 30 18,6 51,4 (HAN, et al., 2000)

Argentina 195 7,1 6,6 86,3 (SORDELLI, et al., 2000)
Noruega 68 - 95 - (TOLLERSRUD, et al., 2000a)
Japao 231 24,2 65,4 10,4 (HATA, et al., 2006)

! Franca (n= 22), Paises Baixos (n= 36), Alemanha (n= 21) e Reino Unido (n= 15).
?Dinamarca (n= 36), Suécia (n= 38), Finlandia (n= 62), Islandia (n= 34), Irlanda (n= 101).

(*) — Nao ha informac8es sobre a origem geografica dos isolados.
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Poutrel, et al. (1988) em um levantamento sobre a presenca de sorotipos 5 e
8 em leite mastitico de vacas, cabras e ovelhas de varias regides da Franca,
verificou um predominio de tipo 8 em cabras e ovelhas. Ja em 212 isolados de vacas
oriundos de 96 rebanhos, o tipo 5 (n = 109; 51%) foi mais prevalente que tipo 8 (n =
38; 18%) e 65 (31%) foram NT.

Guidry, et al. (1997) estudando a prevaléncia de sorotipos capsulares de S.
aureus nos Estados Unidos, em 273 amostras isoladas de leite mastitico de 178
rebanhos bovinos, observaram que a incidéncia de CP5 (n = 50; 18%) apresentou-
se inferior a de CP8 (n = 63; 23%), sendo o restante NT (n = 160; 59%).

Os resultados de sorotipificacdo capsular de 274 S. aureus isolados de
mastite bovina na Europa (Dinamarca, Suécia, Finlandia, Islandia e Irlanda),
apontam prevaléncia de CP8 (n = 140; 51%) em relacdo a CP5 (n = 33; 12%) e NT
representando 37% (101 amostras). Tendéncia semelhante foi obtida, no mesmo
estudo, com 362 isolados de vacas com mastite de sete diferentes estados nos
Estados Unidos, apresentando uma prevaléncia de 27% (98 amostras) de CPS8,
15% (54) de CP5 e NT 58% (210). (TOLLERSRUD, et al., 2000b).

No Japdo, num estudo com 231 S. aureus isolados de vacas com mastite
clinica e subclinicas, oriundos de 214 propriedades, foi obtida uma elevada
prevaléncia de tipos capsulares 5 e 8 (aproximadamente 90%). 56 isolados (24,24%)
expressaram capsula sorotipo 5, e 151 isolados (65,37%) expressaram capsula tipo
8. Nenhum dos isolados expressou cépsula sorotipos 1 ou 2 e a frequéncia de NT
obtida foi de 10,39% (24 isolados) (HATA, et al., 2006).

Han, et al. (2000) estudando a incidéncia de capsula polissacaridea em 107

amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina na Coréia, encontraram sorotipo



48

capsular 5 em 32 (29,9%) amostras, sorotipo capsular 8 em 20 amostras (18,6%) e
uma prevaléncia mais elevada de nao tipificaveis, 55 amostras (51,4%).

Na Argentina, as NT apresentam maior prevaléncia, 86,3%, com niveis
semelhantes de CP5 e CP8 (7,1% e 6,6%, respectivamente). Conforme a
sorotipificagdo de 195 cepas de S. aureus isoladas entre 1989 e 1997 de leite de
vacas com mastite, neste pais (SORDELLI, et al., 2000). Estes dados, sugerem que
0s antigenos capsulares 5 e 8, ndo séo bons candidatos a comporem vacinas contra
mastite bovina na Argentina (SORDELLI, et al., 2000).

Com base nestes estudos, ressalta-se a importancia do conhecimento
epidemioldgico regional sobre a ocorréncia e a prevaléncia dos sorotipos capsulares,
para que, possam ser produzidas vacinas capsulares efetivamente eficientes contra

a mastite estafilocécica bovina, auxiliando no controle desta doenca.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram utilizadas neste estudo 312 cepas de Staphylococcus sp. (Tabela 2),
obtidas entre 1995 e 2006, de leite mastitico oriundo de propriedades produtoras de
leite de diferentes estados do Brasil.

As amostras foram isoladas de casos clinicos e subclinicos de mastite bovina
e bubalina. Os isolados incluidos neste estudo sdo representativos dentre os que
causam mastite estafilococica em bovinos e bubalinos no Brasil.

Estas cepas provieram de colecdes de laboratérios de microbiologia do leite
de diferentes regides do pais, assim como do laboratério onde fora realizado este
estudo (Laboratério de Imunologia e Doencas Infecto-Contagiosas — DOIC
CAV/UDESC). As amostras foram estocadas em meio Caldo Triptico de Soja (Difco,
211825) com 15% de glicerol e 5% de sangue desfibrinado ovino (Caldo Glicerol
Sangue), a —-20°C. Posteriormente, as mesmas foram cultivadas, identificadas,
caracterizadas em relacdo aos principais fatores de patogenicidade e tipificadas

guanto a capsula polissacaridea (CP).
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Tabela 2 — Amostras de Staphylococcus sp. isoladas de leite mastitico, incluidas neste estudo.

(o] H : .
Origem Animal N” de cepas isoladas do leite:

Ubere
Bovinos 256
Bubalinos 56
Total 312

3.2 CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS DE STAPHYLOCOCCUS SP.

3.2.1 Identificagdo do Género

As amostras mantidas em Caldo Glicerol Sangue foram repicadas em placas
de Petri contendo meio agar-sangue (5% de sangue desfibrinado de carneiro),
incubadas em estufa bacteriolégica a 37<C, e a leitura realizada apds 24 horas de
incubacdo. Foram observadas as caracteristicas morfologicas das col6nias
formadas, como tamanho, tipo, coloracdo e presenca de hemdlise. Ao microscopio
optico (1000x) foram observados a morfologia, a disposicdo das células e
caracteristicas tintoriais através da coloracdo de Gram, conforme Carter, (1988).
Posteriormente foram submetidas a provas de identificacdo bioquimicas (catalase e
oxidase) e culturais peculiares ao género em questdo, segundo Bier, (1975) e

Oliveira, (2000).

3.2.2 Identificacéo de Espécie

Os testes usados para caracterizacdo das amostras de Staphylococcus sp.
em S. aureus e SCN, foram os de producdo de coagulase, atividade de DNase,
reducdo do manitol e presenca de hemolise (BOERLIN, et al., 2003). O método

padrdo utilizado para a identificacdo dos S. aureus foi o teste de coagulase.
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Também, foi considerada nesta diferenciacdo a presenca de capsula tipo 5 ou 8 pelo
método de colony immunoblot, pois estas, somente podem estar presentes em

cepas de S. aureus.

3.2.2.1 Teste de Coagulase em Tubo

Para verificagdo da coagulase livre ou estafilocoagulase, que é secretada pela
bactéria, foi utilizado o método em tubo, segundo (MARTINEZ, et al., 2001). Uma
alcada da amostra a ser testada crescida em meio seletivo, Agar Sal Manitol (Difco,
230650), foi misturada com 0,5 mL de plasma de coelho (Newprov) em tubo de
hemolise e incubada a 37°C, sendo observada a cada 30 minutos nas primeiras 4
horas. Apds este intervalo de tempo, outra observacéo era realizada com 24 horas.
Qualquer grau de formacao de coagulo constituiu um teste positivo.

Foram usadas amostras comprovadamente positiva (Staphylococcus aureus,
ATCC 25923) e negativa (Staphylococcus epidermidis, ATCC 12228), além de

amostras do plasma de coelho sem in6culo, como controle.

3.2.2.2 Teste de DNase

A atividade da desoxirribonuclease (DNase) foi testada em Agar DNase
(contendo 0,2% de DNA) de acordo com o recomendado pelo fabricante (Difco
laboratérios, Detroit, Mich). O DNA é um substrato para a atividade da DNase. O
teste de DNase é usado para detectar a degradagcdo de &cido desoxirribonucléico
(MACFADDIN, 1985; WASHINGTON, 1985). DNase € uma enzima que quebra o
DNA, em subunidades compostas de nucleotideos. Para verificar a producdo de

DNase pelas amostras, uma placa de Petri contendo Agar DNase foi inoculada (em
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linha) para cada amostra e incubada a 37°C por 24 horas. Apés 0 crescimento
(periodo de incubacéo), a placa foi invertida e alagada com uma solucdo a 1N de
acido cloridrico (HCI) e observada a reacdo. A positividade do teste, atividade
enzimatica, foi caracterizada pela presenca de uma zona clara circundando o
crescimento, o que significa que o DNA presente no agar foi despolimerizado pela
DNase bacteriana (Figura 8). Em auséncia da atividade de DNase, o reagente
interage com o acido nucléico intacto, resultando na formag¢do de um precipitado
turvo, assim como no restante do meio, devido a precipitacdo dos sais presentes no

mesmao.

Figura 8 — Teste de DNase positivo a direita, com uma zona clara em torno da linha de crescimento e
a esquerda DNase negativo.

3.2.2.3 Fermentacdo de manitol em Agar Sal Manitol

As 312 cepas foram repicadas em placas de petri contendo Agar Sal Manitol
(Difco, 230650). O Staphylococcus tolera crescimento em altas concentracdes de
sal, portanto cresce neste meio, onde o S. aureus tem a capacidade de fermentar o
manitol. A fermentag&o do manitol, deixa 0 meio acido e o indicador de pH vermelho

de fenol, muda de vermelho (alcalino) para amarelo (4cido) (BOERLIN, et al., 2003).
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Portanto foram consideradas manitol positivas as cepas que apresentaram coloracao

do meio amarela, apds 24 horas de incubacéo a 37°C (Figura 9).

Figura 9 — Diferenca entre fermentacdo do manitol (agar amarelo) e ndo fermentacéo (agar vermelho)
em Agar Sal Manitol.

3.2.2.4 Teste de Hemodlise

As cepas de Staphylococcus sp. foram testadas quanto a presenca de
hemdlise apds 24 horas de incubacdo a 37°C em agar sangue, preparado com 5%
de sangue desfibrinado de ovelha em Agar Triptico de Soja (Acumedia, 7100?)
Quanto a hemdlise foram registradas como positivas, cepas que apresentavam

hemolise e negativa, cepas ndo hemoliticas (BOERLIN, et al., 2003).

3.3 TECNICA DO SERUM-SOFT AGAR — SSA

O meio SSA foi preparado conforme Vaz, et al., (1996). As amostras foram
semeadas com agulha em tubos de vidro de 10ml contendo Caldo Triptico de Soja

enriquecido com 0,15% de agar e 5% de soro normal de coelho (Figura 10) e apés,
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incubadas a 37°C por 24 horas, a morfologia das colonias formadas foi observada
contra fundo escuro com luz lateral. As amostras produtoras de capsula
apresentaram crescimento difuso, enquanto as ndo capsuladas proporcionaram
colénias compactas (Figura 11) (FINKELSTEIN e SULKIN, 1958; NORCROSS e

OPBEDEECK, 1983).

Figura 10 — Inoculacdo das amostras em SSA.

Figura 11 — Colbnias de Staphylococcus sp. em SSA. A esquerda: colbnias difusas, SSA positivos; a
direita: colénias compactas, SSA negativos.
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3.4 TIPIFICACAO CAPSULAR

A tipificacdo da capsula polissacaridea, das 312 amostras de Staphylococcus
sp. foi realizada através da técnica de colony immunoblot, com anticorpos
especificos tipo 5 (CP5) ou tipo 8 (CP8), descrita previamente por Lee, et al., (1990).
Este teste é r4pido e especifico, baseado na comparacdo dos sorotipos capsulares.
A reatividade de cada amostra foi avaliada por comparagdo com as cepas controle
(tipos 5 e 8 e nao tipificaveis), presentes no filtro de membrana (Figura 12). Todas as
amostras foram testadas no minimo duas vezes. Reacdo com escore entre 2+ e 4+
foram consideradas positivas. As amostras que nao reagiram para anti-soros CP5 e

CP8 foram definidas como nao-tipificaveis (NT).

A B

Figura 12 - Reacdo de colony immunoblot com cepas de S. aureus controle (tipo 5,8, 1, e 2e NT) e
isolados clinicos. Os filtros de membrana interagiram com soro de coelho (diluido 1:8,000)
reagindo com tipo 5, cepa Reynolds (A) ou soro de coelho (diluido 1:5,000) reagindo com
tipo 8, cepa Becker (B).

Fonte: Journal of Clinical Microbiology, Lee, et al. (1990).

O procedimento de soro-tipificacao foi realizado somente com anticorpos para

os tipos capsulares 5 (CP5) e 8 (CP8), pois cepas com capsulas tipos 1 (CP1) e 2
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(CP2) sao facilmente identificadas por apresentarem morfologia caracteristica

(colénias mucadides) em meio solido.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da tipificacdo capsular foram submetidos ao Teste de x* (Qui-
guadrado), utilizando o Instat 3.0 (GRAPHPAD SOFTWARE, 1998), para avaliar as
diferencas entre as frequéncias dos tipos capsulares em isolados de diferentes
origens.

Foram estimadas as frequéncias relativa e absoluta da ocorréncia de
espécies de Staphylococcus nos 312 isolados de mastite bovina e bubalina no Brasil
e também das caracteristicas destas em SSA. O intervalo de confianca de 95% para
sensibilidade e especificidade dos diferentes testes para identificacdo de S. aureus,
foi determinado através do programa Instat 3.0 (GRAPHPAD SOFTWARE, 1998).

A influéncia dos tipos de capsula sobre os diferentes testes de identificacéao
de S. aureus e também sobre a morfologia das colénias em SSA foi verificada
através do Teste Exato de Fisher utilizando SAS 6.12 (SAS INSTITUTE, 1998), pois
este teste permite calcular a probabilidade de associacdo das caracteristicas que
estdo em analise, ou seja, se as amostras diferem significativamente quanto as

propor¢cdes destes acontecimentos.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DA TIPIFICACAO CAPSULAR

Anticorpos monoclonais para capsula tipo 5 e 8 em colony immunoblot,
permitiram identificar, aproximadamente 71% dos S. aureus isolados de vacas e
bdfalas com mastite, testados (Tabela 8). A distribuicdo dos tipos capsulares foi
significativamente diferente (P<0,001), de acordo com a origem animal dos isolados.
O tipo 8 capsular polissacarideo foi expresso por 51,83%, sendo significativamente o
mais freqiiente, das cepas de origem bovina, onde 17,07% apresentaram capsula do
tipo 5. O tipo 5 foi significativamente mais prevalente entre as cepas de origem
bubalina (62,96%).

Foi constatado, portanto, que ha prevaléncia antigénica de dois tipos
capsulares, CP5 e CP8, em S. aureus isolados de mastite bovina e bubalina no
Brasil, e auséncia de outros dois sorotipos, CP1 e CP2. As demais amostras
identificadas como Staphylococcus coagulase negativo, apresentaram-se como 0

esperado, classificadas como NT no teste de colony immunoblot.
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Tabela 3 — Prevaléncia dos tipos capsulares dentre as cepas de S. aureus isoladas de mastite bovina
e bubalina no Brasil.

N° (%) de isolados
Origem Animal

Tipo 5 Tipo 8 NT ©
Vacas 28 (17,07) a’A® 85(51,83)cB 51 (31,10)e C
Bufalas 17 (62,96)bE 6 (22,22)dF 4 (14,81)fF

“ Nao tipificaveis sdo amostras que ndo reagiram para anti-soros CP5 e CP8 em colony
immunoblot.

! NOmeros na mesma coluna seguidos de letras minasculas diferentes diferem
estatisticamente (Teste de qui-quadrado, P<0,001)

2 Numeros na mesma linha seguidos de letras maitsculas diferentes diferem estatisticamente

(Teste de qui-quadrado, P<0,05)

4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Na identificacdo por espécie das 312 amostras do género Staphylococcus
isoladas de mastite bovina e bubalina, incluidas neste estudo, foi observada uma
maior ocorréncia de S. aureus em bovinos. Entre os bubalinos prevaleceram os SCN
(Tabela 3). Os testes usados para esta identificacdo foram os de producdo de
coagulase, atividade de DNase, reducdo do manitol e presenca de hemdlise, e

também foi considerada a presenca de capsula em colony immunoblot.

Tabela 4 — Prevaléncia de espécies de Staphylococcus nos 312 isolados de mastite bovina e
bubalina no Brasil.

Espécie Bovinos [n (%)]  Bubalinos [n (%)]

S. aureus 164 (64,06) 27 (48,21)

SCN 92 (35, 94) 29 (51,79)

Total 256 56
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A avaliacéo estatistica de sensibilidade e especificidade foi realizada para as
colecdes de Staphylococcus originarios de bovinos e de bubalinos. A performance
dos diferentes testes de identificacdo de S. aureus para isolados bovinos séo
apresentados na Tabela 4 e para isolados bubalinos na Tabela 5. Os métodos que
mostraram maior eficacia na identificagdo de S. aureus dentre os isolados bovinos
foram coagulase, DNase e manitol. Entretanto, somente os teste de coagulase e

DNase foram eficientes na identificacéo de isolados bubalinos.

Tabela 5 — Sensibilidade e especificidade dos testes para identificacdo de S. aureus, em isolados de
origem bovina.

Isolados bovinos (n = 256)

Critério de identificacéo Sensibilidade ® (%)  Especificidade © (%)

(n=164) (n=92)

Coagulase positiva, 24 h® 92,68 (87,57 - 96,16) 100,0 (96,07 - 100.0)
DNase positiva ? 94,51 (89,83 -97,46) 26,09 (17,46 - 36,31)
Reducéo do manitol B 81,10 (74,25 - 86,79) 61,96 (51,29 - 71,89)

Presenca de hemolise ¥ 86,59 (80,41 - 91,41) 17,39 (10,27 - 26,71)

“ Numero no parénteses representa o intervalo de confianca de 95%.
P Altamente significativo (Teste Exato de Fisher, P<0,0001).

V" N4&o significativo (Teste Exato de Fisher, P>0,05).

Em relacdo aos isolados bovinos, das 164 cepas classificadas como S.
aureus, pelo critério de reacdo positiva a coagulase e presenca de capsula
detectada pelo colony immunoblot, apenas 12 foram negativas ao teste de
coagulase, mostrando este ser bastante sensivel, jA 0 mesmo apresentou 100% de

especificidade. A atividade de DNase foi bastante sensivel (94,54%), porém pouco
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especifica (26,09%), pois dos 92 isolados classificados como SCN, 68 apresentaram
atividade de DNase. O manitol foi reduzido em 133 das 164 cepas de S. aureus e
em 35 das 92 de SCN. A presenca de hemolise foi constatada em 142 amostras de
S. aureus e em 76 de SCN, apresentando sensibilidade ndo muito elevada (86,59%)
e especificidade muito baixa (17,39%) mostrando ndo ser um teste significante para

a identificacao de S. aureus.

Tabela 6 — Sensibilidade e especificidade dos testes para identificacdo de S. aureus, em isolados de
origem bubalina.

Isolados bovinos (n = 56)

Critério de identificacdo  Sensibilidade ® (%) Especificidade * (%)

(n=27) (n=29)

Coagulase positiva, 24 h® 92,59 (75,69 - 99,09) 100,0 (87,24 - 100,0)
DNase positiva ? 70,37 (49,79 - 86,26) 65,52 (45,62 - 82,05)
Reducédo do manitol 25,93 (11,11 - 46,26) 48,28 (29,43 - 67,47)

Presenca de hemolise ¥ 33,33 (16,51 — 54,00) 79,31 (60,25 - 92,01)

“ Numero no parénteses representa o intervalo de confianca de 95%.
B Significativo (Teste Exato de Fisher, P<0,01).
V" N&o significativo (Teste Exato de Fisher, P>0,05).

Na identificacdo de S. aureus dentre os isolados bubalinos, o desempenho do
teste de coagulase foi semelhante ao verificado em bovinos. O teste de DNase
apresentou uma boa sensibilidade (70,37%) e especificidade (65,52). Nos demais
testes, reducdo de manitol e presenca de hemolise foram observado uma baixa
sensibilidade (25,93% e 33,33% respectivamente), sendo que por isso, estes nao
foram eficazes na identificacdo de S. aureus.

Com relacdo as cepas de S. aureus de bovinos e bubalinos, a positividade
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nos testes de caracterizacdo de espécie nao sofreu influéncia do tipo de capsula

(P>0,05) segundo avaliacao estatistica de proporcoes pelo Teste Exato de Fisher.

4.3 MORFOLOGIA DAS COLONIAS EM SSA

Dentre os isolados de Staphylococcus coagulase-negativos, tanto de bovinos
como de bubalinos, foi observada uma elevada ocorréncia de colonias difusas em
SSA (Tabela 6). Entre os isolados bovinos de S. aureus a proporcédo de colbnias
difusas e compactas em SSA foram semelhantes, 53% e 47% respectivamente. No
entanto, entre as amostras de bufalos a maior ocorréncia (77,8%), foi de colbénias

difusas.

Tabela 7 — Morfologia das coldnias de Staphylococcus, de 312 amostras de mastite bovina e
bubalina em SSA.

Bovinos [n (%)] Bubalinos [n (%0)]
SSA
S. aureus SCN S.aureus SCN

CD+ 87 (53) 84(91,3) 21(77,8) 25 (86,2)

CC- 7747 8(87) 6(222) 4(13,8)

Total 164 92 27 29

CD+: Colbnias difusas, SSA positivo

CC-: Colbnias compactas, SSA negativo

Avaliando morfologia das cepas de S. aureus bovinas em SSA, nos diferentes
tipos capsulares, foi observada uma diferenca significativa (p<0,05) na ocorréncia de

colénias difusas entre os diferentes sorotipos (Tabela 7).
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Tabela 8 — Ocorréncia de colbnias difusas em SSA, nos diferentes tipos capsulares de S. aureus
isolados de bovinos.

Morfologia em SSA CP5 (%) CP8 (%) NT (%)

CD + 71,43 a' 44,71 b 56,86 ab

! Numeros seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente (Teste Exato de Fisher, P<0,05)
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5 DISCUSSAO

5.1 TIPIFICACAO CAPSULAR DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Polissacarideos capsulares, muito comumente dos sorotipos 5 e 8, sao
produzidos por isolados de S. aureus humanos independentemente da origem.
Estudos sobre prevaléncia de cepas encapsuladas em bovinos tém apresentado
diferentes resultados, com uma prevaléncia variavel de cepas que reagem com
anticorpos para CP5 ou CP8 em diferentes paises (Tabela 1). A diferenca de
producdo de cépsula entre isolados humanos e bovinos provavelmente reflete a
limitada diversidade de amostras isoladas de bovinos dentro de uma regido
geografica em particular (TOLLERSRUD, et al., 2000b). Para nosso conhecimento,
este é o0 primeiro estudo para descrever a prevaléncia de sorotipos capsulares em
isolados de bovinos no Brasil. J& em relagdo aos isolados de bubalinos nao
encontramos nenhuma referéncia na literatura mundial, em relacéo a sorotipificacéo
capsular.

Existem varios métodos para tipificacdo capsular. Utilizamos neste
experimento o colony immunoblot por ser um meétodo que facilita a tipificacdo de um
grande numero de amostras, além de ser um teste rapido e especifico, baseado na

comparacao dos sorotipos capsulares (LEE, et al., 1990).
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O procedimento de soro-tipificacao foi realizado somente com anticorpos para
0s tipos capsulares 5 (CP5) e 8 (CP8), uma vez que cepas que expressao os tipos 1
(CP1) e 2 (CP2) possuem colbnias com morfologia mucoide, facilmente identificadas
guando do crescimento em placas de agar, e sao extremamente raras (ARBEIT, et

al., 1984; SOMPOLINSKY, et al., 1985).

5.1.1 Tipificac&do capsular de isolados bovinos

Foi verificado que ha prevaléncia antigénica de dois tipos capsulares, CP5 e
CP8, em S. aureus isolados de mastite bovina no Brasil. Dados epidemiologicos
semelhantes foram obtidos na Europa (POUTREL, et al., 1988; TOLLERSRUD, et
al., 2000b) e nos EUA (GUIDRY, et al., 1997), enquanto na Argentina (SORDELLI, et
al., 2000) e em Israel (SOMPOLINSKY, et al., 1985) estes dois sorotipos
representam 14 e 17,7% respectivamente.

Na Argentina, Sordelli, et al. (2000) obtiveram uma prevaléncia
surpreendentemente alta de NT (86%). Nestes isolados foi verificado que muitas
amostras sofreram delecdo do gene cap (COCCHIARO, et al., 2006). O gene cap €
0 que determina a expressao de capsula entre os S.aureus, segundo Cocchiaro, et
al. (2006). Estudos anteriores haviam demonstrado a existéncia de cepas NT que
apresentam o gene requerido para a expressdo da capsula (BHASIN, et al., 1998;
LEE, et al., 1994; WANN, et al., 1999). Estas cepas carregam uma copia intacta do
gene cap5, mas uma mutacdo no gene cap5E confere a auséncia de capsula
(WANN, et al., 1999).

N&o foram encontrada amostras com as caracteristicas tipicas dos sorotipos
CP1 e CP2, confirmando observacdes de outros autores, de que os tipos 1 e 2

capsular polissacarideos sao raros em isolados clinicos de S. aureus (ALBUS, et al.,
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1988; ARBEIT, et al.,, 1984; HOCHKEPPEL, et al., 1987; KARAKAWA e VANN,
1982; POUTREL, et al., 1988; SOMPOLINSKY, et al., 1985).

A nivel nacional, detectou-se uma alta proporcdo de CP8 (51,8%) em isolados
de leite mastitico bovino (Figura 13), assim como Vvisto nos paises nordicos
(Dinamarca, Suécia, Islandia e Noruega), na Irlanda (TOLLERSRUD, et al., 2000a;
TOLLERSRUD, et al., 2000b) e no Japao (HATA, et al., 2006). Contrariamente,
Poutrel, et al. (1988) relatam que cepas sorotipo 5 prevaleceram em 212 isolados da
Franca, enquanto somente 18% foram sorotipos 8 (Tabela 1). Em outro trabalho na
Europa, com amostras da Alemanha, Franca, Inglaterra e Holanda, foi observado

uma semelhante distribuicdo de isolados sorotipos 5, sorotipo 8, e NT (GUIDRY, et

al., 1998).
60}
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Figura 13 — Prevaléncia de sorotipos capsulares de 164 isolados de S. aureus de leite mastitico
bovino no Brasil.

Uma situacdo epidemioldgica diferente foi encontrada na Coréia, onde foi
observado que aproximadamente metade (51,4%) dos 107 isolados de S. aureus
foram NT, e dentre os capsulados foi obtido uma prevaléncia de sorotipo 5 (30%),

enquanto a frequéncia de sorotipo 8 foi de 18,6%.
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Os resultados confirmam a variabilidade na producéo de capsula por isolados
de S. aureus bovinos de diferentes regibes geograficas. A epidemiologia dos
sorotipos capsulares difere geograficamente, e isso tem importancia relevante na
producdo de vacinas contra mastite estafilococica. Estas devem conter antigenos
capsulares especificos para as capsulas existentes, para desta forma, apresentarem
uma maior efetividade na prevencdo da mastite bovina estafilococica.

Os polissacarideos capsulares de S. aureus sao anti-fagociticos e sao um dos
fatores de viruléncia mais importantes produzidos por estes patogenos (KARAKAWA
e VANN, 1982; PETERSON, et al.,, 1978; THAKKER, et al., 1998). Estes
polissacarideos capsulares sao sorotipos-especificos, e anticorpos para capsula
facilitam a destruicdo de S. aureus por leucécitos aumentando a imunidade do
hospedeiro contra infeccbes estafilocdcicas (KARAKAWA, et al., 1988; LEE, et al.,

1997; THAKKER, et al., 1998).

5.1.2 Tipificagdo capsular de isolados bubalinos

Os resultados deste estudo ressaltam a existéncia de uma consideravel
variabilidade na prevaléncia de sorotipos capsulares 5 e 8 em amostras de S. aureus
isoladas de bufalas de diversas regifes do Brasil (Figura 14). O sorotipo 5 foi o mais
prevalente (62,96%), discordando da prevaléncia sorotipica dos isolados bovinos,

onde o sorotipo 8 foi o mais freqlente.
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Figura 14 — Prevaléncia de sorotipos capsulares de 27 isolados de S. aureus de leite mastitico
bubalino no Brasil.

A prevaléncia de S. aureus capsulados foi maior nos isolados de bufalos do
gue nos de bovinos, aproximadamente 85 e 71%, respectivamente. Em relacdo aos
isolados bubalinos nédo existem dados epidemioldgicos de outras regides
geograficas, impossibilitando maiores comparacoes.

Outros dados epidemiologicos sobre sorotipificacdo de S. aureus em animais
doméstico, que ndo de origem bovina, sao relatados por Poutrel, et al. (1988), que
estudando 54 isolados de cabras e 33 de ovelha, verificaram que o tipo 8 foi
significativamente o mais frequente entre os isolados de origem caprina e ovina
(68,5 e 75,8% respectivamente) e o tipo 5 foi 0 menos frequente, encontrado em 13

e 3 % dos isolados, respectivamente.

5.1.3 Sorotipo 336 de Staphylococcus aureus

Um novo sorotipo de S. aureus, chamado 336, tem sido relatado na
identificacdo de cepas tipificadas como NT, quando testadas apenas para CP5 e
CP8 (GUIDRY, et al., 1998), mas a composi¢cdo quimica deste antigeno ndo foi bem

caracterizada (MA, et al., 2004).
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E apresentado como antigeno, embora, ndo existam evidéncias de que este
seja um antigeno capsular. Investigacdes tem apontado que o antigeno do sorotipo
336 nao esta presente somente em estafilococos ndo encapsulados, mas tambéem
foi detectado em algumas cepas sorotipos 5 e 8 (Tabela 10) (HAN, et al., 2000; MA,
et al., 2004). Portanto o mais aceito € que o antigeno 336 € um polissacarideo
associado a parede celular, que é produzido em maior abundancia ou mais
facilmente detectado em cepas com auséncia de capsula (MA, et al., 2004).

Os sorotipos 5 e 8 representavam apenas 41% dos S. aureus isolados de
amostras de leite nos Estados Unidos, enquanto na Europa estavam presentes em
70% dos isolados de amostras de leite, como observado na Tabela 1. Com a
incluséo do recentemente desenvolvido anti-soro 336, passou-se a identificar 100%
das amostras dos Estados Unidos e 98% das amostras européias (Tabela 10)
(GUIDRY, et al.,, 1998). Baseado nisso, foi sugerido por Guidry, et al. (1998) o
desenvolvimento de uma vacina contra S. aureus, mais eficiente, baseada em

polissacarideos capsulares e celulares (antigeno 336).

Tabela 9 — Prevaléncia de sorotipos de S. aureus, baseado em polissacarideos capsulares e
celulares, de isolados em diferentes paises.

CP5 CP8 336 CP5+ CP8+ NT
Local N (Autor, Ano)
(%) (%) (%) 336(%) 336 (%) (%)

EUA 273 18 23 59 .- - .- - 0 (GUIDRY, et al., 1998)
Europa’ 94 34 34 30 .- .- 2 (GUIDRY, et al., 1998)
Coréia 107 12,1 12,1 46,7 17,8 65 4,7 (HAN, etal., 2000)

! Franga (n= 22), Paises Baixos (n= 36), Alemanha (n= 21) e Reino Unido (n= 15).

- - - : Inexistentes.
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5.1.4 Sorotipos capsulares e vacinas

Ma, et al. (2004) investigaram a utilizagdo de vacina com uma composi¢do de
sorotipos incluindo o antigeno 336 e concluiram que esta bacterina promove uma
protecéo eficaz, pois induz a producao de anticorpos diretamente contra os trés mais
prevalentes sorotipos de S. aureus causadores de mastite bovina.

Lee, et al. (2005) estudando uma vacina trivalente contra a mastite bovina,
contendo S. aureus CP5, CP8 e 336, observaram elevacédo nas subpopulacbes de
linfécitos, aumento na producdo de anticorpos (IgGl e IgG2) e incremento na
fagocitose por neutrofilos.

A eficacia da vacinagdo contra estes trés sorotipos foi demonstrada
experimentalmente, onde, 54 quartos de novilhas holandesas vacinadas e 20
guartos de nao vacinadas foram desafiados através de infusdo intramamaria com um
pool de cepas de S. aureus. Durante trés meses de observacéo clinica, apenas 6%
dos quartos do grupo vacinado desenvolveram mastite estafilocécica crénica, no
entanto, 100% das vacas controle desenvolveram mastite cronica (WILLIAMS, et al.,
1975).

Em nosso estudo, obtivemos aproximadamente 31% de cepas nao-tipificaveis
para sorotipos capsulares 5 e 8. Neste contesto, uma sorotipificacdo baseada em
polissacarideos capsulares e celulares torna-se interessante, pois provavelmente
teremos um alto indice destas cepas NT positivas para sorotipo 336, como 0
observado nos Estados Unidos, Europa e Coréia. Esta informacdo pode ser
importante no desenvolvimento de futuras vacinas efetivamente eficientes contra

mastite estafilocécica no Brasil.
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5.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE STAPHYLOCOCCUS SP.

5.2.1 Isolados de Bovinos

A maior ocorréncia de S. aureus (64,06%) dentre as amostras de bovinos
analisadas, vem ao encontro do observado em varios trabalhos no Brasil, os quais,
ao estudarem o perfil microbiolégico dos rebanhos, tém apontado o S. aureus como
agente mais frequientemente isolado de mastite bovina (BARBALHO e MOTA, 2001;
BRITO, et al., 1999; COSTA, et al., 1986; LANGENEGGER, et al., 1970; LANGONI,
et al., 1990; NADER FILHO, et al., 1983; VIANNI, et al., 1992).

Além de ser um agente contagioso cuja disseminacdo é aumentada pela
intensificacdo da bovinocultura de leite (HILLERTON, 1996), existem alguns fatores
que favorecem esta alta freqiéncia de isolamentos e que estéo relacionados com o
maior tempo de permanéncia desta bactéria no interior da glandula mamaria, sendo
eles: a elevada capacidade de penetracdo e instalacdo nos tecidos mamarios com
formacdo de microabcessos (RADOSTITS, et al.,, 2000), resisténcia a fagocitose
(presenca de capsula) (KAMPEN, et al., 2005), sobrevivéncia no interior de fagocitos
(HILLERTON, 1996) e aquisicdo de resisténcia a antimicrobianos (BARBERIO, et

al., 2002; DODD e BOOTH, 2000).

5.2.2 Isolados de Bubalinos

Obteve-se uma prevaléncia, dentre os isolados de leite mastitico bubalino, de
Staphylococcus coagulase-negativos (51,79%). A tendéncia de uma maior
frequéncia de SCN, concorda com dados de levantamentos microbiolégicos de
mastite subclinicas em bufalas realizados no Brasil (LANGONI, et al., 2001) e em

outros paises (EL SAGHEER AHMED, et al., 1992). Uma vez que estudos sobre a
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incidéncia de mastite clinica em bufalas sdo praticamente inexistentes e devem ser
consideradas as limitacbes metodolégicas empregadas, nos estudos existentes, o
que impossibilita comparacdes (AMARAL, et al., 2003).

A diferenca em relacdo as prevaléncias de S. aureus entre as espécies
estudadas pode esta relacionada aos sistemas de criacdo destas, mais extensivo
nos bubalinos, o que dificulta a disseminacdo das cepas de S. aureus, devido a
menor concentracdo de animais. Outro fator que confere maior resisténcia a infeccao
esta relacionado a prépria estrutura anatémica dos tetos das bufalas que promove
uma defesa fisica mais eficiente da glandula mamaria (LAU, 1994; UPPAL, et al.,
1994), evitando a penetracdo de agentes infecciosos, e consequientemente
reduzindo os indices de mastite por S. aureus, pois este agente quando presente na

glandula tendem a permanece por longos periodos (VAZ, 2004).

5.2.3 Caracterizacao fenotipica das amostras de Staphylococcus aureus

A confiavel e rapida identificacdo das colénias de S. aureus em culturas
simples de leite é a base para um controle eficiente da mastite por S. aureus
(BOERLIN, et al., 2003). Devido a alta sensibilidade e especificidade (BLOBEL e
SCHLIESSER, 1994) o teste de coagulase é considerado o método padrdo para
identificacdo de S. aureus em leite (BOERLIN, et al., 2003). Foram utilizados para
esta caracterizacdo, além do teste de coagulase, o teste de DNase, reducao de
manitol e producdo de hemdlise (BOERLIN, et al.,, 2003). Porém, ocorreram
discrepancias nos resultados das provas fenotipicas de 14 amostras estudadas
(Tabela 9). No entanto, estas foram identificadas como S. aureus por apresentarem
capsula polissacaridea tipo 5 ou 8 identificada pelo método de colony immunoblot.

Esta conclusdo € possivel uma vez que somente S. aureus produz sorotipos
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capsulares do tipo 5 ou 8, devido a ndo existéncia de outros sorotipos determinados
pelo locus cap, e que ndo existe localizagdo de genes cap em outro sitio do genoma
(COCCHIARDO, et al., 2006). Para a confirmacéo definitiva da espécie, € necessario
submeter as amostras a reacdo de polimerase em cadeia (PCR) especifica de
espécie, descrito por Martineau, et al., (1998).

Das 14 amostras que se apresentaram negativas ao teste de producdo de
coagulase mas que apresentaram capsulas dos tipos 5 ou 8, 11 foram positivas a
pelo menos um dos demais testes de caracterizacdo. Estas amostras provavelmente
podem ser classificadas como S. aureus, pois 0 teste de coagulase ndo oferece
100% de sensibilidade (BOERLIN, et al.,, 2003). As 3 outras amostras foram
negativas a todos os testes utilizados, e estas podem estar relacionadas a margem
de erro do teste de colony immunoblot.

Assim como S. aureus, existem outras espécies de estafilococos, como o S.
hyicus e o0 S. intermedius, cujas variantes podem apresentar positividade ao teste de
coagulase. Porém dentre as amostras de Staphylococcus coagulase positivas
analisadas neste trabalho, nenhuma foi ndo hemolitica e negativa aos demais testes
fenotipicos o que caracterizaria uma amostra de S. hyicus (QUINN, et al., 2005).
Quanto ao S. intermedius, seu papel como agente da mastite bovina tem sido
guestionado, pois seu isolamento de rebanhos leiteiros tem sido muito baixo ou
ausente (BRITO, et al.,, 2002; JASPER, et al., 1985; LANGLOIS, et al.,, 1984;
ROBERSON, et al., 1996; WATTS e OWENS, 1989). Além de que, outras espécies
de Staphylococcus que ndo o S. aureus nao expressam sorotipos capsulares 5 ou 8

(POUTREL, et al., 1990).



73

Tabela 10 — Caracterizacdo fenotipica de 12 amostras bovinas e 2 bubalinas de S. aureus isolados

de mastite.

Amostras Hemolise Coagulase DNase Manitol

Tipo Capsular

BOV22 - - + +
BOV59 - ] + .
BOV70 - - + -
BOV78 - - - -
BOV80 - - ] ]
BOV89 " - + +
BOV143 - - + +
BOV158 - - - +
BOV168 - ; ] }
BOV174 - - + -
BOV193 " - + -
BOV208 - ] N .
BUB270 + - + -
BUB289 + - - +

CP8

CP8

CP5

CP5

CP5

CP8

CP5

CP5

CP8

CP5

CP5

CP5

CP5

CP8

5.2.4 Sensibilidade e especificidade dos testes

O teste de coagulase mostrou ser o mais confiavel para a identificacédo de S.

aureus em leite bovino e bubalino, devido a alta sensibilidade e especificidade

observada neste teste (Tabelas 4 e 5). Esta mesma observacgao foi confirmada por

outros autores que consideram o teste de produgcdo de coagulase como método

padrdao para a identificacdo de S. aureus em leite mastitico (BLOBEL e

SCHLIESSER, 1994; BOERLIN, et al., 2003). Boerlin, et al. (2003), no entanto,
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estudando uma colecao de 272 Staphylococcus isolados de mastite bovina, obteve
uma sensibilidade mais elevada para o teste de coagulase (99,4%).

O teste de DNase mostrou uma alta sensibilidade, porém néo deve ser usado
como Unico critério para a identificacdo de S. aureus pois apresentou muitos
resultados falsos positivos, sendo aconselhada sua utilizacdo associada ao teste de
coagulase. Esta baixa especificidade € devida a frequiente presenca de uma fraca
atividade de DNase em muitas amostras que ndo de S. aureus (principalmente em
S. haemolyticus alfa-hemoliticos), levando a interpretacédo equivocada do teste. Além
disso outras espécies que ndo S. aureus, também, muitas vezes apresentam uma
clara atividade de DNase (principalmente S. chromogenes) (BOERLIN, et al., 2003).

A reducdo do manitol, foi um critério importante na caracterizacdo de S.
aureus em bovinos mas n&o em bubalinos. No entanto, mesmo entre os isolados de
bovinos a sensibilidade e a especificidade deste ndo foram muito altas (Tabela 4),
consequentemente ndo deve ser considerado como unico critério de caracterizacao
de S. aureus.

Tanto nos isolados bovinos como nos bubalinos a presenca de hemalise ndo
foi um método eficaz na identificacdo de S. aureus, sendo de baixa especificidade
entre as amostras bovinas e de baixa sensibilidade entre os isolados bubalinos.
Segundo Lam, et al. (1995), apesar de ndo ser um método muito sensivel, a
presenca de hemolise serve como um critério opcional para a identificacdo de S.
aureus em amostras de leite. Visto que a populacdo de S. aureus hemoliticos varia
de regido para regido (LARSEN, et al., 2002), a performance deste teste varia em

funcdo da populacéo de S. aureus estudada e deve ser interpretada com cautela.
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5.3 MORFOLOGIA DAS COLONIAS EM SSA

A morfologia de colbnias difusas indica a presenca na bactéria de uma
capsula ou uma espessa camada extracelular dispersa de polissacarideos
(OPBEDEECK, et al., 1988b).

Em nosso estudo obtivemos uma maior porcentagem de colbénias com
morfologia difusa entre os SCN, tanto de origem bovina como bubalina (Tabela 6).
Segundo Christensen, et al.(1985) entre os SCN destaca-se a importancia da
producdo de limo, o qual determina a capacidade da bactéria em produzir biofilme.
Este € um fator de viruléncia relacionado a mastite bovina e estda comumente
associado a infec¢des cronicas (AGUILAR, et al., 2001; MELCHIOR, et al., 2006).
Portanto, esta maior ocorréncia de coldonias com morfologia difusa provavelmente
esta ligada a producdo em grande quantidade de uma matriz exopolissacaridea
pelos SCN, a qual funciona como uma barreira, impedindo a ligagéo de fatores de
agregacao presentes no soro com proteinas especificas da parede celular do SCN.
Em adicgéo, foi verificado que na tipificacdo de capsula através do método de “colony
immunoblot” todas as amostras de SCN foram classificadas como NT. Assim sendo,
a presenca de coldonias com morfologia difusa entre os SCN, néo reflete a presenca
de capsula verdadeira mas de limo.

Dos isolados de S. aureus bovinos examinados 53% apresentaram morfologia
difusas pelo cultivo em SSA (Tabela 6), discordando de outros estudos que
verificaram que o crescimento de colonias difusas em SSA é alto (93%) em isolados
de S. aureus da glandula mamaria de bovinos (NORCROSS e OPBEDEECK, 1983;
OPBEDEECK e NORCROSS, 1983). Conforme Opdebeeck, et al. (1987), a
presenca de capsula em estafilococos bovinos é comum, porém com o passar do

tempo perde-se em subculturas, podendo ser expressa novamente desde que
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cultivada em condi¢cdes apropriadas. Portanto o fato de algumas amostras serem
oriundas de colecdes, mantidas em subculturas, pode ter apresentado uma
influéncia negativa sobre a expressdo de capsula pela técnica de SSA, em nosso
estudo.

No presente estudo, aproximadamente 80% dos S. aureus CP tipos 5 e 8 de
leite de vaca e bufala produziram colonias difusas em SSA. Em outro estudo com
isolados de leite de vaca, cabra e ovelha na Europa, 85% dos S. aureus CP tipos 5 e
8 apresentaram colbnias difusas em SSA (SUTRA, et al.,, 1990). Resultados
similares também foram encontrados por outros autores nos Estados Unidos
(OPBEDEECK e NORCROSS, 1983) e Austrélia (OPBEDEECK, et al., 1988a) com
isolados de campo de leite bovino incubados em SSA. Em contraste, um numero
muito baixo de isolados clinicos de origem humana (aproximadamente 31%)
apresentaram col6nias difusas (OPDEBEECK, et al., 1985).

A morfologia de colbnias difusas em SSA é considerada como um critério de
encapsulacéo, parecendo ser uma caracteristica da maioria das cepas de S. aureus
de leite mastitico de animais domeésticos, recentemente isolado ou cultivados em
condi¢gbes apropriadas (HAN, et al., 2000; SUTRA, et al., 1990). Todavia, n0osSsos
resultados indicam que morfologia de colbnia compacta em SSA, ndo exclui a
possibilidade da amostra ser encapsulada, uma vez que observamos amostras
expressando cdapsula polissacaridea indicada por “colony immunoblot”’, e
apresentando colénias com morfologia compacta em SSA. Isso concorda com Sutra,
et al. (1990), os quais encontraram amostras apresentando colbnias compactas em
SSA e expressando CP através de ELISA com anticorpos monoclonais.

Outros autores, no entanto, observaram que amostras difusas em SSA, nao

apresentavam capsula pela técnica de “microscopic India ink” e afirmam que a
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técnica de SSA ndo é um teste confiavel de encapsulacdo (ANDERSON, 1984).
Segundo Wilkinson (1983), o material extracelular produzido neste caso, difere de
uma capsula verdadeira, pois é removido por lavagens com solucdo salina. Ja
Rather, et al. (1985) concluiram que estas cepas produzem limo e ndo capsula
verdadeira.

Em relacdo a morfologia em SSA, foi observada diferenca na proporcao de
colonias difusas nos isolados bovinos entre as cepas tipos 5 e 8, com maior
ocorréncia (71,43%) entre as amostras com capsula tipo 5 (Tabela 7), discordando
de Sutra, et al. (1990), que encontraram proporcdes similares, 85,7 e 85,3%, de
morfologia difusa em SSA para cepas tipo 5 e 8, respectivamente. Isolados de S.
aureus sorotipo 5 produzem mais polissacarideo capsular e sdo mais virulentos para
ratos que os isolados de S. aureus tipos 8 (WATTS, et al., 2005). Portanto, a maior
ocorréncia de colonias difusas em SSA entre as cepas com capsula polissacaridea
tipo 5, provavelmente seja devido a maior producdo de polissacarideo capsular por

este sorotipo.
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6 CONCLUSOES

No Brasil os tipos capsulares polissacarideos de Staphylococcus aureus
envolvidos em processos infecciosos da glandula mamaria de bovinos e bubalinos,
sdo os sorotipos CP5 e CP8, ocorrendo também cepas caracterizadas como NT.
Entretanto ndo foram encontradas cepas com caracteristicas de capsulas
polissacarideas tipo 1 (CP1) e 2 (CP2).

A nivel nacional existe uma diferenca na freqiiéncia antigénica dos tipos
capsulares polissacarideos em cada espécie e entre as espécies estudadas. Nos
isolados bovinos ha prevaléncia de cépsula polissacaridea tipo 8, enquanto nos
isolados bubalinos a maior ocorréncia é de cdpsula tipo 5.

Os sorotipos capsulares polissacarideos de S. aureus encontrados no Brasil
sao iguais aos encontrados em outros paises. No entanto, o perfil antigénico aqui
encontrado ndo se assemelha a nenhum levantamento epidemioldgico realizado até
0 momento em outra regido geografica, confirmando a variabilidade geogréfica na
producado de capsula por isolados de S. aureus bovino.

Portanto, ha prevaléncia antigénica de dois tipos capsulares, CP5 e CP8, os
guais se destacam na patogénese e imunoprofilaxia das mastites, no Brasil. Esta
informacgédo se torna importante para o desenvolvimento racional de uma vacina

capsular para a prevencdo da mastite estafilococica, pois 0s antigenos
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polissacarideos de superficie do S. aureus, sdo imundgenos sorotipos-especificos e
anticorpos para estes antigenos devem estar presentes para que ocorra a
opsonofagocitose, ou seja, a eficiéncia de um vacina estafilocécica esta diretamente
ligada a presenca de antigenos capsulares especificos para as capsulas existentes.

A morfologia de colbnias difusas em SSA é um critério de encapsulacéo
caracteristico das cepas de S. aureus. Entretanto, a ocorréncia de colbnias com
morfologia compacta ndo exclui a possibilidade da amostra de S. aureus ser
encapsulada. Entre os SCN a presenca de colonias difusas em SSA, nao reflete a
presenca de capsula verdadeira mas de limo.

Em relacdo aos fatores de patogenicidade do Staphylococcus, existe uma
grande variabilidade na expressdo destes fatores entre as diferentes cepas.
Destaca-se a ocorréncia de amostras capsuladas e produtoras de coagulase dentre
os S. aureus em isolados bovinos e bubalinos e uma alta ocorréncia de cepas
produtoras de limo, consequentemente de biofilme, dentre os Staphylococcus
Coagulase-Negativos. A DNase € produzida pela maioria dos S. aureus, no entanto

um grande numero de cepas de SCN também a secretam.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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