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RESUMO

A realizagio deste trabalho teve como principal objetivo observar, em 45 amostras de Sta-
phylococcus aureus,influéncias significativas nos resultados dos testes de coagulase em tubo usando di-
ferentes meios de cultivo com variadas concentragdes de NaCl.

A prova da coagulase em tubo tem sido alvo de comparagdes frente aos mais no-
vos métodos, tendo sempre se destacado como sendo um teste de grande eficiéncia na identificagao
dos Staphylococcus aureus (1,9, 11).

Os resultados da plasmocoagulase em tubos, em diferentes meios de cultivo, sofrem alte-
rages tanto em relagio ao tempo necessério para que a coagulagdo se processe, como também no re-
sultado final do teste, podendo apresentar um percentual significativo de resultados falsos-negativos.
Sendo, portanto, motivo de tantas divergéncias na determinagdo do meio de cultivo ideal para a retira-
da do in6culo utilizado na realizagdo do Teste de Coagulase.

Através dos resultados, os autores perceberam que as amostras de Staphylococcus tcstadas
apresentavam resultados positivos em menor tempo e sem falsos-negativos quando utilizavam. para a
realizagéo do teste de in6culo, meios de cultivo com baixa concentragio de NaCl (Agar simplcs 0,5%,
2,5% e 3,5% NaCl) ou sem interferéncia de NaCl) (Agar sangue — 10% sangue de coelho).

O 4gar manitol foi o meio de cultivo para as amostras de Staphylococcus aureus que apresen-
taram percentuais falsos-negativos (16% das amostras) em maior nimero. Nao demonstrando ser meio
de cultivo seguro para a obtengio de in6culo para a plamocoagulase.

UNITERMOS: Coagulase, coagulase livre, plasmocoagulase, evidenciagdo de estafilococos patogénicos
pela capacidade de coagulagio do plasma humano ou de coelho.

* Trabalho apresentado como exigéncia parcial para a obtengio do grau de especialista em Microbio-
logia, sob a orientagdo do Prof. Dr. Cle6menes Reis.
** Biomédica, estagidria do Depto. de Microbiologia, IPTSP/UFG.
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INTRODUGCAO

Virios s@o os critérios utilizados na identificagdo dos estafilococos, entre
eles, a morfologia colonial e bacteriana, catalase, lecitinase, DNase e Coagulase.

O aspecto das col6nias em meio s6lido: redondas, lisas, elevadas e bri-
lhantes, formando pigmentos de tonalidades variadas, sao geralmente caracterfsti-
cas comuns aos estafilococos.

Atualmente, a produgdo de hemolisinas ndo vem sendo considerada na
diferenciagdo entre o S. aureus ¢ o S. epidermidis. Os estafilococos chamados nao
patogénicos (S. epidermidis ¢ S. saprophyticus), geralmente, ndo produzem hemo-
lisinas e sdo coagulase-negativos, apesar de estarem ocupando, atualmente, im-
portante destaque nas infecgOes estafiloc6cicas mostrando que, provavelmente, o
fator de viruléncia destes estafilococos estao relacionados a produgio de substén-
cias mucosas, capacidade de aderéncia as células epiteliais do trato urindrio (S.
saprophyticus) e produgdo de B-lactamase, sendo resistentes até 2 meticilina (2).

A fermentagdo do manitol nao € caracteristica especifica dos S. aureus
pois existem outras bactérias da famflia micrococcaceae com esta mesma proprie-
dade. Também a produgdo de DNase e lecitinase € comum aos estafilococos
plasmocoagulase-positivos, embora possa ocorrer em muitos outros microrga-
nismos (2). Estes testes somente tém valor na identificagdo dos estafilococos
quando associados e em presenga de testes definitivos como no caso, a plasmo-
coagulase.

O teste da coagulase em tubo ou em ldmina (prova diferencial entre os
Staphylococcus aureus € os estafilococos coagulase-negativos), ainda hoje conti-
nua, sendo o teste mais empregado pela sua precisao e funcionalidade. Contudo,
0 método em tubo com diferentes plasmas, ainda € visto como sendo mais digno
de confianga que o rdpido teste em ldmina (1). A plasmocoagulase consiste na
mistura de uma solugdo espessa de estafilococos ao plasma humano ou de coelho.
A leitura € realizada ap6s 1 e 2 horas de incubagio, a 37°C ou 1 a 4 horas, na
mesma temperatura. A coagulase € uma enzima capaz de coagular o plasma oxala-
tado ou citratado na presen¢a de um cofator plasmético (CRF) contido em mui-
tos soros. O CRF reage com a coagulase gerando atividades semelhantes a ati-
vagdo da protrombina levando 2 transformacio do fibrinogénio em fibrina na su-
perficie dos estafilococos, alterando, talvez, sua ingestao pelas células fagocitdrias
ou sua destrui¢do no interior destas, protegendo os estafilococos na sua propa-
gacdo pelos tecidos (6).

A prova da coagulase em tubo tem sido alvo de comparagoes frente aos
mais novos métodos para identificagdo de estafilococos, tendo sempre se destaca-
do como de grande eficiéncia na conclusdo dos resultados obtidos (1, 3).
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Para a realizagio do teste de coagulase, usamos plasma fresco de coelho
diluido em salina, tendo, em cada tubo, 0,5 ml (padronizada e comparada pela
turbidez da escala n°® 2 de MacFarland). GOLDSTEIN e ROBERTS relataram
algumas diferengas no resultado do Teste de Coagulase, utilizando diferentes
porgoes de plasmas em diferentes formas de preparo e usando a mesma quantida-
de de in6culo em diferentes porgoes de plasmas (11). Por isso, na montagem dos
gréficos, consideraram-se coagulase-positivas as amostras com coagulase total
“+” e coagulagdo parcial “(+)” e como coagulase negativa, as amostras com coa-
gulagao negativa “-” e coagulacdo inicial “(-)”.

Algumas amostras, que durante o tempo de incubagdo apresentaram-se
como coagulase-positivas, apés 24 horas, foram consideradas coagulase-parciais.
Isto pode ter sido devido aos distirbios, agitagao dos tubos na leitura anterior ou
da atividade de proteases bacterianas (1).

Um padrédo referéncia recomenda ser suficiente a realizagdo do teste.
SALLY T. SELEPAK & FRANK WITEBSKY (11) demonstraram, em seus ¢s-
tudos que, somente uma col6nia bacteriana nao fornece um in6culo suficiente pa-
ra um teste coagulase-positivo. Expressando mais quantitativamente, como sendo
no minimo 108 organismos/ml, o in6culo a ser utilizado sempre que possivel para
cada teste de coagulase em tubo. Verificaram, também, que o Staphylococcus au-
reus nao cresce na plasmocoagulase. Por isso, um pequeno in6culo pode ndo coa-
gular o plasma, mesmo ap6s 18 horas de incubagio em estufa a 37°C.

MATERIAIS E METODOS:

Foram coletadas 88 amostras de swab de orofaringe no Hospital das Cli-
nicas € P.A.M (INPS), durante 3 meses (10/06 a 19/09/88). As amostras foram co-
lhidas, aleatoriamente, em criangas com idades superiores a 1 ano até jovens de 16
anos, com ou sem sintomatologia.

Para observar se a composigdo do meio de cultivo tem influéncia no re-
sultado desta prova, basearam-se nos meios utilizados no trabalho de GODOY ¢
LOPES FERNANDES (4) da seguinte forma:

1. Semeadura das amostras em caldo BHI e em 4gar sangue (10% de san-
gue de coelho);

2. Incubagio em estufa a 37°C por 24 horas;

3. Catalase e Gram das provéveis colOnias de estafilococos;

4. Semeadura das amostras catalase-positivas em Agar Manitol (7,5%
NaCl);

5. Incubagio em estufa a 37°C por 24 horas;

6. Obtengao de resultado de crescimento e fermentagdo do Manitol ap6s
24, 48 e 72 horas de incubagio em estufa a 37°C;
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7. Semeadura de todas as amostras que cresceram no manitol, em 4gar
sangue (10% sangue de coelho);

8. Incubagio em estufa a 370C por 24 horas;

9. Observagao da presenga de hemoélise;

10. Plasmocoagulase, DNase e Lecitinase das amostras.

Para cada amostra realizaram-se duas provas de plasmocoagulase, uma
com as col6nias desenvolvidas no 4gar sangue € outra com as colOnias tiradas do
4gar manitol. O teste de coagulase foi realizado em tubo com plasma fresco de
coelho na diluigdo de 1/4 e sua leitura efetuada ap6s 1, 2, 3, 4, 8 € 24 horas de in-
cubagio em estufa a 37°C. Usou-se também um tubo controle positivo inoculado
com amostra comprovadamente patogénica.

As amostras de Sraphylococcus aureus a partir de um dos meios de cultivo
ou de ambos, foram semeadas em 4gar sangue (4,5% NaCl) e dgar sangue manitol
(7,5% NaCl) e incubadas em estufa a 37°C, por 24 horas.

A mistura do sangue ao 4gar contendo NaCl foi realizada para observar
se a presenca do sangue interfere ou ndao nos resultados obtidos com as amostras
cultivadas nos meios citados acima. Para cada uma das amostras foram realizadas
provas de coagulase com col6nias provenientes dos diferentes meios e os resulta-
dos comparados.

Para verificar se existem diferengas significativas nos resultados da plas-
mocoagulase, a partir do cultivo das amostras em meio contendo diferentes con-
centragdes de NaCl, semeou-se as mesmas amostras partindo do cultivo em 4gar
sangue, em 4gar simples nas seguintes concentragdes de NaCl: 0,5, 1,5, 2,5, 3,5, 4,5,
5,5, 6,5 € 7,5%. Foram incubadas em estufa a 370C, por 24 horas. Ap6s incubagio,
realizou-se o teste da coagulase em cada amostra cultivada em 4gar simples nas
diferentes concentragdes. Foram incubadas simultaneamente e os resultados ob-
tidos ap6s 1, 2, 3, 4, 8 e 24 horas de incubagio em estufa a 37°C.

RESULTADOS:

Das 88 amostras coletadas, 64,7% foram catalase-positivas e 41% apre-
sentaram hemolise quando cultivadas em 4gar sangue (10% de sangue de coelho).

As amostras semeadas em 4gar manitol € que obtiveram crescimento e
fermentagio ap6s 24, 48 € 72 h de incubagdo em estufa a 370C foram, respectiva-
mente, 24,6%, 50,9% e 8,8%. Foram semeadas em 4gar manitol apenas as amos-
tras catalase-positivas.

Ap6s 72 h de incubagio a 37°C, 68,4% das amostras cresceram e fermen-
taram o manitol e foram DNase e lecitinase-positivas. Destas, 5,3% foram coagu-
lase-negativas. Devemos ressaltar que, 8,8% das amostras que cresceram e fer-
mentaram 0 manitol, ap6s 72 h, foram lecitinase-negativas ¢ DNase-positivas;
1,7% das amostras nio fermentadoras do manitol foram DNase-positivas e leciti-
nase-negativas. Destas, 15,8% foram coagulase-negativas.
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Foram feitos graficos correspondentes a cada tabela de resultados dos
testes de coagulase, a partir dos meios de cultivo, analisando-se os resultados.

Comparando-se os graficos correspondentes aos testes da coagulase a
partir de 4gar sangue, 4gar manitol, 4gar sangue (4,5% NaCl) e 4gar sangue mani-
tol, concluiu-se que:

Grifico 1 — Agar sangue: 100% das amostras foram coagulase-positivas,
ap6s 3 h de incubagio em estufa a 370C.

Grifico 2 — Agar manitol: 84% das amostras apresentaram-se coagula-
se-positivas, ap6s 24 h e 16% apresentaram resultados falsos-negativos;

T

N2 DE AMOSTRAS EM %
&
~

HORAS
I 2 3 4 8 24 neg I 2 3 4 8 24 neg

Grdfico 1 — Percentagem de amostras positivas e Grdfico 2 — Percentagem de amostras
negativas no Teste da Coagulase, com cepas de S. positivas e negativas de S.
aureus cultivadas em Agar sangue (10% sg. de aureus cultivadas em Agar
coelho). Manitol (7,5% NaCl).
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Gréfico 3 — Agar sangue (4,5% NaCl): 93% das amostras apresentaram
coagulase positivas apos 8 h e 7% apresentaram resultados falsos-negativos;

Gréfico 4 — Agar sangue-manitol: 98% das amostras apresentaram-se
coagulase-positivas ap6s 8 h e 4% apresentaram resultados falsos-ncgativos.

Compararam-se os resultados dos gréficos correspondentes ao teste de
coagulase, a partir de dgar simples nas seguintes concentragoes:

N2 DE AMOSTRAS EM %
w
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Grdfico 3 — Percentagem de amostras positivas e Grdfico 4 — Percentagem de amostras
negativas no Teste da Coagulase, com cepas de S. positivas e negativas no Teste da

aureus cultivadas em A gar Sangue (4,57 NaCl); Coagulase, com cepas de S. aureus
cultivadas em Agar Sangue-Manitol.
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Gréfico S — 0,5% NacCl: 97,8% das amostras apresentaram-se coagulase-
positivas, ap6s 3 h de incubagio em estufa a 37°C e 2,4% apresentaram coagulase
total ap6s 24 h;

Griéfico 6 — 1,5% NaCl: 97,8% das amostras apresentaram-se coagulase-
positivas, ap6s 3 h de incubagio e 2,2% apresentaram resultados falsos-negativos
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Grdfico 6 — Percentagem de
amostras positivas e negativas no
Teste da Coagulase, com cepas de
S. aureus cultivadas em Agar
Simples (1,5% NaCl).

Grdfico 5 — Percentagem de amostras positivas e
negativas no Teste da Coagulase, com cepas de S.
aureus cultivadas em Agar Simples (0,5% NaCl).
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Grdfico 7 - 2,5% NaCl: 100% das amostras apresentaram-se coagulase-
positivas, ap6s 3 h de incubagdo em estufa a 370C;

Grifico 8 - 3,5% NaCl: 100% das amostras apresentaram-se coagulase-
positivas, ap6s 3 h de incubagio em estufa a 370C;
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Grdfico 8 = Percentagem de
amostras positivas e negativas no
Teste da Coagulase, com cepas de
S. aureus cultivadas em Agar
Simples (3,5% NaCl).

Grdfico 7 = Percentagem de amostras positivas e
negativas no Teste da Coagulase, com cepas de S.
aureus cultivadas em /fgar Simples (2,5% NaCl).
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Gréfico 9 — 4,5% NaCl: 97,8% das amostras apresentaram-se coagulasc-
positivas, ap6s 8 h de incubacio e 2,2% apresentaram resultados falsos-negativos;
Griéfico 10 — 5,5% NaCl: 97,8% das amostras apresentaram-se coagula-
se-positivas, ap6s 8 h de incubacao e 2,2% apresentaram resultados falsos-negalti-
vOs;
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Grdfico 10— Percentagem de
arnostras posiivas e negauvas no
Teste da Coagulase, com cepas de

S. aureus cultivadas em Agar

Grdfico 9 — Percentagem de amostras positivas €
negativas no Teste da Coagulase, com cepas de S.
aureus cultivadas em Agar Simples (4,5% NaCl).
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Gréfico 11 - 6,5% NaCl: 100% das amostras apresentaram-se coagula-
se-positivas, ap6s 8 h de incubagao em estufa a 37°C;

Gréfico 12 — 7,5% NaCl: 100% das amostras apresentaram-se coagula-
se-positivas, ap6s 24 h de incubagdo em estufa a 37°C;
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Grdfico 11 = Percentagem de amostras positivas e
negativas no Teste da Coagulase, com cepas de S.
aureus cultivadas em Agar Simples (6,5% NaCl).
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Grdfico 12 - Percentagem de
amostras positivas e negativas no
Teste da Coagulase, com cepas de
S. aureus cultivadas em Agar
Simples (7,5% NaCl).
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DISCUSSAO:

As variagdes no tempo de coagulagio do plasma encontradas em cada
uma das amostras, nio apresentaram sequéncia l6gica. Algumas obtiveram me-
lhores resultados no teste de coagulase com in6culo de 4gar com concentragao de
NaCl e outras com 4gar sangue ou com quantidades minimas de NaCL Por este
motivo, existem tantas divergéncias na determinagio do meio de cultivo ideal pa-
ra a realizacdo do teste de coagulase.

As amostras de Staphylococcus aureus testadas apresentaram, em termos
de percentagem, resultados mais rdpidos e sem falsos-negativos quando retiradas
dos seguintes meios de cultivo: 4gar sangue e 4gar simples nas concentragoes de
0,5, 2,5 € 3,5% NaCl. Apesar dos meios de 4gar simples 6,5 ¢ 7,5% NaCL nio
apresentarem resultados falsos-negativos, as amostras foram se positivando em
pequenas percentagens. Nos outros meios de cultivo tivemos niveis crescentes de
resultados falsos-negativos, nio sendo estes portanto, meios de cultivo seguros
para a obtenggo do in6culo utilizado na realizacdo do teste da coagulase.

Em relagio ao dgar manitol como meio de cultivo primdrio para a se-
legdo das amostras de Staphylococcus aureus, observou-se que, 24 h de incubagio
nio foram suficientes para se obter crescimento e fermentacao pois, das 48 amos-
tras que cresceram e fermentaram o manitol, 4,5% apresentaram crescimento
ap6s 72 h e 10,4% fermentaram o manitol apGs este tempo.

O 4gar manitol foi 0 meio de cultivo para as amostras de Staphylococcus
aureus que apresentaram, no teste da coagulase, maior percentagem de resultados
falsos-negativos (16%). Analisando os resultados obtidos entre 0 dgar manitol,
4gar sangue-manitol e 4gar simples 7,5% NaCl, pode-se apontar como provavel
causa dos altos indices falsos-negativos das amostras com 4gar manitol, a for-
magio de uma liga e aderéncia das col6nias neste meio de cultivo. Aderéncia esta,
nio encontrada em meios contendo sangue ou 4gar simples. Durante o desenvol-
vimento do trabalho, observou-se que, na maioria das amostras, nio 0corTia a tur-
vagdo do liquido (difusdo das bactérias) quando o in6culo retirado do 4gar mani-
tol era diluido no plasma, o que pode ter ocorrido devido a essa aderéncia entre
os microrganismos, dificultando, talvez, a liberagio da enzima coagulase.

CONCLUSAO:

Com os resultados obtidos das amostras de Staphylococcus aureus, culti-
vadas em meios contendo diferentes concentragoes de NaCl para a realizacao do
teste de coagulase em tubos, pode-se concluir que meios de cultivo sem inter-
feréncia de NaCl ou com quantidades minimas deste, sdo, sem diivida, os mais in-
dicados para a realizagio do teste, com mais seguranca e rapidez.
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SUMMARY

Coagulase test production by Staphylococcus aureus in different culture media
with varied sodium chloride concentrations.

The main purpose this experiment is to determine significant influences
over different culture media with varied sodium chloride concentrations in 45
Staphylococci strains.

The coagulase test (tube test) in comparison to the newest methods has
demonstrated a large eficiency in Staphylococci identification. Through different
ways of growing the results of plasmocoagulase suffer alterations as much in time
necessary to processing coagulase as in the final results, when a significant average
of false negative tests can be observed. So many differents opinions about the
ideal medium of culture therefore of coagulase tests.

Through the results obtained it can be observed for that strains of Staph-
Yylococci show a positive result in a short time without negative false when it’s used
to inoculum test in types of culture with a low concentration sodium chloride
(Simple agar - 0,5, 2,5 and 3,5% NaCl) or without the interference of NaCl (Blo-
od agar — 10% of rabbit blood).

The Manitol agar (Chapman medium) was the medium of culture Staph-
ylococcus aureus strains that showed the highest false-negative percentage (16%
of strains). Therefore, it is not a safe medium of culture for obtaining inoculum
for plasmocoagulase test use.
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