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Estudaram-se as caracteristicas diagndsticas do teste
de Voges-Proskauer (VP) na identificagdo de Staphylococcus
aureus isolados de leite de quartos mamarios de vacas com
mastite, dstios dos tetos e insufladores dos conjuntos de
ordenha, perante diferentes graus de coagulagdo apresenta-
dos pelas cepas na prova de coagulase lenta com plasma de
coelho e com distintos niveis de chuvas ocorridas na regiao
da propriedade a qual os animais pertenciam. Os testes de
VP e de coagulase foram realizados ap6s o isolamento das
amostras bacterianas em agar sangue, visualizacao de lami-
nas apds a realizagdo da coloracao de Gram e a verificag@o
da produgdo de catalase. Todas as cepas isoladas foram
confirmadas por meio da amplificacdo de fragmentos de
DNA cromossdmico especifico de S. aureus. Identificou-se
um total de 329 amostras como S. aureus, das quais 167
isoladas a partir do leite, 117 originaram-se de 6stios e 45
de insufladores dos conjuntos de ordenha. Dentre as amos-

RESUMO

tras isoladas, 85,0%, 71,1% e 69,2% de S. aureus que se
originaram de leite, insufladores e Ostios, respectivamente,
apresentaram coagulagdo completa a prova de coagulase.
Encontraram-se especificidades reduzidas para o teste de VP,
para os diferentes graus de coagulacdo identificados, tanto
no periodo com menos chuvas como no de maiores niveis
pluviométricos. As sensibilidades diagnosticas identificadas
para o teste de VP mostraram-se superiores em periodo com
menor quantidade de chuvas para todas as fontes e graus
de coagulacdo, exceto em amostras isoladas em 0stios, que
apresentaram coagulagdo incompleta, € em amostras oriun-
das de insufladores, que apresentaram coagulagdo completa.
Recomenda-se o teste de VP como uma boa ferramenta
diagnostica para a identificacdo de S. aureus em conjunto
com outros testes como o de coagulase, principalmente em
amostras de leite oriundas de quartos mamarios com mastite
e em periodos com menor ocorréncia de chuvas.
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ABSTRACT

VOGES-PROSKAUER AND COAGULASE TESTS TO THE LABORATORIAL DIAGNOSTIC OF
Staphylococcus aureus INCLUDED IN THE EPIDEMIOLOGY OF BOVINE MASTITIS

Diagnostic characteristics of acetoin production
to the Staphylococcus aureus isolated from milk of
mammary quarters of cows with mastitis, orifices of teats
and mouthpieces of the liners were studied, in agreement to
different coagulation grades presented by strains in the tube

coagulase test with rabbit plasma and different rain levels
in the environment of the herd. The production of acetoin
and the coagulase test were performed after growth on blood
agar base supplemented with sheep blood, Gram staining
and catalase production. All strains were confirmed by
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molecular identification at species level by species-specific
PCR. Among 329 samples identified, 167 were isolated from
milk, 117 from teat orifices and 45 from mouthpieces of
the liners. Among these samples, 85.0%, 71.1% and 69.2%
strains originated from the milk, mouthpieces and orifices,
respectively, presented whole coagulation in the coagulase
test. Reduced specificities were obtained to the acetoin
production to different coagulation grades on the few rains
period as well as on the many rains period. Sensitivities to

KEY WORDS: Animal health, bacteriology, diagnosis, milk.

INTRODUCAO

Os esforgos para o controle da mastite bo-
vina dependem em grande parte do diagnostico
laboratorial dos agentes responsaveis pela doenca.
Nesse sentido, o laboratorista lanca mao de um
arsenal de testes que, mesmo assim, podem trazer
resultados inconclusivos. Um teste diagnoéstico
deve ser utilizado para reduzir a0 maximo o grau
de incerteza da identificagdo microbiologica. O
teste ideal seria aquele no qual a sensibilidade
e a especificidade atingissem 100%. Entretanto
existe um equilibrio entre essas duas propriedades
ao ponto de, quando uma delas aumenta, a outra
diminui (MEDRONHO & PEREZ, 2002).

Dentre as espécies de estafilococos coagu-
lase-positivas, as de maior ocorréncia na etiologia
infecciosa da mastite bovina sdo S. infermedius,
S. hyicus e S. aureus, esta ultima a de maior im-
portancia, pela elevada prevaléncia e por causar
riscos a saude publica. Talvez por este fato, exis-
tem indicac¢des de que o microrganismo pode ser
identificado apds os testes de coagulase, com a
classificagdo das cepas coagulase-positivas como
S. aureus. Apesar disso, o Conselho Nacional de
Mastite dos Estados Unidos recomenda o teste de
Voges-Proskauer (VP) como um meio adicional
para a diferenciacao de S. aureus das outras cepas
positivas a prova da coagulase (CUNHA NETO
et al., 2002).

A produgao da coagulase por S. aureus
constitui um importante determinante fenotipico,
uma vez que esta associada a viruléncia desses
microrganismos. Segundo CUNHA NETO et al.
(2002), ha estudos para correlacionar a produgdo

the acetoin production were higher on the few rains period
to all sources and coagulation grades, except to strains
from orifices with incomplete coagulation and strains from
mouthpieces with complete coagulation. It is recommended
the acetoin production test how a good diagnostic strategy
to the S. aureus identification, combined with other tests
how coagulase, mainly in the milk samples originated
from mastitic mammary quarters and on periods with little
occurrence of rains.

de enterotoxinas com a presenga de enzimas como
a coagulase. Em estudo dos aspectos ambientais
referentes a cadeia epidemioldgica da mastite
bovina, ZAFALON et al. (2008) concluiram que
os riscos de infeccdo por S. aureus aumentaram
diante de indices pluviométricos mais elevados
e que microrganismos isolados a partir do leite
mostraram grau de reagdo na prova da coagulase
classificado como mais forte, quando comparados
com os isolados a partir de insufladores e Ostios,
o que poderia levar a interpretacdes diferentes no
diagnostico do agente nesses sitios, de acordo com
o protocolo adotado.

A reacdo de Voges Proskauer (VP) ou tes-
te de produgdo de acetoina testa a formagao do
acetilmetilcarbinol, também conhecido como
acetoina, a partir da glicose. Em presenca de oxi-
génio atmosférico e hidroxido de potassio a 40%,
a acetoina ¢ convertida a diacetila e o alfa-naftol
atua como catalisador para produzir um complexo
de cor vermelha. As cepas de S. aureus apresen-
tam elevada (90%) produg¢do de acetoina, quando
comparadas as cepas de S. intermedius e S. hyicus
(KONEMAN et al., 2001).

Dada a possibilidade de resultados atipicos
com as provas diagnodsticas em func¢do da origem
das cepas, objetivou-se estudar as caracteristicas
diagnosticas do teste de VP apos a confirmagao
molecular de S. aureus isolados do leite de vacas
com mastite, dos Ostios dos tetos e de insufladores
de teteiras durante a ordenha, diante de diferentes
graus de coagulacdo e indices pluviométricos,
como forma de colaborar na identifica¢ao de
S. aureus na cadeia epidemiologica da mastite
bovina.
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MATERIAL E METODOS

Os animais faziam parte do rebanho de
fazenda experimental pertencente ao Centro de
Bovinos de Leite do Instituto de Zootecnia de
Nova Odessa, Estado de Sao Paulo, sob ordenha
mecanica realizada duas vezes ao dia, em siste-
ma com circuito fechado. Durante a colheita das
amostras de leite, a mediana de 52 animais das
racas Holandesa e Pardo-Suica permaneceu em
lactacdo (minimo de 40 e maximo de 66 animais).
Realizaram-se as aferi¢cdes dos indices pluviomé-
tricos mensalmente, de agosto de 2005 até¢ dezem-
bro de 2006 (CIIAGRO, 2006). A estagdo seca foi
assim denominada quando a precipitagdo média
no espaco de tempo (trinta dias) compreendido
entre duas colheitas de amostras foi igual a 27,9
mm, ¢ a estagdo chuvosa aquela em que a média
de chuvas foi igual a 113,6 mm.

Fez-se o diagndstico da mastite subclinica a
partir da realizagdo mensal do California mastitis
test (CMT) em todas as vacas lactantes do rebanho.
Também foram investigados animais com quadro
clinico de mastite por meio do teste da caneca
telada, durante os dezessete meses de estudo.
Animais que estavam nos primeiros dez dias de
lactagdo e nos trinta dias anteriores a secagem nao
foram investigados. Além da colheita das amostras
de leite realizou-se, paralelamente, a colheita de
amostras dos Ostios papilares e dos insufladores
dos conjuntos de ordenha.

Realizaram-se as colheitas das amostras de
leite para o isolamento microbiologico de acordo
com os procedimentos recomendados pelo Na-
tional Mastitis Council (HARMON et al., 1990).
Ap6s a limpeza do 6stio papilar com alcool etilico
70% (v/v), utilizaram-se tubos de ensaio esterili-
zados para amostras individuais de 2 a 5 mL de
leite, em duplicatas, de cada quarto mamario po-
sitivo ao CMT, antes do inicio da ordenha. Essas
amostras foram acondicionadas em recipientes
com gelo e levadas ao laboratério para isolamento
e identificacdo bacterianos. Classificaram-se como
resultados positivos ao teste de CMT quaisquer
graus de viscosidade observados apds a mistura de
leite com a solugdo, em raquete de leitura utilizada
para o exame.

Imediatamente ap0s a antissepsia anterior a
ordenha, feita com solugao a base de cloro, colhe-
ram-se amostras oriundas dos Ostios papilares de
animais positivos ao CMT, independentemente de
todos os quartos mamarios terem sido reagentes ao
teste, com o auxilio de suabe estéril e a realizagao
de movimentos circulares sobre os 6stios (INGA-
WA et al., 1992). Suabes estéreis também foram
friccionados em movimentos circulares na por¢ao
final de cada um dos insufladores (quatro por cada
conjunto de ordenha), em todos os conjuntos da
ordenhadeira durante e apds as ordenhas, confor-
me recomendagao de McDONALD et al. (1993).
O material foi transportado em tubos de ensaio
individuais contendo agua peptonada estéril.

Isolaram-se 167 cepas de S. aureus a partir
das amostras de leite dos quartos mamarios, apos a
semeadura direta em placas de Petri com agar san-
gue de ovino a 5% por meio do auxilio de al¢a de
platina padronizada (0,01mL). Obtiveram-se 117
1solados originados a partir dos Ostios papilares e
45 dos insufladores dos conjuntos de ordenha apos
a semeadura direta com os suabes utilizados na
colheita das amostras. Todas as amostras perma-
neceram incubadas por 18 a 24 horas, a 37°C. As
coldnias foram submetidas a coloragdo de Gram,
com posterior realizacdo das provas de catalase
e coagulase lenta com plasma de coelho para os
cocos Gram-positivos, seguidas pela verificagdo
da producao de acetoina (HOLMBERG, 1973;
HOLT et al., 1994).

As leituras da prova da coagulase foram rea-
lizadas uma, duas, trés, quatro e 24 horas apos a
incubacao a temperatura de 37°C em banho-maria.
Os resultados classificados como coagulase “4”
foram aqueles em que houve coagulacao completa
nos tubos, € os demais graus variaram desde co-
agulos pequenos e desorganizados até codgulos
grandes organizados, mas sem coagula¢cdo com-
pleta (GARCIA et al., 1980).

Realizaram-se as leituras dos testes para a
verificacao da producdo de acetoina apos a semea-
dura de um tubo com caldo VM/VP com um cul-
tivo puro de S. aureus. Os tubos foram incubados
por 24 horas a 35°C. Adicionou-se primeiramente
0,6 mL de alfa-naftol a 5% e, a seguir, 0,2 mL de
KOH a 40 %. Procedeu-se a uma agitacio suave
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dos tubos para a exposi¢ao do meio ao oxigénio
atmosférico, deixando-se em repouso por quinze
minutos, sendo logo a seguir efetuada a leitura,
que foi repetida ap6s 45 minutos. Resultados
positivos foram indicados pelo desenvolvimento
de cor vermelha quinze e sessenta minutos apds
a agitacdo (KONEMAN et al., 2001).

Apos a extracao do DNA bacteriano,
procedeu-se a confirmacao molecular dos isola-
dos de S. aureus para a identificacdo da espécie,
a partir da amplificacdo de fragmentos de DNA
cromossdmico especifico de S. aureus, de acordo
com o protocolo descrito por MARTINEAU et al.
(1998). As reacdes compreenderam volume final
de 20 pL com 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM
KCl, 2,5 mM MgClI2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4
uM de cada oligonucleotideo iniciador Sa442-1
(5’- AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATA TTC
TTC ACG- 3’) e Sad442-2 (5’- CGT AAT GAG
ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA-3°),¢ 0,5
U de Tag polimerase em amplificagdo do tipo
host-start. As misturas de PCR foram submetidas
a desnaturagdo por trés minutos a 94°C e, poste-
riormente, a trinta ciclos de um segundo a 95°C, e
trinta segundos a 55°C para pareamento e extensao
dos oligonucleotideos iniciadores. Dez microlitros
do produto amplificado foram visualizados apds
eletroforese em gel de agarose em concentragdo

de 2%, corado com brometo de etidio. Utilizou-
se marcador de tamanho molecular 100 pb como
padrao de peso molecular.

Estudaram-se as caracteristicas diagndsticas
do teste de VP, definindo-se a sensibilidade do
teste como a propor¢ao dos verdadeiros positivos
entre todos os resultados positivos apos o diag-
nostico, e a especificidade como a proporcao dos
verdadeiros negativos entre todos os resultados
negativos. Determinou-se a eficiéncia do teste de
VP pela propor¢ado de resultados verdadeiros que
o teste foi capaz de identificar (MEDRONHO
& PEREZ, 2002). Consideraram-se as provas
moleculares como “padrao-ouro”, comparando-
se as caracteristicas do teste de acordo com os
resultados obtidos na prova de coagulase lenta
com plasma de coelho em diferentes condi¢oes
pluviométricas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores
referentes a quantidade de amostras de S. aureus
isoladas a partir de leite, 6stios e insufladores dos
conjuntos de ordenha, com os seus respectivos
graus de coagulagdo na prova de coagulase lenta
com plasma de coelho, de acordo com a quantidade
de chuvas ocorridas durante o periodo de estudo.

TABELA 1. Amostras de Staphylococcus aureus isoladas em leite, ostios e insufladores com seus respectivos graus de
coagulacdo em dois periodos classificados de acordo com a quantidade de chuvas ocorridas em Nova Odessa, SP

Graus de coagulagao'

Fontes 1+ 2+ 3+ 4+ Total
Seca?/chuva’ Seca/chuva Seca/chuva Seca/chuva

Leite 0/2 2/3 6/12 70/72 167

Ostios 0/3 7/9 11/6 43/38 117

Insufladores 2/0 4/1 4/2 17/15 45

Total 2/5 13/13 21/20 130/125 329

' Grau “1+” — coagulos pequenos e desorganizados, grau “2+” — coagulos pequenos organizados; Grau “3+” — codgulos grandes organizados; Grau
“4+” — coagulagdo completa. ? 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; * Precipitacdo média de 113,6 mm nos periodos correspondentes entre o dia de uma colheita das amostras de
leite até o dia imediatamente anterior a proxima colheita.

Observou-se que houve uma menor quan-
tidade de isolados com graus de coagulacao in-
feriores a “4” nas trés fontes estudadas, tanto no

periodo com uma quantidade superior de chuvas
como naquele com menores niveis pluviométricos.
De um total de 329 amostras identificadas como
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S. aureus, 167 (50,8%) foram isoladas no leite
de quartos mamadrios com mastite, 117 (35,6%)
originaram-se de Ostios pertencentes a quartos
mamarios sadios e 45 (13,6%) foram oriundas dos
insufladores dos conjuntos de ordenha. Dentre as
amostras isoladas a partir do leite, 142 (85,0%)
apresentaram coagula¢do completa. Esse grau de
coagulacdo foi encontrado em 81 (69,2%) e 32
(71,1%) amostras isoladas em 6stios e insuflado-
res, respectivamente.

O exame bacterioldgico do leite, obtido a
partir de um Uinico quarto ou de amostras compos-
tas, € o procedimento padrao para o estabelecimen-
to da infec¢do mamaria (ELVINGER & NATZKE,
1992). Nos casos de surtos de mastite clinica em
um rebanho ou em casos isolados, especialmente
em vacas de alto valor zootécnico, o isolamento
do agente etioldgico ¢ o método diagnostico de
eleicao. Dessa maneira, a cultura do leite de vacas
do rebanho ¢ util no monitoramento da prevalén-
cia e dos agentes etioldgicos presentes (SEARS
etal., 1993).

Existe uma gama de testes laboratoriais
que podem ser utilizados para a identificacao de
S. aureus. Citem-se a utilizagdo concomitante do
teste da coagulase e de termonuclease, o cresci-
mento em agar Baird Parker suplementado com
acriflavina, atividade da B-galactosidase, teste de
hemolise em 4gar chocolate, além da prova de
DNAse, teste do manitol em anaerobiose ¢ a fer-
mentagdo de acticares (KONEMAN et al., 2001).
SILVA & GANDRA (2004) chamam a atencao
para a andlise de resultados em conjunto para a
discriminacao das espécies. Porém, uma identi-
ficagdo rapida, confiavel e ndo excessivamente
onerosa de colonias de S. aureus em culturas de
amostras de leite ¢ fundamental para o controle
da mastite por esse microrganismo.

M¢étodos de sequenciamento genético
permitem a identificagdo de varios patdogenos
bacterianos. Porém, na contramao da necessidade
de testes de baixo custo, esses métodos ainda sdo
relativamente caros, trabalhosos e, na maioria das
vezes, ndo estdo na rotina diagnodstica de labora-
torios especializados na area veterinaria. A maior
parte das amostras originadas de casos de mastite
¢ analisada de acordo com critérios financeiros, €

testes simples podem permitir a identificagdo da
etiologia infecciosa da doenca, como a combina-
¢ao de aspectos referentes a hemolise apresentada
no meio de cultivo e a verificagao da produgao de
coagulase, por exemplo. Por sua vez, o teste da
coagulase com quatro horas de incubacao parece
ndo apresentar adequada sensibilidade diagnosti-
ca. Recomenda-se, diante desse periodo de tempo
para a leitura da prova, a utilizacdo concomitante
de outros testes, como a verificagao da producao de
beta-hemolise, por exemplo, em que se verificou
a elevacdo da sensibilidade diagnostica de 60,4%
para 99.,4% (BOERLIN et al., 2003).

No presente trabalho, os microrganismos
isolados que ndo apresentaram coagulacao do
plasma de coelho nao foram submetidos a con-
firmacao molecular, apesar da possibilidade de,
segundo SOUTO (2006), S. aureus isolados de
infec¢des intramamarias apresentarem caracteris-
ticas atipicas, ndo demonstrando comportamento
bioquimico cléassico, como, por exemplo, reagao
de coagulase positiva. SILVA et al. (2000) também
mencionaram o aparecimento de coldnias atipicas
de S. aureus em agar Baird Parker (39,4%) em que
94,4% eram oriundas do leite.

SILVA et al. (2000) verificaram que a in-
tensidade da reagdo na prova da coagulase variou
com a origem das amostras. S. aureus originados
das maquinas de ordenha e maos de ordenhadores
eram 3 ou 4 cruzes. E 17,1% dentre os oriundos
do leite apresentaram reagdes 1 ou 2 cruzes, ou
seja, de menor intensidade. O estudo de cepas
de S. aureus oriundas de diferentes fontes ¢ de
importancia para o acompanhamento da epide-
miologia da mastite, uma vez que parece existir
especificidade das amostras isoladas em humanos
e animais. A determinac¢ao da origem de amostras
identificadas como responsaveis pela mastite bo-
vina pode contribuir para o estabelecimento de
medidas de controle contra a doenca. Segundo
FAGUNDES & OLIVEIRA (2004), deve ser
ressaltada a importancia do homem como reser-
vatorio de S. aureus.

Ha tempos que os estafilococos vém sendo
analisados em alimentos com base na habilidade
ou nao de coagular o plasma sanguineo, ja que ¢
referenciada a relagdo intrinseca entre a produgao
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de coagulase e a disponibilidade de S. aureus, de
produzir enterotoxinas. O procedimento do teste
da coagulase passa por diferentes critérios de
interpretacdo, desde a consideracdo de quaisquer
graus de coagulacao até a consideragao de somente
o grau maximo de coagulacdo (PEREIRA et al.,
2000).

No diagnoéstico da mastite bovina por S.
aureus, alguns protocolos nao consideram reagoes
fracas na prova da coagulase como resultados
positivos, o que influencia na sensibilidade e
especificidade do teste. Coldnias atipicas podem
ser isoladas em quaisquer sitios de localizacao,
de modo que a inclusdao de provas adicionais
pode elevar o nimero de amostras identificadas
corretamente. Além disso, o estudo dos resulta-

dos de testes laboratoriais, diante das condi¢des
climaticas anteriores as colheitas, das amostras
pode colaborar no levantamento de fatores inter-
venientes dos resultados. A dificuldade em manter
condicdes higiénicas adequadas em periodos mais
chuvosos, com condi¢des de umidade e temperatu-
ra favoraveis a multiplicacdo de microrganismos,
pode fazer com que haja uma maior dispersao de
amostras bacterianas no ambiente com distintas
caracteristicas fenotipicas.

Na Tabela 2 constam as caracteristicas
diagnosticas do teste de VP na identificagdo de
S. aureus em diferentes fontes envolvidas com a
epidemiologia da mastite bovina, de acordo com
os graus de coagulacdo das cepas bacterianas,
durante a estagdo classificada como “seca”.

TABELA 2. Caracteristicas diagndsticas da rea¢do de Voges-Proskauer de acordo com os graus de coagulagido de Sta-
phylococcus aureus originados de diferentes fontes, utilizando-se a reagdo em cadeia da polimerase como “teste-ouro”,
em periodos classificados como pertencentes a “esta¢do seca”

Caracteristicas
Fontes Eficiéncia Sensibilidade Especificidade
Coagulase 4> Outros graus®  Coagulase 4 Outros graus Coagulase 4 Outros 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

! Precipitacdo 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 estagdo seca verificou-se que a efici-
éncia do teste de VP para identificar S. aureus
foi inferior para aqueles microrganismos que
apresentaram graus de coagulacdo incomple-
ta, tanto para os isolados do leite como para
aqueles originados de oOstios e insufladores.
Encontrou-se uma eficiéncia superior (87,1%)
para S. aureus oriundos do leite de quartos
mamarios com mastite e que apresentaram co-
agulacdo completa na prova da coagulase lenta
com plasma de coelho, quando comparada com
as eficiéncias de outros graus de coagulacao
e das demais fontes. Sensibilidades elevadas
durante a estagao classificada como “seca” fo-

ram encontradas. Porém, em isolados de ostios
com coagulagao ndo completa, a sensibilidade
do teste foi inferior as demais fontes e graus de
coagulacgdo (75%). A capacidade do teste de VP
em identificar amostras negativas para S. aureus
mostrou-se baixa quando os resultados das pro-
vas de confirmacdo diagndstica se mostraram
negativos (10,0% a 22,2%).

Na Tabela 3 encontram-se os resultados
referentes as caracteristicas diagnosticas do teste
de VP, na identificacao de S. aureus em diferentes
fontes envolvidas com a epidemiologia da mastite
bovina, de acordo com os graus de coagulacio das
cepas em estagdo classificada como “chuvosa”.
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TABELA 3. Caracteristicas diagnosticas da reacdo de Voges-Proskauer de acordo com os graus de coagulagao de Sta-
phylococcus aureus originados de diferentes fontes utilizando-se a reagdo em cadeia da polimerase como “teste-ouro”, em

periodos classificados como pertencentes a “estacdo chuvosa

2]

Caracteristicas
Fontes Eficiéncia Sensibilidade Especificidade
Coagulase 42 Outros graus®  Coagulase 4 Outros graus Coagulase 4 Outros 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 -

! Precipitacao média de 113,6 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.

Em periodos mais chuvosos, encontraram-se
eficiéncias inferiores para o teste de VP quando os
isolados eram provenientes de 6stios e insufladores
e apresentavam coagulacdo incompleta (38,9%
e 33,3%, respectivamente), diferentemente que
o apresentado pelas amostras originadas de leite
(82,4%). Verificou-se que o teste de VP apresen-
tou uma sensibilidade superior em épocas com
quantidade inferior de chuvas, exceto para os
isolados originados de insufladores quando os
microrganismos apresentaram grau “4” de coagu-
lacdo (coagulacao completa), apesar de proxima da
encontrada para os isolados dessa fonte na época
“seca” (90,9% e 87,5%, respectivamente) e para
microrganismos oriundos de dstios sem coagu-
lagdo completa. Verificaram-se especificidades
superiores para as amostras isoladas nas chuvas,
quando comparadas com a estag@o “seca”, exceto
em Ostios com isolados que ndo apresentaram
coagulagdo completa e para insufladores, em que
nao foi possivel o calculo pela pequena quantidade
de amostras.

BRITO et al. (2002), ao identificarem 38
amostras como S. aureus, verificaram que 81,6%
produziram acetoina e classificaram o teste de VP
como de facil execugdo e com baixo custo, além
de o considerarem como uma caracteristica-chave
para S. aureus, apesar do tempo de incubagao con-
siderado prolongado. Em levantamento anterior,
dentre 55 amostras de S. aureus ndo produtoras de
betagalactosidase que cresceram em agar Baird-
Parker suplementado com acriflavina, algumas

apresentaram resultados variados em outros testes:
13 amostras produziram pigmentos carotenoides,
36 fermentaram a maltose aerobicamente, 47
fermentaram o manitol de forma anaerdbica e 40
apresentaram atividade hemolitica em agar sangue,
e 46 (83,6%) produziram acetoina (GANDRA et
al., 2005). Resultados semelhantes foram relatados
por CAPURRO etal. (1992) e ROBERSON et al.
(1992), que observaram altas porcentagens (94%
e 98%, respectivamente) de amostras positivas
no teste de VP.

Quanto menor o niimero de testes habeis para
a identificagdo de S. aureus, mais facil serd para
o técnico na rotina laboratorial, principalmente
quando sistemas automatizados de diagnostico ndo
estdo disponiveis. Em sistemas com automacgao, o
custo de tempo de incubagao para a identificagao
estafilococia parece ndo ser adequado. Além disso,
muitas vezes pode existir um grande numero de
amostras atipicas, assim como as relatadas por
IORIO et al. (2007), que encontraram 55,6% de
amostras de estafilococos atipicos em pelo menos
um teste utilizado. Com relagao a S. aureus, uma
amostra (5,6%) apresentou comportamento atipico
em prova que verificou a produgdo de acetoina.

Ha evidéncias de variagao clonal de S.
aureus dentro de rebanhos individuais (YOUNG
et al., 2001). O aspecto cronico das mastite por
S. aureus faz com que haja a possibilidade de
vacas adquirirem diferentes cepas da bactéria
que permanecem corresidentes dentro do tbere
e que podem suprimir a resposta imunologica
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do hospedeiro e permitir, consequentemente, a
persisténcia da infeccdo. Pelos resultados apre-
sentados neste trabalho, sugere-se que em épocas
mais chuvosas um numero superior de variantes
do microrganismo esteja presente, o que pode
reduzir a eficiéncia de testes fenotipicos como o
de produgao de acetoina, por exemplo, espelhando
a possivel necessidade de testes adicionais para a
identificacdo de S. aureus.

CONCLUSOES

O teste de produc¢ado 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 ocor-
réncia de chuvas, independentemente do grau de
coagulagdo apresentado. Dada a possivel variabi-
lidade que pode ser encontrada entre as amostras,
nao ¢ recomendado o uso unicamente do teste de
VP em conjunto com a prova de coagulase lenta
com plasma de coelho, principalmente em €pocas
de maior ocorréncia de chuvas, em que a sensibi-
lidade do teste para amostras de leite de quartos
mamarios com mastite pode apresentar-se inferior,
quando comparada com a sensibilidade da prova
apresentada em periodo menos chuvoso.
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