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TESTES DE PATOGENICIDADE PARA O ESTAFILOCOCO.
Observacdes sobre o comportamento de estafilococos quanto

2

3 plasmocoagulase, desoxirribonuclease, fermentacao de

carboidratos e patogenicidade para camundongos. *

CLEOMENES REIS **

RESUMO

Cem amostras de estafilococos pro-
venientes de infecgdes humanas de di-
versos locais foram submetidas as pro-
vas de coagulase, desoxirribonucelase
e fermentagio de carboidratos.

Dezoito destas cem amostras foram
selecionadas pelos seus caracteres cul-
turais e bioquimicos para inoculacdo,
por via intraperitoneal, em comun-
dongos. A maioria das dezoito amos-
tras (onze) originava-se de infeccoes
do trato génito-urinario humano.

Estafilococos incapazes de coagular
o plasma (humano e de coelho), mas
que mostraram capacidade de produ-
zir desoxirribonuclease, nao sendo fer-
mentadores de muitos carboidratos
produziram infec¢iio e septicemia no
camundongo, da mesma maneira que
estafilococos coagulase ¢ DNAse po-
sitivos e fermentadores de virios car-
boidratos.

INTRODUCAO

Intimeros trabalhos tém sido
publicados sobre os caracteres

bioquimicos diferenciais entie o
estafilococo patogénico ¢ o ndo
patogénico. (1,2,4,6,7,8,9,10.)

Ha alguns anos Baird-Parker
(2) afirmou que os estafilococos
patogénicos sdo. microorganismos
que produzem fosfatase, coagula-
se e utilizam o manitol em anae-
robiose, enquanto os ndo patogé-
nicos sdo fosfatase e coagulase
negativos, sendo, ainda incapazes
de produzir 4cidos através do
manitol, em anaerobiose.

Recentemente, Mabeck e Mor-
tensen (11,12) apresentaram re-
sultados de infecgdes do trato
urindrio devidas a estafilococos
coagulase negativos.

Choudhury & col. (4), correla-
cionando a produgdo de coagu-
lase e fermentagdo de carboidra-
tos com patogenicidade,. demons-
traram ser pequena a reagdo en-
tre a fermentac@o da glicose e do
manitol com a coagulagdo “do

plasma e patogenia. -
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Nossa intengdo, diante deste
assunto tdo discutido e em mui-
tos pontos controvertido, foi a de
comparar os estafilococos origi-
nados de infecgdes do trato génito
urindrio humano com os de ou-
tras infeccGes humanas, quanto
ao comportamento bioquimico,
producdo de DNAse e coagulase
de um nimero aceitédvel de casos
e patogenicidade.

MATERIAL E METODOS

Microorganismos

Foram utilizadas cem amostras
de estafilococos: oitenta amostras
foram selecionadas pela capacida-
de de coagular o plasma humano
em testes realizados em tubo, ori-
ginados de varias fontes de infec-
¢do humana: furunculoses 13; en-
cefalites 2; Uretrites 51; absces-
sos faciais 2; otites 5; amigdali-
tes 7; outras dezessete amostras
foram incapazes de coagular plas-
ma humano, originadas de infec-
¢des do trato génito-urinario
(T.G.U.) humano: Uretrites
(secrecdes uretrais) 11; Uretrites
(urinoculturas) 6; e para comple-
tar a centena, trés amostras plas-
mocoagulase positivas foram uti-
lizadas como testemunhas: uma
amostra da A.T.C.C. 6538P,
uma amostra Oxford e a outra
proveniente do Laboratério da
Faculdade de Medicina da U.F.
Minas Gerais.

Provas Bioquimicas
Fermentacio de carboidratos

Todas as amostras foram sub-
metidas as provas de fermenta-
¢30 em aerobiose, utilizando-se

os seguintes carboidratos: glicose,
lactose, sacarose e manitol. O
meio empregado foi o de Barsie-
kow simplificado (4gua peptona-
da mais os carboidratos acima
mencionados, tendo como indica-
dor de pH, o indicador de Andra-
de). As verificagdes de fermenta-
¢do eram feitas em 18-24 hs.

O manitol foi utilizado tam-
bém sob a forma sélida (agar ma-
nitol — Oxoid), em tubos, para
as provas de fermentagio em
anaerobiose. Os resultados desta
fermentagio eram observados até
5 dias.

Produciio de coagulase

Foram realizados testes de coa-
gulase em tubos, utilizando-se
plasmas dos seguintes animais:
cao, cavalo, coelho, carneiro, co-
baio, galinha e boi.

Os plasmas eram obtidos oxa-
latados, em Paul-Heller. As
amostras eram adicionadas a eles
apés crescimento de 24 horas em
caldo simples. N&o foram admi-
nistrados ativadores séricos nos
testes.

Para a leitura dos resultados
empregou-se o esquema de Salle
(13).

Producio de DNAse

As amostras eram semeadas
em agar DNA (BBL). A leitura
efetuada com a adigdo de algu-
mas gotas de solugdo Normal de
acido cloridrico.

Inoculacio em camundongos —

Foram inoculadas 18 amostras
em camundongos, por via intra-
peritoneal, sendo as amostras es-
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colhidas pelos caracteres bioqui-
micos, produgdo de coagulase e
DNAse, pelo aspecto colonial em
agar sangue (hemodlise e pigmen-
tagdo) e sua relagdo com a inten-
sidade das lesdes de que se ori-
ginaram, sendo que trés destas
amostras foram as testemunhas
anteriormente citadas.

Foram inoculadas 11 amostras
coagulase positivas e DNAse po-
sitivas (de diversas infecgdes hu-
manas), 4 coagulase negativas e
DNAse positivas (de infecgdes do
trato urinario humano), além das
3 amostras controle.

Os germes eram Ssuspensos em
cerca de 10 ml. de salina até se
obter a densidade semelhante a
do tubo nimero 4 da Escala de
McFarland. Desta suspensdo foi
inoculado 0,1 ml. por camun-
dongo.

RESULTADOS

De cem amostras (oitenta e
trés coagulase positivas, com a
inclusdo das amostras controle),
menos da metade conseguiu fer-
mentar o manitol, em anaerobio-
se, enquanto que pouco mais da
metade fermentou esse carboidra-
to, em aerobiose. O nimero de
amostras que, coincidentemente,
fermentava o carboidrato na pre-
senga ou auséncia de oxigénio
era bem mais elevado.

Grande parte das amostras fer-
mentou a sacarose, tanto as coa-
gulase positivas como coagulase
negativas. A glicose e a lactose
foram menos fermentadas por
amostras de ambos os grupos.

Os resultados dos testes de fer-
mentagdo dos carboidratos, a coa-
gulacdo dos plasmas de animais
e dos testes de DNAse estdo re-
sumidos na Tabela I.

As amostras coagulase positi-
vas selecionadas pela coagulagéo
do plasma humano também coa-
gularam o plasma de coelho, mas
nao conseguiram coagular os plas-
mas de c@o e boi. Cerca de 50%
destas amostras conseguiu coagu-
lar os plasmas de cavalo, carnei-
ro, cobaio e galinha, ndo haven-
do, contudo, coincidéncia total
na maioria das coagulagGes.

Os plasmas de galinha perdiam
a capacidade de coagulagdo, ap6s
3 dias, guardados em geladeira.

Para estes testes tivemos que
utilizar sempre plasma fresco
dessa ave.

Todas as amostras coagulase
positivas (plasmas humano e de
coelho foram DNAse positivas.
Mas, de 17 coagulase negativas
do T.G.U. humano, 8 amostras
mostraram capacidade de produ-
¢ao de DNAse.

De 11 amostras coagulase e
DNAse positivas, 6 ndo produzi-
ram abscessos ao serem inocula-
das nos camundongos, enquanto
5 amostras deste grupo mataram
o animal em 24-72 horas. As
amostras controle mataram os
camundongos também entre 24,
72 horas.

De 4 amostras coagulase nega-
tivas e DNAse positivas, obtidas
de infecgOes de trato génito uri-
nirio humano, 2 conseguiram
matar os camundongos entre
48-72 horas. Estas amostras pa-
togénicas para os camundongos



TABELA 1

" Comportamento bioquimico das amostras de estafilococos quanto a plasmocoagulase, DNAse, fermentagdo de carboidratos € as-
pecto colonial (quantitativa.mente).

COAGULASE \ CARBOIDRATOS |[DNAse
. t
g 3 < e
AMOSTRAS EXAMINADAS a S = % ‘D !
E 3|8 (5| 25|38 3 <
~ w3 n Z
m | 0|0 0|00 R ‘o 8| _2 o1& l2ol 8
= 2|z zlelels g|23(28 0208 5 83 |5F ¢
@ 7] i 7] 7] é elagg|o | B ] oo A g g
4|88 8|/ 23|8)|32 1.& 518812 3|8 22 (28 2
| 2 |8 |7 |&|al =& |m|Z<[Z<]O |8 |a| T2 &< &
80 amostras selecionadas
(Plasma humano) (A) 80 80 43 39 34 23 0 0 s6 39 36 33 31 80 67 61
17 amostras coagulase negativas ' 0 0 0 0 0 0 0 0 9 0 6 4 11 8 5 2

(Plasma humano) (B)

" 3 amostras controle (C)




Cleomenes Reis — Testes de Patogenicidade para o Estafilococo.

eram hemoliticas, fermentadoras
da sacarose, mas nido da glicose,
lactose e manitol.

Estas 10 amostras patogénicas
foram re-isoladas de vérios orgaos
portadores de micro abscessos,
como rins, figado, pulmdes e co-
racdo. Os camundongos apresen-
taram abscessos também no local
d.» inoculagdo.

DISCUSSAO

De acordo com os trabalhos de
Mordvinova & cols (10), Mabeck
(11) e Mortensen 12), o teste rea-
lizado para a verificacdo da pro-
dugdo de desoxirribonuclease pa-
rece ser o mais 1til e completo
para a deteccdo de amostras pa-
togénicas.

No presente trabalho conse-
guiu-se observar em dezessete
amostras coagulase negativas, 8
amostras desoxirribonuclease po-
sitivas; e utilizando a metade des-
tas amostras para a inoculagio
em camundongos, 50% produziu
abscessos necréticos no local da
infecgdo, septicemia e morte do
animal.

Levando-se em consideragdo
que o camundongo € menos sus-
cetivel as infecgbes estafilocdci-
cas do que o coelho (4), por isso
mesmo, talvez, se o animal ino-
culado tivesse sido o coelho, pos-
sivelmente maior seria o nimero
de reprodugdo de infecgOes.

Nio se encontraram macrosco-
picamente diferengas entre os abs-
cessos, nem se observou predile-
¢io para determinados 6rgdos dos
camundongos pelas amostras coa-
gulase positivas (DNAsc  positi-
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vas) e coagulase negativas
(DNAse positivas).

O teste da coagulase parece
trazer informagGes mais seguras
nas estafilococcias humanas, a
exce¢do das infecgGes génito uri-
nérias, quando o plasma utilizado
¢ o humano ou o de coelho: pois
os de outros animais, como co-
baio, galinha, cavalo e carneiro
ndo sd3o coagulados por todas as
amostras capazes de coagular
aqueles plasmas descritos.

Os plasmas de c@o e boi nio
foram coagulados por nenhuma
amostra, ndo sendo possivel com-
parar os resultados das experién-
cias de Duthie (6), que utilizou
ativadores séricos para o plasma
bovino, mas se identificam com
os resultados obtidos por Alexan-
der, citados por Burrows (3).

Os testes laboratoriais baseados
unicamente na diferenciacdo do
estafilococo pela capacidade de
fermentagdo de carboidratos pa-
recem ndo caracterizar a amostra
patogénica nao havendo correla-
¢do das amostras fermentadoras
deste ou daquele carboidrato com
patogenicidade .

SUMMARY

DETERMINATION OF PA-
THOGENICITY OF STAPHY-
LOCOCCI.
Observations on the behavior of
staphylococci as to plasma coagu-
lase, deoxyribonuclease activity,
carbohydrate fermentation and
pathogenicity for mice.

100 samples of staphylococci from
several human infections were submit-
ted to the coagulase test, deoxyribonu-
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clease activity and carbehydrate fer-
mentation.

18 of these samples were selected
on account of their colonial features
and biochemical reactions, for intra-
peritoneal inoculation in mice. 11 of
these samples were from human urina-
ry tract infections.

Staphylococci incapable of coagula-
ting human and  rabbit plasma but
showing deoxyribonuclease activity
and incapacity to ferment many car-
bohydrates caused infection and sep-
ticemia in mice in the same way as
did coagulase and DNAse positive
staphylococci being capable of fer-
menting several carbohydrates.
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