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I — IMPORTANCIA DA IDENTIFICACAQ DO8 ESTAFILOCOCOS
PATOGENICOS

L
{

A identificacdio dos estafilococos patogénicos fem preocupado
muito os pesquisadores em virtude da frequenie necessidade de se
estabelecer se um dado estafilococo determinou ou é suscelivel de
determinar um proeesso patolégico.

A solucio de um problema dessa ordem, indubitavelmente, &
de suma importineia, guer sob o ponto de vista clinico, guer sob o
aspecto higieno-sanitario, ou 'ainda mesmo quando se {rata da clas-
sificacio bhacteriolégica désses germes.

Em 1926, Daranyi ocupou-se do estudo dos estafilococos pato-
géniecog com a intencfo de separd-los dos nio patogénicos. Achava
“gste autor que os estafilococos provenientes do meio ambiente eram
frequentemente ineriminados como patogénicos, dado o descuido
com que se aplicavam os processos de identificacdo. Sem divida
alguma, apdés o isolamento de um estafilococo do sangue, Hquor,
urina, das lesdes da pele e anexos e dos processos inflamatérios em
geral, é necessdario uma prova rigorosa de laboratério para o es-
tabelecimento de sua aclo patogénieca.

Como sabemos, da confirmacao ou n#o desta acho do germe,
vai depender uma resclucho terapéutica que, deixada de ser tomada
a tempo, poderia comprometer a vida dum paciente,

Por outro lado, a ocorréncia frequente de estafilococos em pro-
dutos alimeniicios constitue um problema importante de saude pi-
blica, em vista das intoxicacdes alimentares que ésses germes po-
dem determinar por meio de sua enterotoxina, conforme verificaram
Slocum e Linden. No servico rotineiro de contrdle bacteriolégico
de carnes, conservas, leite e seus derivados, doces, etc., contamina-
dos por estafilococos, percebe-se a necessidade absoluta de uma pro-
va especifica, simples e rapida, para diferenciar og patogénicos dos
nio patogénicos. Numa prova dessa natureza, assim julgamos,
deve residir o critério simples e cientifico, para aprovar ou conde-
nar, sob o ponto de vista bacleriolégico, qualguer produfo alimen-
tfeio contaminado por estafiloeoco.

Com relacdo & classificaciic désses germes, evideniemente &
mais importante o critério de patogenicidade gque o de pigmentaclo
das culturas. Em realidade, na pratica, mais interessa ao médico
e a0 sanitarista saber se um dado estafilococo é patogénico ou nio,
do que se & Staphylococeus aureus, Stophylococcus albus ou Sla-
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phylococcus citréus, uma vez que os estafilococos brancos podem
ser patogénicos, embora os dourados o sejam com mais frequéncia.

A pigmentacio, que tem sido o critério geral de classificacio,
parece ndc ter tanta importlncia, admitindo-se que um Staphylo-
coccus oureus possa, em dadas condicbes, perder seu pigmento
dourado.

Come critério de classificaciio é preciso considerar, pelo menos,
uma propriedade especifica e eonstante do germe, parecendo servir,
neste caso, a prova da plasmocoagulacio que adiante estudaremos.

Considerando a especificidade, a constdnecia e a simplicidade
desta prova, Fairbrother dividiu os estafilococos em Staphylococeus
pyogenes e Staphylococcus saprophyticus, chamando a atencéo para
o fato de Bergey, no seu manual de 1939, ndo ter ainda considerado
tal prova na clagsificagio dos estafilococos,

H . METODOS DE IDENTIFICACAC DPOS ESTAFILOCOCOS
— PATOGENICOS

Numerosos t8m sido os métodos propostog para a identificacdo
‘dos estafilococos patogénicos, Vamos passar em revista os princi-
pais, para depois estudarmos, no capitulo seguinte, o método que
mais nos interessa, o da plasmocoagalagéé,

A, ~— MORFOLOGIA

A morfologia dos estafilococos tem certa importdncia para a
verificacdo da sua acio patogénica.

Bier, em 1932, chama a atencho para éste fato, achando que a
morfologia bacteriana muito orienia na distincio entre os estafi-
lecocos sapréfitas e patogénieos,

(g primeires, também por éle chamades de saprococos, sdo em
geral do tipo' g (grosseiro) ou do tipo m (médio), enquanto gque
os chamados piococos, sfio em geral do tipo d (delicado).

Refere éste autor gue em 30 saprococes da pele, 11 foram do
tipo g, 16 do tipe m e 3 do tipo d.

A morfologia, como vemos, é um cardter simples, mas um
tanto falho, dependendo, ainda, de um fator individual, a avaliacio
do tamanho e forma das células bacterianas,

‘B. — PIGMENTAGAG

Numerosos autbres relacionam a aclio patogénica do estafilo-

Y

coco & pigmentacfio dourada das coldnias.
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O ecarater de pigmentacio das eolénias, podemos dizer, & fa-
the, quando relacionade 3 aclo pafogénica ou nio do estaﬁloéoco
nisto concordando s maioria dos autdres.

J4 tocdmos neste assunie, guande dissemos do seu relativo va-
lor na classificacio.

Kemkes, em 1928, estud&ndo 42 amostras de estafilococos plas-
mocoagulantes, verificou que déstes, 4 'S. albus provinham de fu-
runculos e abeessos e 8 8. citreus provinham respectivamente de
furincnlo, abeesgo e sinusite.

Bier, em 1932, observou que a maioria das amostras patogé-
picas é cromogénica, pois, em 30 amostras patogénicas, 27 eram dou-
radas ¢ apenas 3 branecas, enquanto que em 33 sapréfilas, 26 eram
brancas.

Chapman g outi’@q em 1984, \rerlfmaz‘am gue a pigmentacio
deurada, a hemdélise positiva e a presenca da acfo plagmocoagu-
lante ddo o carafer de patogenicidade.

 Cruickshank, em 1987, observou que, relacionada & hemolisina,
a acio plasmocoagulante estd presente em racas patogénicas, quer
do tipo dourado, quer do tipo branco. Verificou que em 120 racas
de 8. aureus, apenas uma nio foi plasmocoagulante, mas, por outre
lade, de 50 racas de S. albus 20 foram plasmocorgulantes.

Fairbrother, em 1940, concluiu que a pigmentaciio ndo deve ser

eonsiderada o suficiente para se afirmar gque um estafilococo é ou
nfo patogénico.

Em 1942, Dienst ¢ Augusta, usando Agar ielte a 10%, obser-
varam boa ngmez’zt&gao das culturas, verificando gue somente 3
em 86 amostras plasmocoaguliantes eram S. albus.

C. — LIiQUEFACAO DA GELATINA

.

Em 1926, Daranyi, experimeniou a prova da liguefaciio da
gelatina, terminando por abandonar o método, pois concluiu que
ndo dava resultados satisfatérios.

Em 1932, Bier, citando Daranyi, discordou déste Gltiwo, pois,
em 30 amostras patogénicas, 29 liquefizeram a gelatina.

Varios autores concordam com os resultados de Daranyi e ou-
tros estdo de acirdo com os achados no sentide oposto.

Achamos que a prova da liquefacio da gelatina, embora possa
auxiliar na identificacfio dos estafilococos patogénicos, € yma pro-
va relativamente demorada ¢ eujos resulfados dependem, também,
da qualidade da ge}\a‘ima gsada.
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D e COAGULACAO DO LEITE

Daranyi observou gue 2 coagulacio do leife € uma prova maito
eficaz, pois, de 80 racas que coagularam o leite, 29 provinham de
foeos patolégicos. A coagaldgéo do leite, segundo Daranyi; se re-
vela de 1 a 7 dias na estufa, a 37°, sendo que algumas racas pa-
togénicas coagulam nos 3 primeiros dias, enguanto que racas iso-
ladas do melo ambiente coagulam, em geral, ao 7.9 dia.

4, ainda, o estafilococos saprofitas que néo coagulam o leite,
como também, hi os patogénicos, fortemenie hemoiiticos e nio
coagulantes do leite.

A esterilizacfio do leite deve ser feita por tindalizacio e hé
necessidade de um tubo contrdle, para se ter a certeza de gque o
leite nfio coagulou por si s6, por um defeifo de esterilizacio.

Fm 1932, Bier critica as conclus@es de Daranyi, dizendo ser
a prova de ecagulacio do leite m4, entretanto. em 30 ragas patogé-
nicas por éle estudadas, verificou coagulagio do leite em 25.

Em 1937, Cruickshank obteve com 40 racas patogénicag — 40
provasg positivas para coagulaciio do leite, enguanto que, em 30 ra-
cas nio patogénicas, 9 coagularam o leite.

Em nossas experiéneias obtivemos os seguinties resuitados:

28 coagularam o leite entre 2 e 7 dias
De’ 36 estafilocosos patogénices 7 nao coagtlaram o leite (eulturas n.os
3.4-8-21-28-26-43) .
" De 7T estafilococos nio patogénicos 4 cfiagularam (cuituras n.os 30-56-38-39)
. 3 nfo coaguiaram
Diante de tais resultados, podemos concluir que a prova de
coagulaciio do leite, além de nfio especifica para o estafilococo, nfio
reveln uma propriedade constante dos estafilococos patogénicos,
bem como pode ser positiva para os nfo patogénicos.

K. — PROVAS DE FERMENTACACQ

Com relagio & fermentacio dos carbohidratos pelog estafilo-
cocos patogénicos, a maioria dos autdres tém dado algum valor ape-
nas 4 manita e 4 lactose.

Bier, em 1932, da pequeno valor & fermentacfio da manita, como
elemento de diferenciacfio entre estafilococos patogénicos e saprofi-
tas. Verificou que os estafilococos n&o patogénicos podem fermen-
tar a manita, embora os patogénicos a fermentem eom maior fre-
quéneia. ' ' '
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Em 1937, Cruickshank, fazendo prova de fermentacio com a
manita e com a laetose, obteve positividade com tddag as amosiras
plasmocoagulantes. Verificou, por outro lado, em 80 racas sapré-
fitas, 23 de poder fermentative para agqueles carbohidratos (12
para a lactose e 11 para a manita), sendo que de t6das estas ragas
sapréfitas, nenhuma foi plasmocoagulante.

Em 1940, Fairbrother, estudande a fermentacéio da manita, econ-
chiiu-que os estafilacocos patogénicos fermentam-na até 3 dias, en-
quanto que os sapréfitas a fermentam tardiamente,

Em 1941, Chapmann e Berens, concluiram que raramente a
plasmoecoagulacio positiva existe em amostra nfo hemolitica e nio
fermentativa para a manita.

Trabalhando eom 36 racas patogénicas e 7 racas sapréfitas,
obtivemos os seguintes resultados:

das 36 racas patogénicas, fodas fermentaram a maniia;

4 fermentaram a manita — culturas n.os 80-

das 7 racas ndo patogénicas 15 36-88-40,
i

3 ndo fermentaram

Com velacio & lactose, os resuliados foram:

}33 fermentaram a lactose

das 36 ragas patogénicas 2 nio fermentaram — culburas n.os 12-14-31.

das T ragas né,é pratogénicas { 3 nio fermentaram a lactose
i ‘ 4 fermentaram — culturas n.os 30-36-38-39.
Como vemos, embora a fermenfaclio da manita e da lactose
possa ser um Indice de gue a raga de estafilococo é patogénica, a
fermentaciio pelas racas pfo patogénicas fira muito do valor da
prova, '

F. — PROVA DO ACAR-VIOLETA

Chapman e Berens estudaram esta prova, comparando-a com
@ da hemdlise e a da plasmocoagulacio. . . )

Consiste ela em se obter cultura do estafilococo em Adgar-
proteose-peptona com cristal violeta a 1:300.000. Depois de estu-
darem a téenica da prova, concluiram gue sdmente as coldnias com
franjeado violeta sBo patogénicas. Apresenta esta prova o incon-
veniente de nidc ger muito pratica, necessitando melo especial que
deve ser preparado na ccagido do uso '
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G. — PROVA DE AGLUTINACAO.

Noguehi ¢ outros empregaram esta prova para diferenciacio
entre estafilococos patogénicos e nio patogénicos.

Koch e Fisher, citados por Daranyi, também usaram esta pro-
va, verificando resultados pouco nitidos, sendo os cocos piogénicos
muitas vézes inaglutinaveis.

Em 1940, Fairbrother, referindo-se 4 técnica de aglutinacio se-
gundo Cowan (1939), diz ser tal prova de resuliados falhos. Dados
os maus resultados nfo mos utilizamos desta prova.

H. — PROVA DE BACTERIOFAGIA

Em 1932, Bier estudou a sensibilidade dos chamados piococos
a0 bacteriéfago H de Gratia, concluindo ser ela uma prova relati-
vamente falha. Em vista do pequeno resultado que tem demons-
trado, nio a experimentamos. '

I. « PROVA DA HEMOLISE

E’ o processo mais antigo de identificaciio dos estafilococos
patogénicos, achandc os autdres que éstes devem ter o poder de
lisgar hematias. A prova é feita em placas de 4gar-sangue e
a sua execuclo nio é tio facil como parece.

J4 se tem discutido qual a conceniracio em que as hemétias
devem ser adicionadas ao dgar, e Daranyi, que estudou bastante o
assunto, chegou a uma coneclusio que nos parece contraditdéria. As-
sim, o citado autor, criticando Schotftmiiller por ter empregado agar
sangue em uma concentracio excessiva (B ce. de agar para 2 ce.
de sangue humano), diz também que a concentracio muito baixa,
1 a 2%, torna ficil a hemdlise para qualguer germe sapréfita,
Conelue, entretanto, aconselhando que se use Agar-sangue 8 1%
(sangue de coelho}, 0 que nos parece uma perfeita contradicio; da
a prova de hemélise ym valor secundério. '

~ Em 1932, Bier fez também provas de hemolise para estudar os
estafilococos, usando 4dgar-sangue a 109 (sangue de carneiro).
Verificon que de 30 amostras provenientes de pus, 26 foram hemo-
liticas e que de 33 amostras de pele apenas duas produziram he-
mblise. Ch‘apman e outros acharam que a prova de hemélise é -
insuficiente para se afirmar ou negar se um germe tem ou néo
acio patogénica,

Cruickshank recomenda que a prova de hemdlise seja feita com
heméatias lavadas, afim de se evitar a influéncia da imunidade
do animal. '
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Fairbrother é de opinifio que esta prova é mi: sapréfitas po-
dem dar positiva, ¢ patogénicos negativa. Aproveitando nosso ma-
terial, experimentimos também &ste método de identificacfio dos
estafilococos patogénicos. Num primeiro ensaio, verificAmos que
a prova é mais sensivel gquando se usam hemétias lavadas de coelho,
ao invés de hemétiag de carneiro. Em placas de agar sangue de
coetho a 5%, o germe fol semeado com fio de platina, em estria,
levado & estufa a 379 durante 24 horas, permanecendo i tempera-
tura ambiente até completar 48 horas, sendo a leitura feita em mms
de drea de hemdlise,

" Nossos resultados foram os seguintes: _
das 36 racas patogénicas, 35 eram hemoliticas e apenas uma
Gnicas-nfo determinou hemélise, cultura n.9 31, isolada de salsicha
gue havia determinado grave intoxicacfo alimentar (enterofoxina).
As 7 racas sapréfitas nfio determinaram o mais leve grau de he-
mélize,

J. = PROVA DE INOCULAGAD EM ANIMAIS

Daranyi, citando varios autbres, considerou as diferentes técni-
de incculacho (venosa, intramuscular, subeutdnea, ete.), resolvendo
usar a técniea de inocuiar subcutaneamente na face interna da coxa
de coelbo, Com éste método, diz ter oblido melhores resultados.

Kemkes usou o método de inoculagio intraarticular e obteve,
tambem, resuliados satisfatdrios.

Chapman e Bereng usaram o método classico de inoculacao
de 1 ce. de cultura em caldo de 24 horas, endovenosamente, e obti-
veram resultados falhes,

Cruikshank, usando o mesmo método, verificou que de 40 ra-
cas pafogénicas, apenas 21 causaram morte de coelhos {pouco mais
de 509%). v 7

Para uma primeira prova de inoeualacio, lancimos mio de 10
enelhos adultos nos quais inoculamos endovencsamente 1 ce. de cul-
tura em caldo comum (24 hs. a 37%).

Empregamos 10 racas patogénicas e obtivemos a morie apenas
de 3 coelhos, '

]

Dag 10 ragas | 38 deferminaram merie de coelhos — culturas n.o¢ 56 e 37.
patogénicas | 7 ndo mataram os coethos — culturas n.o 5-4-7-33-34-35 e 41. B

QOutras vias experimentadas deram resultados menos satisfato-
rics ainda (subcutinea, ocular, infradérmiea, ete.).
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Com estas mesmas racas patogénicas resolvemos inocular ca-
mondongos, intraperitonealmente, com a dose de 0,5 cc. de suspen
sao de estafilococos em solucfo fisiolégica.

Og resultados sdo os seguintes: _
Das 10 racas ;| 4 deferminaram morte de camondongos — n. 48737,

patogénicag | 6 ndo determinaram a morte — n.os 3-5-33-34-35-41.

Concluimos, depois da comparacfio feita enire os resultados da
prova da plasmocoagulacio com os da prova de inoculacio gue:

1.2 — a julgar pela origem da raca estudada, a prova de
inoeulacfio em coethos foi falha 7 vézes em 10;
2.2 — admitindo-se o contrario, isto é, que as racas de fato

nfo sejam patogénicas, teriamos que concluir gue prova alguma
poderiz servir & identificaciio dos estafilocoeos pitogénicos, senio
& de inoculaglo em animais, pois que plasmocoagulacio, hemolise,
fermentacéio de aclcares e coagulacio de leite foram positivas nos
casos em que a inoculacio fol negativa;

8.9 — pode-se admitir ainda que a prova de inoeulacio resu}ie
'posatwa quando o animal for suscetivel ¢ quando 2 viraléncia da
culiura nio estiver atenuada. Possivelments as 3 racas que mata-
ram o coelho se encaixam nesta hipdtese.

4.9 - somos partidirios, pois, da opinifio de gue a prova de
inoeulagiio para ser bem julgada, deverid ser feita com animais
isentos de imunidade para o estafilococo, o que néo & tdo faeil de
obter. Dla sua pouca seguranca, podemos concluir pelo fato de que
namercsos autbres a tém esfudade e ndo tém obiide bons resulta-
dos. Relembremos, por exemplo, Cruickshank, que, com 40 racag
isoladas de fotos patolégicos, apenas pouco mais de 50% (21 ra-
¢as) delerminaram a morte de coelhos.

Contra a prova de inoculacdo, falam ainda as suas variantes
de téenica, em grande nimero: prova de inoculacio subcutinea;
inoculacio intramuseular; inoculacfio 111traart1cu§ar' inoculacdo en-
dovenosa; inoculacio intradérmica, ete.

11T — PROVA DA PLASMOCOAGULAQ.&G
A, — GENERALIDADES —~ IMPORTANCIA

A prova da plasmocoagulacio, segundo a maioria dos autbres,
foi descoberia por Hans Much, em 1808, Logh, em 1903, havia
estudado a influéneis de certas baciériag na coagulaciic do plasma,
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concluindo que o S. pyogenes aureus tem aclo especifica na coagu-
lacio do plasma e que isto se dava possivelmente pela aclo de um
&nzima. ‘

v Fazendo justica, achamos que a prova da plasmocoagulacao nio
deve ser chamada prova de Much, mas sim prova de Loeb-Much.

Much estudou a prova e sua téenica, porém, ndo Ihe deu im-
portdncia como prova de identificacBo para estafilococos patogéni-
cos e ndo citou o {rabalho de Loeb.

Poateriormente, Daranyi estudou muiio bem a prova, compa-
rou-a com outras {coagulacdo do leile, hemdlise, fermeniacio de
aclcares) e concluiu gue somente coagulavam o plagma, os estafi-
focovos provenientes de processos supurativos,

Kemkes também concluin gue a plasmocoagulacdo tem grande
valor na identificacdio dos estafilococos patogénicos. A seguir, vém
os trabalhos de Gratiaza e Vanbreuseghen, que estudaram mais sob
o ponto de vista do mecanismo de acdo. Finalmente, vém os au-
téres americanos que a t8m estudado sob o zjont@ de vista ftécnico,
Wallston, Neter ¢ Chapman, e tém concluido eomo sendo a ma-
Iher prova para a identificaciio dos estafilococos patogénicos. Hntre
nos, Bier estudou-a ¢, comparando-a com as demais provas, concluiu
gue & a melhor.

Nég estudamos a preova de plasmoccagulacio sob o ponto de
vista de sua técnica e procuramos compari-la com outras provas.

B, — TECNICA

1 — Generalidedes: As técnicas . empregadas sfo  varias
mas os resultados referidos pelos seus auitfres sfo semelhantes.
Alguns ysam sangue lotal oxalatado, outros usam-no citratado, Os
autores modernos usam, ha maloria dos casos, o plasma citratado
ou oxalatado, plasma puro ou diluido com solucho fisiologica. Ex-
perimentimos a téenica do sangue total e verificdmos gue a leiturs
ge torna mais dificil, nfo sendo nitida a formacho do codgulo. Pro-
curamos usar o plasma citratado e éste deu 6limos resuliados, prin-

[l

cipalmente quando diluido a 1 : 5 em solucho fisiclbgica,

2 — Fotores que influem no prova: 1.° — Germes. . Se-
gundoe alruns autdres, os germes mortos tém ainda poder coagu-
lante, embora fraco. Verificimos que o8 germes mortos, centrifu-
gados e lavados nio tém acfo coaguiante sébre o plasma, sendo a
substédncia plasmocoagulante uma substincia elaborada pelo estafi-
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lococo e dependente de sua atividade biolégica. Por butro lado,
apds cultivo do germe em meio adequado, a substinela pode agir
mesme apos squecimente a 60° durante meia hora, com a morte
do germe, portanto (prova de esterilidade); foi o que obtivemos
principalmente com culturas de 5 a 10 dias em estufa a 37°.

Com relacio 3 idade das culiuras de estafilococo, sabe-se que
o 6timo é a cultura em caldo comum, 24 horas, a 37°. As culturas
congervadas no laboratério podem dar a prova positiva mesme apés
aros. Kemkes encontrou uma raca com plasmocoagulagiio positiva,
mesmo-apds 10 anos de seu isolamento de um furtnculo. Usimos
também culturas conscrvadas ha mais de 10 anos no laboratério e
os resultados foram positives. Em nossas provas usimos culfura
em caldo comum duranie 24 horag a 37° mas obtivemos o mesmo
resultado quando a cultura em calde ficou vérios dias & fempera-
tura ambiente, sendo que uma das culiuras deu reacio positiva mes-
mo com & idade de 8 meses.

A quantidade de germes, dentro de certos limites, ndo influe na
positividade maior on menor da prova. Segundo Fisk deve-se usar
V gotas (medidas com pipeta de Pasteur) de uma cultura em caldo
de 24 hs. a 37°  Com esta téenica obltivemos bons resultados.

2.0 e Meio de cultura. Como & malor parte dos autdres, 2m-
pregdmos o calde comum para a prova, semeando o germe na
-véspers, deixando na estufa a 37° e fazendo a prova no dia se-
guinte. O uso de ealdo glicosado impede o fendmeno de coagulacio
segundo a maioria dos autbres, o gue foi também por nds verificado.

3% — Plasma, songue € anlicougulantes. Usdmos o plasma
com melhores resultados, por permitir leitura mais facil, dando con-
gulaclo bem nitida. O sangue total também node ser usado. Em-
pregimos como anticoagulante o citrato de sédio a 3,8% na propor-
¢80 de 1 :5. Fizemos prova com plasma de vérios animais e obti-
vemos resultados com todos éles, menos com o plasma de cachorro.
Achamos que o plasma de coelho se presta muito bem & prova,
podendo ser conservado em geladeira, devendo ser diluide na ccasifio
de ser usado. Usimos plasma com mais de 1 més de geladeira e
obtivemos sempre os mesmos resuitados. Com plasma conservado
em geladeira por 6 meses, os resultados jai se tornam incertos.

8 — Condicdes de prova: Usémos tubos de hemélise comum.
Fizemos também provas em laminag com circulo de parafina colo-
cadas no interior de placa de Petri. Os tubos ndo devem ser muito
estreifos, pois isto pode, com o crescimento do germe em superficie,
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aearretar aprisionamento do plasma e dar lugar a erros de inferpre--
tacio (falsas reagbes). A temperatura 6tima de prova parece ser
370, sendo que a 18-20° a prova se fez quase que com o mesmo resul-
tado. Em geladeira também fizernoz a prova e obtivemos resulta-
do positivo apds varios dias,

O tempo Gtimo de leitura estd entre 2 e 4 horas e nisto tam-
bém concordamos eom a maioria dos autores. Uma prova positiva
somente depols de 24 horas, deve ser repetida para eonfirmacio.
Uma das amostras, em t6das as provas, constantemente deu posi-
tiva, apds 3 horas de estufa. O agpecto do codgule & elaro no dia
da prova e opaco no dia seguinte, em vista do erescimento dos ger-
mes. Num corte de coagulo foi verificado pelo Dr. Jodo Monte-
negre, a presenca de rede de fibrina e de germes no seu interior,
porém em maior numero na periferia.

4 — Téenica adotade: Semear a amostra em caldo comum e
deixar em estufa a 87° de um dia para o outro. Colocar-em tubos
de hemdlise 0,5 cc. de plasma citratado ¢ dilnido a 1:5 em soiucéo
fisiolégica, mais 5 gotas de cultura de 24 horas (com pipeta de
Pasteur). Levar & estufa e fazer leitura cada hora até 4 horas.
Ler também apds 24 horas de estufa.

-

O resultado é expresso em -}-b--b}-, guando a coagulacio for
total; 4+, o coagulo ocupa 2/3 do conteudo do tabo; 44, o
codgulo ccupa a metade; -, o codgulo ocupa 1/8 do conteudo; —,
nio ha formacio de coagulo.
C. — RERULTADOE OBTIDOS:
Empregando a técnica acima descrita, fizemos a prova da plas-
mocoagulacio com todas as culturas estudadas.

Ag 36 racas pa’fogénic\as determinaram, sem excecéo, coagu-
lacdo do plasma citratado.

Com as culturas nos 3 e 37 repetimos a prova de plasmocoagu-
lacio, respectivamente, 49 e 45 vézes, em ocasifes diferentes e ob-
tivemos sempre resultados idéntices,

IV — CONCLUSSES
1 — Na identificacfio dos estafilococos patogénieos, os critérios

de morfologia, liquefacio da gelatina ¢ prova de agluiinacfo, indo-
bitavelmente, sdo falhos.
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2 — Ag provag de coagulacdo do leite e-de fermentacdo da.
lactose niko apresentam espeficidade, sendo positivas tanto para ra-.
cas patogénicas como sapréfitas,

3 - A prova da manita parece ter valor apenas quando nega-
tiva, porque os estafilococos nfio fermentadores déste dlecol sio
sapréfitas, :

-4 —— A pigmentaciio tem valor relative na diferenciacio dos
estafilococos patogénicos e sapréfitas; é um cardter inegpecifico e.
varidvel.

5 — A prova de inoculacdio em animais sé tem valor gquande-
¢ animal for sensivel e nfio apresentar imunidade especifica; a cul-
tura, por sua vez, deverd ter viruléncia exaltada. Tais eondicfes
tornam a prova de pritica gifieil no sérvigo rotineiro.

8 — A prova de hemdélise com hematias lavadas de coelho é.
de ala egpecificidade e sensibilidade, constituindo dlimo método.
auxiliar na identificacido dos estafilococos patogénicos. _

T — A plasmocecagnlacio nos parece a prova ideal na identifi-
cacio dos estafilococos, dada a sua especificidade, sengibilidade e sim-
plicidade de execucfio. £ da mesma opinifio a maioria dos autdres.
que z tém esiudado. Pretendemos experimentd-la em malor esca-.
fa, até que possamos obter niimere tal de observacdes, que nos per-.
mita conclusdo sob o ponfo de vista estatistico. '

SUMMARY

1 — Morphological appearance, gelatin liquefaction and ag-
glutination tests are not satisfactory criteria for the identification.
of pathogenic staphylocoeel. -

2 — The coagulation of milk and lactose fermentation are not
speeific, showing positive resulfs both for pathogenic strains as
well as for the saprophytic ones.

3 — The mannitol test seems fo be of value only in the nega-
tive case, as the staphylococci, which do not ferment this aleohol,
are saprophytic.

4 — Of little value is the pigment production as a means of
differentiating pathogenic from saprophytic strains of staphylo-
coced, this plgmentation being a non-specific and variable biological
feature, ‘
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5 — Animal inoculation is valuable provided susceptible ani-
" mals showing no specific immunity and strains of staphylocoeci of
increased virulence are used. These conditions make the application
of the test difficult in routine work.

6 — Hemolysis of washed rabbit red blood-cells is of a high
specifieity and sensibility, being an exeellent auxiliary methed in
the identification of the pathogenic staphylococei.

7 — The coagulation of plasma seems o be an ideal test for
the identification of the pathogenic staphylococei because of its
~ specificity, sensibility and the gimplicity of its perfomance. Most
authors who have studied this subject are of the same opinion.
We intend to try this test in a larger secale until such a number
of ohbservations are obtained that will lead us to conclusions of the
statistical standpoint of this subject.
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