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CAPACIDADE LETAL DE RACAS DE Staphylococcus
COAGULASE NEGATIVAS E DESOXIRRIBONUCLEASE
POSITIVAS, PARA CAMUNDONGOS
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RESUMO: A existéncia de alta correlagdo entre as provas de coagulase e DNAase em bactérias do géne-
ro Staphylococcus levou-nos a verificar a capacidade patogénica de ragas coagulase negativas e DNAase po-
sitivas, através de sua inocula¢do em animais experimentais. Foi inoculado 0,5ml de uma suspensdo conten-
do 1 x 10°ufc/ml, em grupo de seis camundongos albinos, sem distin¢do de sexo, pesando 20+2g, sendo ob-
servados por sete dias. Apenas uma das ragas testadas provocou a morte dos animais. Assim, o uso da prova
da DNAase em substituicdo a coagulase, induz a resultado falso-positivo estimado em 8,62%.
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INTRODUCAO

De acordo com o estabelecido pelo Sub-
comité de Taxonomia de Staphylococcus e
Micrococcus!?, a prova de coagulase consti-
tui o critério basico para a identificacdo da
espécie Staphylococcus aureus, a anica reco-
nhecidamente patogénica do género
Staphylococcus. Todavia, segundo alguns
autores!6:8. 100% das racas desta espécie
sdo sintetizadoras da enzima desoxirribonu-
clease (DNAase).

Tal fato induziu a que determinados
meios profissionais viessem a adotar a prova
da desoxirribonuclease na identificacdo de
tais ragas. A simplicidade desta prova, pode
ter contribuido para a adog¢ao deste critério.

Apesar da existéncia de alta correlagdo
entre os resultados das provas de coagulase e
DNAase, varios autores3:3-14 t2m observado
a existéncia de ragas de Staphylococcus coa-

gulase negativas, que apresentam positivida-
de na prova da DNAase.

Dada a importancia de que se reveste o
género Staphylococcus para a patologia hu-
mana e animal, torna-se fundamental a exis-
téncia de conduta experimental que aquilate,
adequadamente, ‘‘in vivo’’ 0 comportamen-
to das ragas DNAase positivas e coagulase
negativas, de estafilococos.

MATERIAL E METODOS
Obtengdo das amostras

Foram obtidas a partir de mucosa nasal
de asgecto normal de estudantes de Odonto-
logia” e de amostras de agua, cedidas pela

Companhia de Tecnolologia de Saneamento
Ambiental (CETESB).

Coleta e semeadura das amostras

As amostras, colhidas da mucosa nasal
com o auxilio de zaragatoa estéril previa-
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mente umidecida em solugio salina (solucdo
de NaCl 0,85%), também estéril, eram ime-
diatamente semeadas em placas de Petri,
contendo o meio seletivo ‘‘Staphylococcus
110",

As placas eram identificadas e incuba-
das a 37°C durante 24 horas, permanecendo,

em seguida, mais 24 horas a temperatura
ambiente.

Identificagdo das espécies

A identificagdo da espécie
Staphylococcus aureus foi realizada atraveés
das provas recomendadas pelo Subcomité de
Taxonomia de Staphylococcus e
Micrococcus 7 e adotada pela 8a. edigdo do
Manual de Bergey 4. Foram realizadas as
provas da catalase, da oxidagdo e fermenta-
¢do da glicose (teste O-F), da coagulase em
tubo e da desoxirribonuclease (DNAase).

Inoculagcdo em animais

Cada raga de estafilococos coagulase
negativa e DNAase positiva foi semeada em
erlenmeyer de 150ml contendo S0ml de meio
de cultura ‘‘Brain Heart Infusion Broth’’
(DIFCO) e incubada a 37°C/24h.

Dessa cultura, foram transferidos 30 ml
para tubo estéril de centrifuga, com tampa
de rosca. Apos centrifugacdo a 5000 rpm /
20 min. / 4°C em centrifuga refrigerada, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento
ressuspenso a 10 ml com salina estéril, ho-
mogeneizado por agitagdo mecénica durante
trés minutos e centrifugado novamente.
Repetiu-se a lavagem das células por mais
duas vezes. ApOs ressuspensdo final, o mate-
rial foi novamente submetido a agitagdo me-
canica por trés minutos.

A suspensdo assim preparada foi sub-
metida ao espectofotdmetro Coleman Jr. e
ajustada a concentracgdo para a leitura final,
correspondente a concentragdo de 1,0 x
10%ufc/ml, com salina estéril.

A determinac¢do do potencial patogéni-
co das ragas coagulase negativas e desoxirri-
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bonuclease positivas, foi realizada pela ino-
culagdo da suspensdo de microrganismos
contendo 10%ufc/ml, por via endovenosa em
camundongos albinos, de ambos os sexos,
pesando 20 g + 2 g.

Para cada raca de Staphylococcus
utilizou-se um grupo de seis animais. O ino6-
culo, de 0,5 ml da suspensdo bacteriana, era
administrado na veia da cauda, com o
auxilio de seringa estéril tipo insulina e agu-
lha estéril 20 x 5 mm.

Os seis animais de cada grupo eram
mantidos na mesma gaiola, identificados e
observados durante sete dias.

RESULTADOS

Em todos os experimentos, utilizaram-
se racas conhecidas de Staphylococcus coa-
gulase ¢ DNAase positivas e coagulase ¢
DNAase negativas, como controle.

Do material colhido dos alunos da Fa-
culdade de Odontologia de Sao José dos
Campos (UNESP) obteve-se 872 ragas de
bactérias do género Staphylococcus, dentre
as quais 20 (2,29%) delas revelaram ser coa-
gulase negativas e desoxirribonuclease posi-
tivas.

A Tabela 1 apresenta o comportamento
das 20 racas de estafilococos isoladas, segun-
do a intensidade de sintese de DNAase, no
meio “DNAse Agar’’ (DIFCO).

As ragas que apresentaram reagao forte-
mente positiva ao teste da DNAase — 14 de
mucosa nasal e 10 de amostras de agua — fo-
ram selecionados para inoculagao.

TABELA 1 — Padrio de comportamento apresenta-
do na prova de DNAase, das 20 ragas
de Staphylococcus isoladas.

Prova
N.° de
amostras coagulase DNAase
14 —_ fortemente positiva (+ +)
6 —_ fracamente positiva ( +)

A Tabela 2 apresenta os resultados dos
ensaios de inocula¢do destas 24 ragas, em ca-
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mundongos. O denominador indica o nume-
ro de animais inoculados e o numerador, o
nimero de animais mortos.

TABELA 2 — Resultados das provas “‘in vivo’’ reali-
zadas com ragas de Staphylococcus
coagulase negativos e DNAase positi-
vas.

N.° C D1.°d 2.°d 3.°d 4.°d 5.°d 6.°d 7.°d

23 — + 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

1 — +6/6 — — — — — —

S.aureus + + 5/6 6/6 — — — — —
S. epidermidis — — 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6

Obs.: o numerador representa o namero de animais mortos ¢ o
denominador o numero de animais inoculados.
C = Coagulase
D DNAase
d dia

Nos ensaios realizados com as 24 ragas,
em somente um deles foi observada a morte
da totalidade do lote dos animais, fato este
constatado durante a primeira hora apo6s a
inoculag¢do, e confirmado através de ensaios
repetidos. Os demais animais inoculados
com as 23 ragas restantes, ndo apresentaram
sinais ou sintomas detectaveis. No lote con-
trole inoculado com Staphylococcus aureus,
os animais apresentaram sintomas, como
prosta¢gdo e ericamento dos pelos e evo-
luiram até a morte.

Os testes realizados com as ragas con-
troles, comprovaram a patogenicidade para,
camundongos da espécie S. aureus, levando
a morte todos os animais inoculados no pra-
zo maximo de até 48 horas. Por outro lado,
no lote inoculado com S. epidermidis ndo foi
observada ocorréncia de mortes no prazo
maximo de observacao.

DISCUSSAO

Foi observada a inexisténcia de uma
correlagdo absoluta entre as provas da
DNAase e coagulase, o que é concorde com
JACOBS et alif'2, HOLT !!, REIS !5,
MORTON & COHN !3, BOROBIO et alii 3,
DORNBUSCH et alii 7, dentre outros.

Embora a partir dos trabalhos de
WECKMAN & CATLIN !3 se tenha difun-
dido a prova da DNAase na identifica¢do de
estafilococos potencialmente patogénicos, os

esquemas propostos por BAIRD-
PARKER 2, para a classificagio de
Staphylococcus e Micrococcus, nio mencio-
nam a prova da DNAase; o autor, porém,
considerou que a correlagdo entre a produ-
¢d0 desta enzima e o potencial patogénico,
necessitava de maiores investigacoes.

Com base em nossos resultados, quan-
do se considera apenas a prova da DNAase
para identificacdo de estafilococos patogéni-
cos, verifica-se um total de 232 ragas positi-
vas. Por este resultado, as 20 racas coagulase
negativas as quais se comportaram de manei-
ra diversa do controle positivo de patogenici-
dade ‘“in vivo’’, estariam incluidas neste re-
sultado.

Assim, com o uso da prova da DNAase
em substitui¢do a coagulase, incorremos em
resultado falso-positivo estimado em 8,62%
(20/7232). Considerando-se um intervalo de
confianca de 98%, obtemos os limites de
4,32% e 12,91% para a estimativa da real
proporgéo de erro.

Dessa forma, quer nos parecer que a
prova da DNAase ndo deva ser utilizada co-
mo recurso substitutivo da prova de coagula-
se, para a identificagio de racas de S.
aureus. A margem de erro intrinseca a au-
séncia de concordancia (8,62%) quando da
utilizagdo da primeira prova ndo autoriza ser
preconizada tal conduta laboratorial, na ca-
racteriza¢do de ragas de estafilococos dota-
dos de atividade patogénica.

A producido de DNAase observada nas
ragas por nos estudadas, apesar de ndo ter si-
do quantificada foi, todavia, qualificada en-
tre fortemente e fracamente positiva, de-
monstrando ndo ser semelhante para todas
asragas.

Conforme os resultados inseridos na
Tabela 2, os animais inoculados ndo evo-
luiram para o desfecho letal, com excegdo de
um unico lote em que os animais apresenta-
ram mortes imediatas. Alias, este fendmeno
que esta merecendo observacdes subseqiien-
tes, ndo foi devido a qualquer fator téxico
elaborado pela bactéria, difusivel no meio da
cultura, pois os animais recebiam o inoculo
constituido por células lavadas.
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Ao contrario dos nossos atuais resulta-
dos, REIS!S estudando ragas produtoras de
DNAase verificou que duas dentre quatro
delas foram letais para camundongos inocu-
lados por via intraperitoneal. SHIMIZU et
alii 16, inoculando uma raga, também em ca-
mundongos e pela mesma via demonstraram
que esta levou os animais utilizados a morte.

Todavia, FURUSAWA & MIYOSHI!?,
que também utilizaram a via endovenosa,
verificaram que entre as duas racas de estafi-
lococos coagulase negativas e DNAase posi-
tivas administradas em camundongos, so-
mente uma delas provocou a morte de parte
de um lote de animais.

CONCLUSOES

A aplicagio da conduta experimental
descrita permitiu a obtencdo de resultados
que, discutidos e analisados nos possibilitam
concluir que: 1. o grau de produgdo de
DNAase ndo é o mesmo para todas as ragas,
merecendo cuidadoso exame as fracamente
positivas; 2. as ragas coagulase negativas e
DNAase positivas, quando inoculadas por
via intravenosa em camundongos, n3o re-
produziram o quadro clinico semelhante ao
observado quando da inoculag¢do de raga de
S. aureus, utilizada como controle positivo
de patogenicidade; 3. a prova da DNAase,
por si s0, ndo é valida para a detec¢do de ra-
cas patogénicas de estafilococos.

DAMETTO, V.F. & ZELANTE, F. — Letality of coagulase negative and deoxyribonuclease positive
Staphylococcus strains for mice. Rev. Odont. UNESP, S3o Paulo, 12(1/2):83-87, 1983.

ABSTRACT: The pathogenic capacity of negative coagulase and positive DNAse strains in the
Staphylococcus genera was studied by inoculation in experimental animals. 24 strains were tested in 6 ani-
mals each. White mice, 20 + 2g were inoculated with 0,5 ml of 1 x 10° cfu/ml, and observed for seven days. A
single strain induced 100% mortality. The false results obtained when using the DNAse as only test were esti-
mated in about 8.62%, according to laboratorial observations.

KEY-WORDS: Staphylococci; enzimology; pathogenicity.
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