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RESUMO

Os testes de producao de acetoina, determinacéo da
atividade da enzim@-galactosidase e utilizagdo anaerébica do
manitol em conjunto com a susceptibilidade afiarina foram
avaliados para diferenciacdo de amostras 8tphylococcus
coagulase-positivas (SCP) isolas de magie bovina. As
amostras foram classifidas no géner&taphylococcugpor meio
da sensibilidade a furazolidona, resisténcia a bacitracina,
producgdo de acido em aerobiose a partir de glicerol na presenca
de 0,449 m7* de eritromicina e catalase, e foram positivas no
teste de coagulase do plasma de coelho em tubos. A
susceptibilidade a adtavina foi tesada em placas de agar Baird
Parker e agar P com 74y m¢* de acriflavina. Como controle
dos testes, foram incluidas cinco amostras coagulase-negativas
de S. hyicusisoladas de leite bovino e id#fitadas pelo sistema
API Staph e a amostra d& aureusATCC 29213. Trinta e oito
das 49 amostras de SCP foram identificadas c8maureuse 11
como S. hyicus ndo sendo iddificada nenhuma comd.
intermedius O sistema API Staph foi empregado para confirmar
a identificacdo das amostras coagulase-positivasSdéyicus
sete amostras d6. aureusnegativas no teste de producédo de
acetoina e quatro negativas na fermentagdo anaer6bica do
manitol. Todas as amostras d& aureusforam resistentes a
acriflavina, enquanto as d8. hyicusforam sensiveis. Concluiu-
se que a sensibilidade a acriflavina pode ser empregada

juntamente com os testes de coagulase e produgdo de acetoina na

diferenciagdo de SCP isolados de ftitasbovina.

Palavras-chave: estafilococos @agulase-pagvos, mastite

bovina, sensibilidade a acriflavina.
SUMMARY

Production of acetoin, acid production from
mannitol under anaerobiosis ang-galactosidase activity in
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addition to acriflavin susceptibility were evaluated to differentiate
between coagulase-piige strains of Staphylococcus (CPS)
isolated from bovine mastitis. The strains were classified in the
genusStaphylococcus by means of sensitivity to furazidine,
resistance to bacitracin, aerobic acid from glycerol in the
presence of Oig m/* of eritromicin, catalase, and coagulated
rabbit plasma by the tube test. The acriflavin susceptibility was
tested on Baird Parker and P agar plates containipg /" of
acriflavin. Five @agulase-negative. hyicusstrains identified by
the API Staph system ai8] aureusATCC 29213 were used as
test controls. Thirty-eight out of the 49 CPS were identifie6.as
aureusand 11 asS. hyicus while S. intermediuswas not found.
The API Staph system was used to confirm thetifbation of

the coagulase-positive strains &. hyicus sevensS. aureus
strains not producing acetoin and four negative for anaerobic
fermentation of mannitol. All the strains identified @saureus
were resistant to acriflavin wherea hyicuswere sensitive. It
was concluded that the sensitivity to acriflavin can be used in
addition to the tests of coagulase and acetoin production to
differentiate CPS isolated from bovine mastitis.

Key words: coagulase-pdsve staphylococci, bovine miitss,
acriflavin susceptibility

INTRODUCAO

Bactérias de géneroStaphylococcus
ocupam um papel destacado na etiologia das
infec¢des intramamarias do gado leiteiro. A espécie
S. aureusé considerada um patdgeno primario e tem
sido o agente mais freqlentemente isolado tanto de
infecc¢des clinicas como subclinicas (WATTS, 1988;
BOOTH, 1995; BRAMLEYet al, 1996; BRITOet
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al., 1999). As espécies coagulase-negativas, coletadas assepticamente em frascos estéreis,
comumente isoladas de leite bovino, s&o refrigeradas e enviadas ao laboratério para
consideradas patdgenos secundérios e, em geral,processamento (HARMONet al, 1990). Foram
causam reacéo inflamatoria moderada na glandula classificadas no génerBtaphylococcuscom base
maméria (HARMON & LANGLOIS, 1989; nos testes de sensibilidade a furazolidona, resisténcia
BRAMLEY et al, 1996). a bacitracina, producdo de acido em aerobiose a

Na rotina do exame microbiol6gico para partir de glicerol na presenca de |iy4m¢? de
diagnostico de mastite, o teste de producdo de eritromicina e de catalase (SCHLEIFER & KLOOS,
coagulase em tubo € empregado para classificar 0s1975; BAKER, 1984; BAKERet al, 1986; KLOOS
Staphylococcusem dois grupos: os coagulase- & BANNERMAN, 1995). O teste de producéo de
positivos e os coagulase-negativos. Historicamente, coagulase foi feito em tubos, com plasma de coelho
tem sido considerada con$ aureusa bactéria que obtido com EDTA, de acordo com HARMO&t al.
apresenta hemdlise incompleta em agar sangue €(1990).
resultado positivo no teste de coagulase em tubo Os testes empregados para diferenciacéo
apoés quatro horas de incubagdo (HARM@EMNaL, das espécies coagulase-positivas foram: producao de
1990). Entretanto, este procedimento ndo permite acetoina, utilizacdo anaerébica do manitol e
diferenciarS. aureusda espécie coagulase-positiva  produciio deB-galactosidase (KLOOS, 1990). A
S. intermediuse das variantes coagulase-positivas producgéo de acetoina foi detectada em tubos com
diferenciar as espécies coagulase-positivas € a incubacdo a 3T, foi feita a primeira leitura,
producéo de acetoina a partir de glicose ou piruvato, retirando-se 1,0m da cultura e adicionando-se

positivo para S. aureus € negativo paraS. ) | o <1cool |
intermedius € S. hyicus (TALAN et al, 1989;  26m’ dea-naftol a 5% (p/v) em dicool absoluto e

i . 0,2m¢¥ de hidroxido de potassio a 40% (p/v)
HARMON L, 1990; KLOOS, 1990; KLOOS &
BANNERMeAtNallggs) S (BARROW & FELTHAM, 1995). Quando o

DEVRIESE (1981) descreveu o efeito resultado foi negativo, os tubos foram mantidos em
inibitério da acriflavina para espécies de tem/peratura a”?b'e”te por mais doze dias e, neste
Staphylococcus e relatou que a concentragdo periodo, repetiram-se as leituras de maneira

minima inibitoria pares. aureusfoi maior do que a semglhanf[e a primeira. A utllizagao 'anaeroblca' do
das outras  espécies Mais  recentemente manitol foi testada em tubos de ensaio que continha

ROBERSON et al (1992) avaliaram a purpura agar base (Difco) incubados em sistema Gas
susceptibilidade a acriflavina aliada a outros testes Pak.

i 205 ; ; A atividade da B-galactosidase foi
para diferenciacdo d& aureus S. intermediuse S. .
hyicus de diversas espécies animais. Eles déterminada de acordo com HENDRICKSON
recomendaram o teste de producdo @e (1985), empregando-se como substrato 2-nzfD-

galactosidase e a resisténcia a acriflavina em adicéo 92lactopiranosidio  (Sigma).  SuspensGes  das

a prova de coagulase para diferenciagio destasPactérias em agua peptonada que continha o
espécies. substrato foram incubadas durante uma hora’@ 37

A correta identificacdo ds. aureusde e, em seguida, adicionou-se uma gota da solucédo de

mastite bovina é importante tanto do ponto de vista (st blue” (cloreto de ~4-benzoil-amino-2,5-
epidemiolégico quanto da prevencdo das infeccdes, dietoxibenzenodiazonium, Sigma) a 0,35% em 2-
incluindo a imunoprofilaxia. Neste trabalho, foi ~Metoxietanol  (p/v). Um culivo da bactéria
avaliado um esquema simplificado composto de tres EScherichia coli tratado de modo semelhante ao das
testes junto com a susceptibilidade & acriflavina para @mostras de SCP, foi usado como controle positivo
diferenciacdo de Staphylococcus coagulase- (KLOOS & BANNERMAN, 1995).

positivos isolados de mastite bovina. A sensibilidade a acriflavina foi avaliada
em placas de agar P (PHILLIPS & NASH, 1985) e
MATERIAL E METODOS de Baird Parker suplementadas com emulsdo de

gema de ovo e telurito. Antes de verter 0s meios,
Foram examinadas 49 amostras de Uma solucdo de acriflavina foi adicionada para dar a

Staphylococcuscoagulase-positivas (SCP) isoladas ~concentragéo final dei@ me™* (DEVRIESE, 1981).
de quartos mamarios de vacas com mastite O inéculo foi uma suspensdo em caldo soja
subclinica de 25 rebanhos leiteiros. As bactérias tripticaseina de um cultivo de 18 horas em agar-
foram isoladas em &agar-sangue com 5% de sangueSangue, padronizado com o tubo 0,5 da escala de
desfibrinado de carneiro, a partir de amostras de leite MacFarland. Placas com acriflavina e sem
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acriflavina foram inoculadas com a mesma
suspensdo de cada amostra e foram examinadas ap6
24 e 48 horas de incubacdo #@5Amostras que

desvantagem de necessitar de incubacdo prolongada,
© que retarda a obtencdo do resultado e dificulta sua
utilizacéo na rotina do diagnoéstico. Empregando um

apresentaram crescimento somente nas placas senieste semelhante ao utilizado neste trabalho, TALAN

acriflavina foram consideradas sensiveis.

O sistema comercial de identificacdo de
estafilococos, API Staph (Bio Mérieux) foi utilizado
para identificar todas as amostras que deram
resultado negativo nos testes de produgcdo de
acetoina e na utilizacdo anaerébica do manitol. Este
sistema € composto por galerias com substrato para
0s seguintes testes: utilizacdo de glicose, frutose,
manose, maltose, lactose, trealose, manitol, xilitol,
melibiose, rafinose, xilose, sacarose, alfa-metil-
glicosidio, N-acetil-glicosamina, reducdo do nitrato,
producdo de acetoina, fosfatase alcalina, arginina
dihidrolase e urease.

Foram incluidas como controle a amostra
de S. aureus ATCC 29213 e cinco amostras
coagulase-negativas d& hyicusisoladas de leite
bovino e identificadas previamente pelo sistema API
Staph.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes para
diferenciacdo das amostras coagulase-positivas sdo
apresentados na tabela 1. Trinta e oito das 49
amostras foram identificadas coi@oaureuse as 11
restantes com8. hyicus As amostras d8. aureus
apresentaram variabilidade em dois dos testes
empregados: 7 foram negativas na producdo de
acetoina e quatro na fermentagcdo do manitol, sendo
esta variacdo de somente um teste por amostra.

O teste de producédo de acetoina é de facil
execucdo, de baixo custo e considerado uma
caracteristica chave para a espé8e aureus

(KLOOS, 1990). Entretanto, apresenta a

et al (1989) encontraram 100% de positividade em
14 amostras deS. aureus de origem canina e
ROBERSON et al (1992), 6% de amostras
negativas em 80 amostras 8eaureusisoladas de
diversas espécies animais e do homem. A
possibilidade de se obter resultados negativos para
S. aureusnesta prova demonstra a necessidade de se
empregar um outro teste além da acetoina e
coagulase para diferenciar os SCP isolados de
mastite bovina.

A fermentagdo anaerdbica do manitol é
considerada também uma caracteristica chav@. de
aureus com 90% ou mais das amostras
apresentando reagdo positiva BQS, 1990). O
resultado negativo obtido com as quatro amostras,
foi confirmado apos repeticao do teste. Resultados
negativos neste teste cddn aureusforam relatados
também por ROBERSOB al (1992), embora em
propor¢cdes menores (1%). Tanto as sete amostras
negativas na producéo de acetoina quanto as quatro
negativas na fermentacdo anaerébica do manitol
foram identificadas pelo sistema API, confirmando a
classificacdo com8. aureus

As 11 amostras de SCP identificadas
como S. hyicusapresentaram resultados negativos
na producdo de acetoina, atividade @
galactosidase e fermentagdo do manitol. Todas
confirmaram esta identificacao pelo sistema API.

No teste de sensibilidade a acriflavina,
todas as amostras & aureusforam resistentes na
concentragdo dep§ m¢™* nos meios agar P e Baird
Parker, enquanto as amostras Slehyicus foram
sensiveis, isto €, somente apresentaram crescimento
nas placas sem acriflavina. O teste realizado no agar
P permitiu obter o resultado apos 18 a 24 horas de

incubacéo, enquanto no 4gar Baird Parker

foram necessarias mais 24 horas de

Tabela 1 - Porcentagem de resultados positivos nos testes de utilizagio anaeréb@iabac@o para a leitura. Estes resultados

do manitol, produgéo dggalactosidase, crescimento nos m

eios P dgar@stdo de acordo com os relatados por

Baird Parker com {fg m¢' de acrifiavina de 49 amostras de DEVVRIESE (1981) e ROBERSOM!t al

Staphylococcusoagulase positivos.

(1992) e indicam a possibilidade de se

Espéciesde Producdo Fermentacdo Atividade de

usar a sensibilidade a acriflavina como

Stannyl d o “bica d | . Pagal BP um teste adicional para diferencia¢éo dos
taphylococcus de acetoina anaero_ Ica OB-ga actosidase SCP iSOladOS de maStite bOVina.
Manitol

Dentre as amostras de SCP
S. aureus 81,6 89,5 0 100 100 analisadas neste trabalho, nenhuma foi
CPS. hyicug 0 0 0 0 o identificada comoS. intermedius que
CNS. hyicus 0 0 0 0 0 tem sido isolado de diversas espécies
S. aureus animais, principalmente do céo (TALAN
ATCC 29213 + + - + +

et al, 1989; DEVRIESE, 1990). Seu

P 4gar e Baird Parker (BP) suplementados qagn#™ de acriflavina.
2 CP: coagulase—positivo; CN: coagulase-negativo

papel como agente da mastite bovina tem
sido questionado, pois seu isolamento de
rebanhos leiteiros tem sido muito baixo
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ou ausente (LANGLOI&t al, 1984; JASPER al,
1985; WATTS & OWENS, 1989; ROBERSOAk
al., 1996).

De acordo com os resultados obtidos,
conclui-se que os meios de cultivo agar P e Baird
Parker com acriflavina podem ser usados, em

conjunto com os testes de producdo de coagulase e

DEVRIESE, L.A. Staphylococci in health and diseased animals
Journal of Applied Bacteriology, Supplement, v.69, n.19,
p.71S-80S, 1990.

HARMON, R.J., EBERHART, R.J., JASPER, D.Eet al.
Microbiological procedures for the diagnosis of bovine
udder infection. Arlington : National Mastitis Council,
1990. 34p.

acetoina, para diferenciacdo dos SCP isolados de HARMON, R.J., LANGLOIS, B.E. Mastitis due to coagulase-

infeccdo intramamaria bovina. Os testes de producao

de B-galactosidase e utilizagdo anaerdbica do
manitol sdo também (teis porque o primeiro da
resultado positivo somente paga intermediuse 0
segundo somente pa® aureus (KLOOS, 1990,
ROBERSON et al, 1992, KLOOS &
BANNERMAN, 1995). Contudo, estes testes séo de
custo mais elevado e h& aecessidade de

anaerobiose para a fermentacdo do manitol, nem

sempre disponivel.

da glandula mamaria de vacas.
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