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Introducao

Dentre as espécies de estafilococos coagulase-positivas, as de maior ocorréncia
na etiologia infecciosa da mastite bovina sdo S. intermedius, S. hyicus e S. aureus, esta
ultima a de maior importancia pela prevaléncia e pelos riscos a satde publica. Ha
indicagdes que este pode ser identificado apos a prova de coagulase, que o classificaria
como S. aureus. Entretanto, o Conselho Nacional de Mastite dos Estados Unidos
recomenda o teste de Voges-Proskauer (VP) como adicional para a diferenciagao de S.
aureus de outras cepas positivas a prova da coagulase (CUNHA NETO et al., 2002).

Pela possibilidade de resultados atipicos as provas diagnoésticas em funcao da
origem das amostras, objetivou-se estudar as caracteristicas diagnosticas do VP apos a
confirma¢ao molecular de S. aureus isolados do leite de vacas com mastite, de Ostios
dos tetos e de insufladores de teteiras, frente a diferentes graus de coagulagdo e indices
pluviométricos, como forma de colaborar na identificacdo do agente.

Material e Métodos

As amostras foram obtidas em rebanho do Instituto de Zootecnia de Nova
Odessa, Sao Paulo, com aferi¢des mensais dos indices de chuva de agosto de 2005 até
dezembro de 2006. A estacdo “seca” apresentou uma precipitacdo média de 27,9 mm no
periodo de tempo entre duas visitas ao rebanho, enquanto a estacdo ‘“‘chuvosa”
apresentou média de chuvas de 113,6 mm. A mastite subclinica foi detectada pelo
California Mastitis Test (CMT), enquanto detectou-se a mastite clinica pelo teste da
caneca telada. Animais com até 10 dias de lactagdo e 30 dias pré-secagem nao foram
investigados. Obteve-se, também, amostras de Ostios de tetos e insufladores dos
conjuntos de ordenha. As colheitas das amostras de leite foram feitas de acordo com o
National Mastitis Council (HARMON et al., 1990). Imediatamente apds a anti-sepsia
pré-ordenha, colheu-se amostras dos Ostios com o auxilio de suabe estéril, assim como
estes também foram utilizados na porcao final de cada um dos insufladores durante e
apos as ordenhas. Isolou-se 167 S. aureus a partir das amostras de leite, enquanto 117
isolados oriundos dos Ostios e 45 de insufladores foram obtidos. As colonias foram
submetidas a coloracdo de Gram e posterior realizagdo das provas de catalase e
coagulase lenta com plasma de coelho, seguidas pela verificagdo da produgdo de
acetoina (HOLMBERG, 1973; HOLT et al., 1994). Os resultados classificados como
coagulase “4” foram aqueles com coagulacao completa nos tubos, enquanto os demais
graus variaram desde codgulos pequenos e desorganizados até codgulos grandes
organizados, sem coagulacao completa (GARCIA et al., 1980). As leituras da prova de
acetoina ocorreram apds semeadura de tubo com caldo VM/VP, com cultivo puro de S.
aureus. A sua realizagdo e leitura seguiram o recomendado por Koneman et al. (2001).
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Apbs a extracdo do DNA bacteriano, procedeu-se a confirma¢do molecular dos
isolados, por meio da amplificacao de fragmentos de DNA cromossomico de S. aureus,
(MARTINEAU et al., 1998). A sensibilidade diagnostica do VP foi definida como a
propor¢ao dos verdadeiros positivos dentre todos resultados positivos, e a especificidade
foi a proporcdo de verdadeiros negativos entre todos os resultados negativos. A
eficiéncia do VP foi a proporcao de resultados verdadeiros do teste (MEDRONHO &
PEREZ 2002). Considerou-se as provas moleculares como “padrao-ouro”.

Resultados e discussdo

O grau de coagulagdo mais observado foi o “4”, em ambos os periodos de
chuvas. No diagnostico da mastite bovina por S. aureus, alguns protocolos ndo
consideram reagdes fracas na prova da coagulase, o que influencia na sensibilidade e
especificidade do teste, ja que coldnias atipicas podem ser isoladas em quaisquer sitios
de localizagdo. A inclusao de outras provas pode elevar o numero de amostras
identificadas corretamente. O estudo dos resultados de testes laboratoriais frente as
condigoes climaticas anteriores as colheitas das amostras, além disso, pode colaborar no
levantamento de fatores intervenientes nos resultados. Em periodos mais chuvosos, a
dificuldade em manter condigdes higiénicas adequadas e as condi¢des de umidade e
temperatura favoraveis a multiplicagdo de microrganismos, podem acarretar uma maior
dispersdo de microrganismos no ambiente com distintas caracteristicas fenotipicas.

Na Tabela 1, constam caracteristicas diagnodsticas do VP para a identificacio de
S. aureus, de acordo com graus de coagulacao, durante a estacdo “seca”.

1) Caracteristicas diagnosticas da reacdo de Voges Proskauer e graus de coagulacdo de
Staphylococcus aureus isolados de diferentes fontes em periodos classificados como
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pertencentes a “estacdo seca”’.

Caracteristicas
Eficiéncia Sensibilidade Especificidade
Coagulase 4°  Outros Coagulase 4 Outros Coagulase 4  Outros
Fontes graus’ graus graus
Leite 87,1 50,0 100,0 100,0 10,0 20,0
Ostios 58,1 29,4 95,8 75,0 10,5 15,4
Insufladores 52,9 20,0 87,5 100,0 22,2 11,1

! Precipitagdo média de 27,9 mm nos periodos correspondentes entre o dia de uma colheita das amostras de
leite até o dia imediatamente anterior a proxima colheita; > Coagulagdo completa; > Sem coagulagdo
completa.

Na Tabela 2 encontram-se os resultados referentes as caracteristicas diagnosticas
do VP em estacao classificada como “chuvosa”.

BRITO et al. (2002) verificaram que 81,6% dentre 38 amostras de S. aureus
produziram acetoina e classificaram o teste de VP como de facil execucao e com baixo
custo, além de o considerarem como uma caracteristica-chave para S. aureus. Quanto
menor o numero de testes habeis para a identificagdo de S. aureus, mais facil serd para o
técnico na rotina laboratorial, principalmente quando sistemas automatizados de
diagndstico ndo estdo disponiveis.

2) Caracteristicas diagndsticas da reagdo de Voges Proskauer e graus de coagulagdo de
Staphylococcus aureus isolados em diferentes fontes em periodo classificado como “estagao
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chuvosa”'.

Caracteristicas




Eficiéncia Sensibilidade Especificidade

Coagulase 4> Outros Coagulase 4 Outros Coagulase 4  Outros
Fontes graus’ graus graus
Leite 72,2 82,4 74,6 85,7 40,0 66,7
Ostios 63,2 38,9 83,3 100,0 45,0 8,3
Insufladores 73,3 33,3 90,9 - 25,0 -

! Precipitagdo média de 113,6 mm nos periodos correspondentes entre o dia de uma colheita das amostras
de leite até o dia imediatamente anterior & proxima colheita; > Coagulagdo completa; * Sem coagulagdo
completa.

Conclusao

O teste de producdo de acetoina apresentou adequada sensibilidade para
identificar S. aureus em fontes ligadas a cadeia epidemioldgica da mastite bovina, em
conjunto com a coagulase, principalmente em periodos com menor ocorréncia de
chuvas, independentemente do grau de coagulacdo apresentado. Devido a possivel
variabilidade que pode ser encontrada, ndo recomenda-se o uso tnico do VP com a
prova de coagulase lenta com plasma de coelho, sobretudo em épocas mais chuvosas,
quando a sensibilidade do teste com isolados de leite pode apresentar-se inferior,
quando comparada com a sensibilidade apresentada em periodo menos chuvoso.

Agradecimentos
Agradecimentos: Funda¢ao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — Processo
05/53856-3.

Referéncias Bibliograficas
Brito, M.A.V.P. et al. Esquema simplificado para identificagdo de estafilococos
coagulase-positivos isolados de mastite bovina. Ciéncia Rural, v.32, n.1, p.79-82, 2002.
Cunha Neto, A. et al. Staphylococcus enterotoxigénicos em alimentos in natura e
processados no estado de Pernambuco, Brasil. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v.22,
n.3, p.263-271, 2002.
Garcia, M.L. et al. Characterization of Staphylococci isolated from mastitic cows in
Spain. Aplied Environmental Microbiology, v.39,n.3, p.548-553, 1980.
Harmon, R.J. et al. Microbiological procedures for the diagnosis of bovine udder
infection. Arlington: National Mastitis Council, 1990. 34p.
Holmberg, O. Staphylococcus epidermidis isolated from bovine milk. Acta Veterinaria
Scandinavica, v.45, p.1-144, 1973 (Supplement).
Holt, J.G. et al. Gram-positive cocci. In: Bergey’s Manual Of Determinative
Bacteriology. 9. ed. Baltimore: Williams e Wilkins, p. 544-551, 1994.
Koneman, E.W. et al. Diagndstico Microbiologico. Sed. Rio de Janeiro: Medsi. 2001.
1465p.
Martineau, F. et al. Species-specific and ubiquitous DNA-based assays for rapid
identification of Staphylococcus aureus. Journal of Clinical Microbiology, v.36, p.618—
623, 1998.
Medronho, R.A.; Perez, M.A. Testes diagnosticos, p.259-270. In: Medronho R.A. (ed.)
Epidemiologia. Editora Atheneu, Sao Paulo. 2002.



