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RESUMO

No presente estudo foi avaliada a eficiéncia de plasmas de origens leporina, bovina, equina, canina e
humana na execugéo do teste de coagulase em cepas de Staphylococcus spp. isoladas de bovinos (n=174),
de seres humanos (n=71) e de cies (n=70). As leituras dos testes foram realizadas apds diferentes tempos
de incubagio. O plasma leporino apresentou os melhores resultados, exceto nos isolados bacterianos de
cdo, para os quais o plasma de equino foi o que demonstrou os melhores resultados entre 4 e 12 horas de
incubac¢do. Nenhum isolado que tenha apresentado resultado negativo frente ao plasma leporino reagiu
positivamente aos demais plasmas. Os plasmas de coelho e de cavalo foram os que revelaram os melhores
resultados para os isolados bacterianos de origem humana e bovina. Verificou-se que os plasmas, quando
utilizados para isolados da espécie homdloga, mostraram baixa eficiéncia. A coagulag¢do do plasma
leporino ocorreu em até duas horas de incuba¢do em 92% das amostras de Staphylococcus de origem
bovina. De acordo com os resultados obtidos, o plasma de equino pode ser utilizado para a realizagdo de
testes de coagulase em cepas de Staphylococcus isoladas de cdes, bovinos e seres humanos, com resultados
semelhantes aqueles observados com o plasma leporino.

Palavras-chave. identificacdo bacteriana, plasma, Staphylococcus coagulase-positiva, Staphylococcus
caracterizagao.

ABSTRACT

This study evaluated the efficiency of plasmas from rabbits, cattle, horses, dogs and humans for improving
the coagulase test performance on Staphylococcus strains isolated from bovine mastitis (n=174), human
(n=71) and dogs (n=70). The readings of the tests readings were performed after different incubation periods.
Leporine plasma showed the best results in the coagulation tests, excepting on the bacteria strains isolated
from dogs. To these strains, the equine plasma showed the best results in the first 12 hours of incubation and
the rabbit plasma exhibited similar results after 12 hour of incubation. No strain, with a negative result for the
rabbit plasma, reacted positively to the other animal plasmas. Rabbit and equine plasmas exhibited the best
results to the bacterial isolates with human and bovine origins. Low efficiency was evidenced in performing
the assays when using the plasmas of the homologous species from the strain that was isolated. Coagulation
of leporine plasma occurred within two hours of incubation in 92% of bovine strains. According ours results,
the equine plasma might be used for performing the coagulase tests in Staphylococcus isolates from dogs,
cattle and humans, and getting similar results to those provided by the rabbits plasma.

Keywords. bacteria identification, plasma, coagulase positive Staphylococcus, Staphylococcus characterization.
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INTRODUCAO

Os micro-organismos do género Staphylococcus

apresentam um diversificado arsenal de fatores
de patogenicidade, representado por adesinas,
enterotoxinas, hemolisinas, leucocidinas, producio

de biofilmes, habilidade de invadir células epiteliais,
dentre outros, os quais contribuem para colonizar e
lesionar seus hospedeiros'*. Entre estes fatores, destaca-
se a estafilocoagulase, uma proteina que possui agdo
enzimatica e reage com a protrombina, formando um
complexo denominado estafilotrombina que converte
o fibrinogénio em fibrina e coagula o plasma'’. Esta
enzima extracelular é produzida por varias espécies do
género Staphylococcus, incluindo, a maioria das cepas de
Staphylococcus aureus e de Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus delphini, Staphylococcus hyicus subsp.
hyicus e Staphylococcus scheliferi subsp. coagulans, sendo
usada como um indicador de viruléncia e marcador
fenotipico para a diferenciagdo destas espécies*”.

Existem 29 espécies e subespécies no género
Staphylococcus®, as quais tém sido associadas aos diversos
quadros patolégicos nos seres humanos e nos animais.
A identificagdo precisa de cada uma das espécies por
meijo de testes bioquimicos usuais é normalmente
dispendiosa e trabalhosa. Desse modo, o teste de
coagulase em tubo, um teste pratico por ser rapido e
necessitar de poucos recursos’, tem sido utilizado para a
identificacdo de isolados deste género dotados de maior
potencial patogénico, geralmente de maior interesse
clinico e epidemioldgico, tanto na medicina humana,
quanto na veterinaria.

Entre os Staphylococcus coagulase-positiva
(SCP), S. aureus e S. intermedius estio envolvidos em
importantes quadros patoldgicos em seres humanos,
bovinos e caninos. Nos seres humanos, S. aureus
tem sido associado com pneumonias, conjuntivites,
osteomielites, septicemias, intoxicacdes alimentares,
furunculose, dentre outras patologias’>. Em bovinos,
este micro-organismo tem sido relatado como um dos
agentes mais prevalentes na etiologia das mastites e que,
isoladamente, causa os maiores prejuizos na pecuaria
leiteira mundial, ocasionando a redugdo da produtividade
do rebanho e alteracdes fisico-quimicas do leite, com
prejuizos para a industria, para os produtores e para a
saude do consumidor®®. Nos caninos, S. intermedius tem
sido associado, principalmente, a otites, conjuntivites,
piodermites, discoespondilites e abscessos'®!".

1

Devido a importancia clinica e epidemioldgica
dos SCP nos processos patologicos em seres humanos
e nos animais, em relagdo as demais espécies coagulase-
negativa do mesmo género, ¢é imprescindivel a
identificacdo dos mesmos para que possam ser adotadas
alternativas mais adequadas de tratamento e de controle.

Normalmente, para a realizagio do teste
de coagulase, utiliza-se plasma de coelho, que nem
sempre esta disponivel nos laboratérios de diagnostico
microbioldgico. Desse modo, em diversos laboratérios,
sao utilizados plasmas obtidos de seres humanos e de
outras espécies de animais para a execugdo do teste, sem
haver uma avaliacdo da eficiéncia desta metodologia.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar e comparar
a eficiéncia do teste de coagulase em tubos utilizando
plasmas de diferentes espécies para a discriminagdo
de amostras de Staphylococcus spp. coagulase-positiva
isoladas de bovinos, seres humanos e caes.

MATERIAL E METODOS

Amostras de Staphylococcus

Foram utilizados 315 isolados de Staphylococcus spp.
de origens humana, canina e bovina. As amostras de
origem humana (n=70) foram obtidas de swabs nasais
de individuos saudaveis da cidade de Lavras, MG. As
amostras provenientes de cides (n=71) foram isoladas
a partir de swabs obtidos do conduto auditivo de cies
otopatas e ndo otopatas atendidos no Hospital Veterinario
da Universidade Federal de Lavras. Os isolados de
origem bovina (174) foram obtidos de quartos mamarios
individuais de bovinos da bacia leiteira do sul de Minas
Gerais afetados por mastite clinica ou subclinica.

O isolamento das amostras foi realizado em
Agar Sangue (Agar Sangue Base-Himedia®) contendo
5% de sangue desfibrinado de carneiro. As placas foram
incubadas em temperatura de 37 °C por 18-24 horas.
Para a identificagdo presuntiva dos micro-organismos
pertencentes a familia Micrococcaceae e género
Staphylococcus, foram realizados os seguintes testes
presuntivos, de acordo com Quinn et al.’: observagdo
macroscopica das coldnias, verificando-se a presenga
de hemolise, tamanho e pigmentagdo de colonias;
observagdo da morfologia microscopica por meio de
esfregagos corados pela técnica de Gram; e testes de
oxidase e catalase. Apds a caracterizacdo, os isolados
foram estocados a -70 °C em BHI suplementado com
20% de glicerol até a realizagao dos ensaios.
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Plasmas testados

Foram utilizados plasmas sanguineos obtidos de
coelhos, bovinos, equinos, caninos e de seres humanos.
A coleta das amostras de sangue para a obtengdo dos
plasmas foifeita em seringas estéreis, realizando-se sangria
pelas vias indicadas para cada espécie. Foi utilizado como
anticoagulante o citrato de sddio na concentragao final
de 0,05% (p/v). Apos a coleta asséptica das amostras
de sangue, foi realizada a centrifugacdo a 5000 rpm
(1.800g) por cinco minutos e o sobrenadante (plasma)
foi armazenado a -20 °C em frascos esterilizados.

As amostras de plasma obtidas de mais de
um doador foram assepticamente homogeneizadas,
fracionadas e estocadas em temperatura de -20 °C até a
realizacdo dos testes.

Execugio do teste de coagulase

Os isolados de Staphylococcus spp. que se
encontravam estocados a -70 °C foram semeados em caldo
BHI eincubadosa 37 °C por 18-24 horas. Apds este periodo,
as culturas foram avaliadas quanto a pureza por meio de
esfregagos corados pela técnica de Gram, sendo utilizadas
para a execucio dos testes somente as culturas puras.

Para a realizacdo dos testes, as culturas recentes
em caldo BHI (Himedia®), cultivadas por 18-24 horas, a
37 °C, foram homogeneizadas e 0,5 mL de cada amostra
foi adicionado aos tubos de ensaio contendo 0,3mL de
cada um dos tipos de plasma a serem testados (equino,
bovino, canino, leporino e humano). Apds a adigdo das
culturas, os tubos foram incubados em estufa a 37 °C,
realizando-se as leituras apos 1, 2, 4, 8, 12, 24 e 48 horas.
Foram consideradas coagulase-positiva as amostras que
apresentaram formagdo de coagulo, independente da
intensidade de coagulagéo.

S. aureus (ATCC 25923) foi utilizado como
controle positivo dos testes de coagulase e S. epidermidis
(ATCC 12228) como controle negativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Oito isolados de Staphylococcus de origem
canina, 34 de origem humana e 70 de origem bovina
apresentaram resultados negativos nos testes de coagulase
para todos os plasmas testados, em todos os tempos de
incubagao. As demais amostras denominadas de SCP,
sendo 63 (origem canina), 36 (origem humana) e 104
(origem bovina), apresentaram resultado positivo no
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Figura 1. Porcentagens de amostras positivas nos testes de coagulase
em tubo, utilizando plasma de diferentes espécies, para identificagao
de Staphylococcus spp. coagulase-positiva isolados de origem canina
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Figura 2. Porcentagens de amostras positivas nos testes de coagulase
em tubo, utilizando plasma de diferentes espécies, para identificagao
de Staphylococcus spp. coagulase-positiva isolados de origem humana
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Figura 3. Porcentagens de amostras positivas nos testes de coagulase
em tubo, utilizando plasma de diferentes espécies, para identificagao
de Staphylococcus spp. coagulase-positiva isolados de bovinos

teste de coagulase para o plasma de coelho e resultados
varidveis para os demais plasmas testados. Nenhuma
amostra apontada como coagulase-negativa ao se utilizar
o plasma de coelho apresentou resultado positivo para os
demais plasmas analisados.

Os resultados dos testes de coagulase obtidos para
as amostras SCP podem ser visualizados nas Figuras 1,2 e
3. Como pode observar-se, para os isolados de bovinos e de
seres humanos, o plasma de coelho apresentou as maiores
taxas de coagulacdo nos menores tempos de incubagdo em
relagdo aos demais plasmas testados (Fig. 2 e 3).

Para os SCP isolados de cdo (Figura 1), o plasma
de equino foi o que apresentou os melhores resultados
entre 4 e 12 horas de incuba¢io, mas com resultados
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semelhantes ao plasma leporino a partir da 24* hora de
incubacio. O plasma de bovino também apresentou bons
resultados para estes isolados, com 95% deles com reaciao
positiva apds 24 horas de incubagdo. Por outro lado, os
plasmas de origens humana e canina apresentaram baixa
eficiéncia na discriminacdo dos SCP obtidos de cies.

Para os SCP de origem humana (Figura 2), os
plasmas leporino e equino foram os que apresentaram os
melhores resultados, ambos com resultados positivos para
97% dos isolados a partir da oitava hora de incubagdo. O
plasma canino foi o que apresentou o pior desempenho
para isolados de origem humana, com apenas 3% dos
isolados com resultados positivos frente ao teste apds
48 horas de incubacdo. Também, os plasmas obtidos
de caninos e de seres humanos apresentaram baixa
eficiéncia para SCP de origem canina, respectivamente,
com apenas 34% e 18% das amostras positivas apds 24
horas de incubagao (Figura 1).

O plasma de coelho apresentou melhor eficiéncia
para SCP de origem bovina (Figura 3), verificando-
se que 92,30% e 99,02% das amostras apresentaram
resultados positivos apds duas e oito horas de incubacio,
respectivamente. Para estes mesmos isolados, o plasma
de equino apresentou resultados equivalentes aos
obtidos para o plasma de coelho a partir da oitava hora
de incubacdo. O plasma bovino foi o que apresentou a
menor eficiéncia para os isolados obtidos de bovinos,
com apenas 30% e 69% de reagOes positivas apds 12 e 24
horas de incuba¢io, respectivamente.

Os resultados obtidos mostraram-se
concordantes com os relatados por Silva et al.’> que
utilizando 410 amostras de Staphylococcus associadas a
mastite bovina, verificaram concordancia de 100% entre
os resultados obtidos para a prova de coagulase realizada
com os plasmas de equino e de coelho. Também foram
endossados pelos resultados de Bettencourt et al.’?
que demonstraram que os plasmas de coelho e equino
apresentaram melhores resultados que o plasma humano
para realizagdo do teste de coagulase para amostras de
S. aureus isoladas de seres humanos. No entanto, foram
diferentes daqueles obtidos por Adesyun e Shehu'* que
observaram, em estudo semelhante, que o plasma de
bovino apresentou resultados superiores ao plasma
de coelho para amostras de Staphylococcus isoladas de
swabs nasais de caes. Para os isolados de seres humanos,
o plasma de cido apresentou melhores resultados que o
plasma de coelho. Neste estudo, embora o plasma de
bovino tenha proporcionado resultados satisfatorios

em relagdo a identificagdo dos SCP de origem canina,
os melhores resultados foram obtidos com o plasma de
coelho, seguido pelo plasma de equino (Figura 1). Além
disto, o plasma canino foi o que apresentou os piores
resultados para os SCP de origem humana (Figura 2).
No entanto, estes autores verificaram maior eficiéncia do
plasma de coelho para a discriminagao de SCP de origem
bovina, em concordancia com nossos resultados.

O tempo de leitura demonstrou ser mais relevante
para a caracterizacdo de SCP isolados de casos de mastite
bovina, verificando-se que a coagulagdo do plasma de
coelho ocorreu em até duas horas de incubagdo em 92%
destas amostras. Para estes mesmos isolados, os plasmas de
bovino, equino, canino e humano apresentaram coagulagdo
apos duas horas de incubacio para 2,8%, 26,9%, 27,8% e
74% das amostras, respectivamente. Também observou-se
que uma propor¢io elevada de amostras de origem
humana (30,5%) somente coagulou o plasma bovino entre
24 e 48 de incubagao (Figura 2), o mesmo ocorrendo com
os Staphylococcus de origem canina (15,9%), quando foi
utilizado o plasma humano (Figura 1).

A produgdo de coagulase é considerada por
diferentes autores como importante fator de viruléncia
para os Staphylococcus™*®. Assim, esperava-se que o
plasma obtido da espécie homodloga, da qual se obteve
o isolado, apresentasse maior eficiéncia para o teste de
coagulase, o que nao se verificou em nosso estudo. Em
geral, ocorreu exatamente o contrario para a maioria dos
isolados testados, com o plasma homoélogo apresentando
os piores desempenhos (Figuras 1, 2 e 3). Uma possivel
explicacdo para este resultado é que, embora bem
adaptados aos seus hospedeiros, existe uma diversidade
muito grande nas populagdes de S. aureus®>'7 e de
S. intermedius'®'! que se pressupde representar a maijor
parte dos isolados de SCP testados neste experimento.
Esta heterogeneidade estende-se a enzima coagulase, com
a existéncia de diferentes sorotipos de estafilocoagulase e
de variagdes nas sequencias de nucleotideos no sitio ativo
da enzima*'®. Pode-se também pressupor a presenca,
no plasma do animal doador, de anticorpos especificos
contra a estafilocoagulase produzida por certos clones
de SCP comuns a espécie, inativando-a por ocasido da
realizagao da prova, resultando na baixa eficiéncia do
teste de coagulase. Tais fatos podem justificar as variagdes
observadas na habilidade dos diferentes isolados testados
em coagular os diferentes tipos de plasma.

E uma pratica comum nos laboratdrios de patologia
utilizar plasma humano paraa execugdo do teste de coagulase
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em isolados obtidos de casos clinicos desta mesma espécie
(informagao pessoal). Este fato gera preocupagdo quando
se nota, de acordo com os resultados do nosso estudo, que
aproximadamente 22% das amostras de Staphylococcus
coagulase-positiva de origem humana ndo foram
corretamente identificadas quando se utilizou o plasma
humano (Figura 2), o que pode gerar sérias implicacdes na
abordagem epidemiolégica e clinica dos pacientes.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nos permitem recomendar
autilizacdo de plasma equino em substitui¢do aos plasmas
de coelho e humano para a realizacio dos testes de
coagulase para identificacao de Staphylococcus isolados a
partir de cées, bovinos e seres humanos.

Por questdoes de bem-estar animal, nossos
resultados também endossam a utilizagdo de plasma
equino, pois a obtencdo do plasma de coelho é realizada
por pungao cardiaca, o que, na maioria das vezes, requer o
sacrificio do animal. A obtengdo do plasma equino pode
ser realizada de forma menos traumatica, por puncéio da
jugular, preservando-se o doador.
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