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ESTUDO DO COMPORTAMENTO “IN VITRO” E EM
ANIMAIS INOCULADOS, DE 29 AMOSTRAS
PATOGENICAS DE Staphylococcus aureus
RECONHECIDAS PELA FAGOTIPAGEM . *

Divina Aparecida Oliveira Queiroz™*

RESUMO

29 amostras de Staphylococcus aureus, padronizadas e pertencentes aos diversos tiposbac-
teriolgicos: I: 52/52A-79/80, 11: 3A/3C/ 55/71, I1I: 42E/47/53/54/75/77/83A/84/85, nio Classi-
ficados: 94/95/96/81, Experimentais: 86/88/89/90/92/DIIHK2, Extra - 42D/187. foram submeti-
das aos testes classicos de reconhecimento de patogenicidade. Alguns foram feitos “in vitro™ tais
como: DNAse, lecitinase, coagulase em 1aminas e em tubos, produgdo de hemolise em agar sangue
de camneiros, coelhos e humanos, sensibilidade a 6 agentes antibidticos e fermentagio do manitol.
Outros testes, “in vivo”, foram realizados em camundongos ¢ coelhos de algumas das amostras es-
colhidas aleatoriamente.

Pretendeu-se avaliar o valor pritico de cada um dos testes e a sensibilidade dos mesmos na
detecgdo das amostras patogénicas, comparando-os com 0s resultados encontrados na literatura per-
tinente (4, 5, 10, 12). Todas as amostras, com exce¢do da PS 52 demonstraram a atividade de
DNAse, embora em diferentes niveis; alguns quase imperceptiveis. Quanto a prova de lecitinase foi
considerada fortemente positiva e fraca para outras, como por exemplo a PS 52. A coagulase ocor-
reu em todas as amostras testadas em laminas e em tubos, também em diferentes niveis, a excecdo
da PS 3A que ndo apresentou coagulase livre.

Nem todas as amostras foram hemoliticas nos dgar sangue: humano, de coelho ou de carnei-
ro. As PSs 52 e 47 ndo foram hemoliticas em nenhum destes tipos de agar sangue utilizados.

Todas as amostras foram sensiveis a rifamicina e resistentes a penicilina natural. O manitol
foi fermentado por todas as amostras, em 36 horas.(4).

Apenas a PS 84 foi fatal para o camundongo (inje¢do intraperitoneal de 0,1 ml, aproximada-
mente 100.000 germes), em 72 horas; e varias provocaram reagges inflamatorias localizadas em coe-
Thos (inoculagdes da mesma suspensdo utilizada para camundongos), na coxa direita.

* Trabalho realizado no Laboratério de Fagotipagem do Depto. de Microbiologia do IPTESP/
UFG

** Prof. Auxiliar do Departamento de Microbiologia do IPTESP/UI'G.



14

Rev. Pat. Trop. 16(1): 13-21, jan.[jun., 1987

Nio foi possivel observar diferengas entre os microrganismos dos diversos grupos, mas, pode-
se confirmar que sdo confiaveis os testes utilizados rotineiramente para reconhecimento do estafi-

lococo patogénico.

UNITERMOS: STAPHYLOCOCCUS AUREUS; PATOGENICIDADE. FAGOTIPAGEM.

EXPERIMENTAL.

INTRODUCAO

E conhecida a participagio de
determinados grupos fagicos de estafilo-
cocos em patologias definidas, como por
exemplo as amostras do grupo II (PS 71)
no desencadeamento da “scalded skin”,
devido a ampla produgdo de exfoliatina;
do grupo II nas enteroinfec¢Ges, pela ca-
pacidade de produgdo da pré-enterotoxi-
na humana em’alimentos (3).

Todavia, ainda ndo se sabe, visto
que ndo existem dados na literatura espe-
cializada, se ocorre alguma diferenga en-
_“tre os grupos fagicos, atraves dos testes de
patogenicidade realizados rotineiramente,
para que se possa, mesmo que de maneira
presumivel, na leitura dos testes rapidos,
evidenciar germes responsiveis por deter-
minadas patologias.

Pretendeu-se, neste trabalho, execu-
tar muitas das técnicas usuais e verificar a
possibilidade de distingdo entre as amos-
tras e os grupos fagicos a que elas perten-
cem, além de verificar a adequagdo des-
tas técnicas na deteccdo de amostras real-
mente patogénicas, como as que foram re-
conhecidas anteriormente e enquadradas
nos diversos tipos fagicos.

MATERIAL E METODOS
Material

Utilizou-se amostras disponiveis de
Staphylococcus aureus conhecidas através

de bacteriofagos. Ndo foram testadas as
PS 29 ¢ 6 por ndo se encontrarem em
boas condigdes a época da realizagdo do
trabalho. Para os testes foram utilizados
20 camundongos de peso variavel (18 a
30g) e 10 coelhos machos adultos, além
de meios de cultura tais como: Plasma de
coelho; DNAse tese agar (Dfico): Agar:
Mueller Hinton (Dfico), com gema de
ovo, /\gur Mueller Hinton com sangue de
coelho, carneiro e humano, a 3%; discos
de antibioticos (Vitor Lorian): Penicilina,
Oxacilina, Cefalosporina de 12 geragdo,
Eritromicina, Rifamicina e Amicacina.

As leituras dos resultados experi-
mentais foram realizados em intervalos de
24h., 48h., e 120 h., apos inoculagdo.

Métodos

Para a execugdo das técnicas de coa-
gulase ligada e livre, atividade de DN Ase,
lecitinase, observacdes de hemolise foram
empregados os métodos descritos na bi-
bliografia (4, 6, 9). Os testes de sensibili-
dade aos antibioticos foram realizados pe-
lo método da difusdo em agar preconiza-
do pela OMS/OPAS (1, 2). A observacdo
de fermentacdo do manitol foi realizada
de acordo com a técnicade CHAMPMAN
(4, 5). As inoculacdes de 0,1 ml de sus-
pensdo de germes em salina 0,85% com a
concentracdo aproximada de 100.000
bactérias foram feitas intraperitonialmen-
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te nos camundongos e, sistematicamente,
na coxa direita dos coelhos.

RESULTADOS

01) A prova de DNAse foi negativa
para a amostra PS 52, fracamente positi-
va para as PS 52A/79, PS 3A, PS 71, PS
47 e positiva para as demais;

02) Com relagdo ao teste de leciti-
nase algumas amostras mostraram ser fra-
camente positivas tais como a PS 52, PS
54, PS 85, PS 88, PS 89, PS 90 e PS 92,
os restantes deram resultados fortemente;

03) No teste da coagulase ligada, a
amostra PS 52 mostrou ser autoaglutina-
vel e a PS 187 deu uma rea¢do positiva
fraca, sendo que as demais foram coagu-
lase ligada positivas. O teste de coagulase
livre realizado em tubos mostrou negati-
vidade para PS 3A, sendo que a Ps HK2
deu reacdo positiva fraca. Todas as outras
foram positivas;

04) Na verificacdo de hemolise,
muitas das amostras testadas apresenta-
ram positividade nos trés tipos de agar
sangue utilizados, enquanto que as amos-
tras PS 52 e PS 47 foram negativas nos re-
feridos tipos, entretanto, as demais foram
positivas, fracamente positivas ou até ne-
gativas para alguns dos ensaios citados
(conforme Tabela I);

05) Todas as amostras apresentaram
resisténcia as penicilinas, sensibilidade as
rifamicinas e os demais resultados foram
Sensiveis, Intermediarios ou Resistentes
(Tabela II);

06) Todas as amostras que foram
semeadas em agar manitol apresentaram
crescimento, mas nem todas, fermenta-

ram o agucar no tempo de 24 horas, re-
querendo assim, um periodo de incuba-
¢do maior, por volta de 36 horas.

As provas de patogenicidade foram
realizadas a partir do crescimento em A.
S. I. (Agar Simples Inclinado).

07) Com relacdio a inoculagdo
intraperitoneal em camundongos, apenas
o camundongo inoculado com a amostra
PS 84, pertencente ao II grupo fagico,
morreu no periodo de 72 horas, os
demais ndo apresentaram nenhuma altera-
¢do aparente.

Os resultados obtidos através de lei-
turas dos testes 24h., 48h., e 120h., es-
tdo contidos no Quadro 1. J '

DISCUSSOES E CONCLUSOES

Ndo se detectou, qualitativamente, .
diferengas palpaveis entre as amostras
para todas as reagdes realizadas ndo ha-
vendo assim, possibilidade de distin¢do
entre as amostras de cada grupo pelo
comportamento bioquimico, sensibilida-
de as drogas antimicrobianas ou capaci-
dade de producdo de abscessos nos ani-
mais de experimentacdo.

Hemolisina predominante (alfa e
beta) deve determinar a auséncia de uma
ou outra na hemoélise do sangue utiliza-
do (humano, coelho e carmneiro). A fer-
mentacdo do manitol, por todas as amos-
tras em até 36h., ndo pode ser comenta-
da como validade na detec¢do do estafi-
lococo patogénico.

A resisténcia a penicilina das amos-
tras usadas no antibiograma deve ser atri-
buida pela elaboragdo de betalactamase
por todas elas.
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TABELA I — Testes de patogenicidade, i vitro, de 29 amostras padronizadas de

Staphylococcus aureus frente a coagulase ligada, livre, DNAse, lecitinase,
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além da hemolise em 4gar sangue.

PS Coag. ligada Coag. livre DNAse Lecitinase ASH ASCo ASCa
52 A + Q) — = =
A1+ M + ®» O -
gzo— + + + + + + +
3A + - (+)7 + + + (+)
3C + + +- + + + +
55 + + + + + + +
71 : + +) + + + +
42E + + B 1 + 4 G +
47 - ¥ (_+)‘ - s - =
53 + + ips + + - + G
54 + + + (©) + G +
75 1 + + + + + G
77 + + + + + G C)
83A + + + + + + —
84 - + + + + + + +
85 + + + ) + ) +
94 + + + + + + +
95 + + + + = + =
96 + + + + ) (C) G
E + + + + + + +
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Cont.

86 + + + + + G +
88 + + + G + G +
89 + + + G + * +
0 + + + G + G +
92 + + + * + C) +
D11 + + + + + (G +
HK2 + +) + + + + .
42D + + + + + + +

187 ® o + ® O O
A = Autoaglutindvel

+ = Positivo

(4+ = Positivo fraca

— = negativa

*Agar sangue a 3% (humano, coelho e carneiro).

TABELA (I — Testes de sensibilidade, in vitro, de 29 amostras padronizadas de

Staphylococcus aureus frente a seis antibi6ticos.

PS PENICILINA  OXACILINA CEFALOSP.19G  ERITROMIC. RIFAMICINA AMICACINA

52 R S S S S S

52A/79 R S S S S S

80 R S S S S S

3A R R R R S R

3C R S R S S S

55 R S S S S S
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Cont. Tabela II

AMICACINA

PENICILINA  OXACILINA CEFALOSP.19 G ERITROMIC. RIFAMICINA

PS

71

42E

47

53

54
75

83A

85

95

96
81

D11

187

R = Resistente
I = Intermedidria
§ = Sensivel



TABELA III — Resultados das leituras dos graus de patogenicidade pela inoculagdo em
coelhos, de 10 amostras padronizadas de Staphylococcus aureus, 24 h,
48h, e 120h, aps inoculagio.

PS 24 h 48 h 96 — 120 h
HK2 nenhuma alteragdao nenhuma alteragao nenhuma alteragdo
3C ponto necrdtico no local da ponto necrdtico no local 2 pontos necréticos e esfoliagdo do
inoculagdo da inoculagio epitélio
52 ligeiro eritema aumento do eritema desaparecimento do eritema
52A/79 nenhuma alteragdo pequeno nodulo sem ponto cicatricial e esfoliagdo do
eritema epitélio
71 pequeno edema sem eritema pequeno edema sem presenga de um nédulo grande e
eritema esfoliagdo do epitélio
77 abscesso inicial, eritema abscesso inicial ; aumento  ponto cicatricial e esfoliagdo do
pronunciado do eritema epitélio
95 nenhuma alteracdo pequeno nodulo com li- pontos levemente avermelhados
geiro eritema e 4 peque- com noédulo
nos pontos necroticos .
D11 ligeira necrose no ponto de aumento da necrose ponto cicatricial e esfoliagdo do
inoculagdo epitélio
81 abscesso inicial, eritema e abscesso, eritema, tempe-  pequeno nodulo com ligeiro erite-
aumento de temperatura -atura elevada e nodulo ma e ponto cicatricial
92 nenhuma alteragao geiro eritema com 2 pon- ponto cicatricial e esfoliagdo do

t0s necroticos

epitélio
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As rea¢Ges provocadas na inocula-
cio de uma pequena concentragdo de mi-
crorganiz=mos ndo possibilita nenhuma
conclusdo definitiva e, em maior concen-
tragio de germes, poderiamos conhecer
rea¢des mais positivas em todos os casos.
Os testes, rotineiramente utilizados,
na deteccdo dos estafilococos mostram
sempre sua eficacia e comprovam o acerto
da sua escolha. Preferimos acreditar na
maior difusio do uso do agar-gema-de-
ovo em substituicdo ao teste da DNAse
pela visualizagdo mais elucidativa das rea-
¢oes dos testes positivos e por ser mais
economico.

SUMMARY

Behaviour “in vitro” and “in vivo™ of
29 strains of Staphylococcus aureus
detected by Phagotypage.

Twenty-nine samples of standarti-
zed staphylococcus aureus all belonging
to bacteriophagous group were submitted
to classical tests for the recognition of
pathogenic staphylococei and inoculated
in rats and rabbits.

The activity of DNA-se was de-
monstrated by all samples, in different le-
vels, exccept the PS 52, that did not pre-
sent this enzymatic activity. The lecithi-
nase was regarded strongly positive for
most of the samples and frankly positive
for the other, but much more evident
than the previous test. The coagulase on
Jlamina PS 3A, in the tests of tubes.

Not all of them were hemolytics in
the hlood-agar (sheep, rabbits and hu-
man). All samples were sensitive to ri-
phamicin and resistent to penicillin.
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The mannitol was fermented by all
samples, in thirty-six hours.

Only the PS 84 was fatal to the rat
(intraperitoneal injection with approxi-
mately a thousand germs), in seventy-two
hours; and several samples caused (the sa-
me suspension in inoculations in the right
thigh and inflamatories reactions on rab-
bits).

Difference in biochemistry activi-
ties were not detected and tests of patho-
genicity among the member of each pha-
gous group, but it was possible an assu-
ranceness in the tests used particularly
to isolate the pathogenic staphylococei.
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