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Testes bioquimicos e fisiologicos foram realizados em

linhagens de Staphylococcus aureus pigmentadas e suas varian-

tes nao pigmentadas com o intuito de estudar a relacao entre
estas propriedades e a producao de pigmento pelo microrganis-
mo.

Consideracao especial foi dada ao estudo da resisten-
cia dos microrganismos a concentracio salina e temperatura,
devido 3 importancia destas propriedades na microbiologia de

alimentos.

As diferentes linhagens apresentaram incidencia varié
vel para as variantes n3o pigmentadas espontaneas. 0 uso de a
gentes mutagénicos aumentaram a incidéncia de variantes apig-
mentadas entre 3 a 10 vezes em comparacao com valores observa

dos para as variantes espontaneas.

Variantes nao pigmentadas, derivadas de linhagens pig
mentadas, nao reverteram para a forma pigmentada, quer espon-

taneamente, quer pela agao da nitroso-guanidina.

A perda de algumas caracteristicas bioquimicas, tais
como, producao de coagulase e DHAse termo-resistente e utili
zacao de certos carboidratos, foram ou nao acompanhadas da per
da da capacidade de producao de pigmento. A enzima penicilina
se foi mantida nas variantes apigmentadas obtidas espontanea-

mente.

A tipificacao pelos bacteriofagos das variantes apig-
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mentadas derivadas de uma das linhagens utilizadas mostrou sen-
sibilidade a dois bacteriofagos a mais em comparagao ao fagoti-
po da linhagem original. As linhagens restantes e suas varian-

tes possuiam a mesma sensibilidade aos agentes citados.

Resultados parciais de presenga de enterotoxina sao tam

bem apresentados.
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To study the correlation of several biochemical and phys
iological properties with the production of pigment by the Sta-

phylococcus aureus, various tests were carried out on pigmented

strains and their non-pigmented variants.

Special emphasis was given to the study of the resistance
of the microorganism to salt concentration and temperature due to

the importance of these properties in food microbiology.

The incidence of non-pigmented spontaneous variants was
found to vary for different strains. This incidence was increased

from 3 to 10 times by the use of mutagenic agents.

Non-pigmented variants from originally pigmented strains
did not revert back to the pigmented state. This fact was obsery

ed on spontaneous as well as on induced variants,

It was found that the change in some biochemical proper-
ties such as coagulase and thermoresistant DNA'se production and
carbohydrate utilization could or could not follow the loss of
pigmentation. Penicilinase production was not lost with the loss
of pigment,

The phagetyping of non-pigmented variants from one of
the tested strains showed sensitivity to two additional phages
as compared to the phagetype of the original strain. The other

tested strains did not show a phage sensitivity change,

Partial results for enterotoxin production are also

nroconted
rll\&dk—-ll‘t\. -



A presencga de pigmento em amostras de estafilococos tem
sido considerada através do tempo como indicagﬁo de patogenicida
de potencial. Posteriormente foi verificado que a presenca das
enzimas coagulase e DNAse termo-resistente constituiam um melhor
critério na estimativa da patogenicidade do microrganismo, sendo
o caracter coagulase positivo encontrado com maior frequéncia en

tre as linhagens pigmentadas.

Outra caracteristica importante associada a presenca do
pigmento & o aumento da resisténcia do microrganismo a agao de
certos agentes fisicos e quimicos. Com efeito, tem-se observado
diferencas mércantes no comportamento das linhagens pigmentadas
e nao pigmentadas, referentes a acao da foto-oxidacao, desseca-
cao e do acido linoléico.

Outro aspecto interessante das linhagens de estafilococo
relacionado & pigmentacao é o aparecimento de derivados nao pig-
mentados ou com diferentes graus de pigmentacao, apds subcultura
do microrganismo original pigmentado conservado em estoque. Esta
caracteristica & mais acentuada nas linhagens conservadas duran-—

te longo tenpo.

Estudos concernentes a producao de pigmento e sua rela-

el + . - . 0 . - 0] .
cao com outras propriedades, bicquimicas e fisiologicas. assim
como a interpretacdao da sua natureza genética sao pouco conclusi
vos, sendo frequentes as contradigdes entre cs resultados de di-
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caracteristicas bioquimicas e fisiolbégicas de linhagens pigmenta
das e suas variantes nao pigmentadas, espontaneas e induzidas pe
lo uso de agentes mutagénicos; tendo o objetivo de contribuir pa
ra o conhecimento da natureza e implicacoes da presenga de pig-

mento em Staphylococcus aureus.

Uma primeira diferenca de comportamento foi encontrada
no estudo da cinética de crescimento de duas variantes que apre-
sentavam grau desigual de pigmentagao. Neste caso observou-se
gue a variante pigmentada crescia melhor que a nao pigmentada a
temperaturas mais elevadas e em presenga de cloreto de s6dio. Em
vista deste comportamento, pensou-se em analisar um maior nimero
de propriedades utilizando-se diferentes linhagens pigmentadas e
suas respectivas variantes nao pigmentadas, espontaneas, assim
como variantes espontineas e induzidas a partir da linhagem N2
50. Neste caso foram utilizados como agentes mutagénicos, luz ul
travioleta e nitroso-guanidina.

Para estudar a presenca de coagulase e DNAse termo—-resis
tente foram utilizados indculos padronizados com o fim de obter
resultados quantitativos e ter, uma base de comparagao entre as
linhagens e suas variantes, nao somente em relacao a presenga ou
auséneia de enzimas, mas também a um aumento ou diminuigao da

produgao destas.

Foram feitos também em todas as linhagens ¢ suas varian-
tes testes de presenca de hemolisinas, usando—-se sangue de car-

neiro, assim como testes de utilizagao de carboidratos.

A deteccao da presenca da enzima penicilinase teve como

gmentc e a presen
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¢a da enzima, com ¢ intuito de procurar uma possivel explicacao
sobre a natureza genética do piamento. Analogamente, a pesquisa
da presenga de enterotoxina foi feita para conhecer as possiveis
relagoes entre pigmentacao e producido de toxina e as consequén-

da perda de pigmento nesse caracter.

Por Gltimo, como controle da filiacdc das variantes obti
das e para eliminar dos estudos comparativos uma possivel conta-
minagao, procedeu-se a tipificacao pelos bacteriéfagos de todos
os microrganismos em estudo. Esta andlise mostraria ainda possi-
veis diferengas entre o fagdtipo da linhagem original e os fagd-

tipos das variantes apigmentadas.



II - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 - Staphylococcus aureus: evolugao taxondmica

Em 1880 Alexander Ogston na Escocia e Louis Pasteur na
Franga acharam que um tipo de coco disposto em arranjos irregula
res era a causa de absessos no homem. Ogston denominou o micror-

ganismo de Staphylococcus em 1882, e em 1884 Rosenbach foi o pri

meiro a isola-lo em cultura pura e estudar as suas caracteristi-
cas. Este pesquisador observou que algumas amostras em meios so-
lidos davam origem a coldnias de cbr laranja e outras a cold-

nias brancas, e propoz para estes microrganismos os nomens de S.

Pyogenes aureus e S. pyvogenes albus, respectivamente. Os estafi-

lococos foram reclassificados repetidas vezes dentro e fora do

género Micrococcus. Evans, Bradford e Niven em 1955 (10) propuze

ram que o género Staphyvlococcus deveria ser separado do género

Micrococcus baseados na sua habilidade de utilizar a glicose a-

naerobicamente e assim apareceu na sétima edi¢ao do Manual de
Bergey (4). Na oitava edigao do mesmo manual ambos os géneros a-

parecem na familia Micrococacceae (5). N

2 - Caracterizacao do Staphylococcus aureus

O S. aureus & um microrganismo catalase positivo e Gram

positivo com arranjo em forma de cacho de uva, quando provenien-
te de meio s6lido, ou de cadeias curtas guando proveniente de
meio licquido. Forma coldnias circulares e convexas, de superficie

lisa ou ligeiramente granulosa com bordos regulares ou levenente



-5_-

- L —~ A e e e [ —_ — = | —_
irerences tonalidades de a-

L

irregulares, de ccloracac branca até
marelo e laranja, mostrando as vezes cor de limao. O microrganis-—
mo & anaerdbio facultativo, mesdfilo, crescendo melhor em condi-
goes aerdObicas e na faixa de 35 a 43 @C, sendo o pH o6timo para
crescimento ao redor de 7,0 - 7,5. Requer 12 aminoacidos, junta-
mente com adenina e tiamina para crescimento aerdbico (Mah, Fung
e Morse, (18)), além de uracil e fonte de carbono fermentavel pa-
ra crescimento anaerdbico (Richardson, (24)). Cresce bem nos meios
complexos tais como o meio "Brain Heart Infussion" (Infussao de
cérebro e coragao) da Difco ou BBL e hidrolisados de caseina como
o NAK da Sheffield Chem. Co. A maioria das linhagens & capaz de
desenvolver-se na presenca de 15 % de cloreto de sddio ou 40 % de
bilis. A atividade de agua minima necessiaria para crescimento ae-

rébico & de 0,85 - 0,86 (Scott, (26)).

De modo geral as amostras de estafilococos patogénicos
mostram grande tolerancia a sais como: cloreto de 1litio, telurito
de potassio, cianeto de potassio e azida sbdica. Apresentam, via
de regra tolerancia a aminoacidos como a glicina e a antibioticos
como a polimixina. Algumas destas substancias sao utilizadas na
formulacao de meios seletivos (Baird - Parker (3); Crisley, Ange-
lotti e Foter (7); Holbrook, Anderson e Baird - Parker (13)).Tais
meios porém, nao sao inhibidores para todos os contaminantes;apds
o isolamento é necessario realizar a identificagao do microrganis
mo através dos testes usuais de diagndstico: utilizacao.de glico-
se em anaerobiose, coagulagao de plasma humano ou de coelho, hemd
lise de hemacias de certas espécies de animais e produgao de hemo

lisina termo-resistente.
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A diferenciagao entrc as linhagens pode ser realizada pe-
la tipificagéo com bacteridfago (Parker (22); Wentworth (31)).Li-
nhagens de natureza humana e animal sao também diferenciadas na
base de : susceptibilidade a certo grupo de fagos, tipo de hemdli
se produzida, composicao antigénica da parede celular e caracte-

risticas biogquimicas em geral.

A superficie e as mucosas do corpo humano e de outros ma-
miferos sao o melhor habitat natural do microrganismo. Cérca de
50 % dos individuos possuem ou ja possuiram o microrganismo na mu
cosa nasal, em algum momento de sua vida. Na pele essa proporgao

é geralmente menor.

Os alimentos sao contaminados, principalmente, pelo manu-
seio de portadores humanos ou a partir de alimentos basicos de o-
rigem animal como leite e carne. Alimentos carneos semi-preserva-
dos pelo uso de sal, secagem, etc., sao muito apropriados para o
desenvolvimento destes microrganismos. A baixa atividade de agua
e a presenga de cloreto de s6dio, condicionam um meio altamente se

letivo para seu desenvolvimento.

3 - Pigmento em Stamhylococcus aureus

Os pigmentos de S. aureus sao do tipo carotenoide, princi-
palmente'g—caroteno e rubixantina (Suzue & Tanaka (30)). Muitas ca
racteristicas do microrganismo estao relacionadas com a presenga
ou auséncia de pigmento, tais como: resisténcia a antibidticos (Su
zue e Tanaka (30)), ao efeito foto—-oxidativo da radiagao iluminosa

(Kinisawa e Stanier (14)), a dessecagao & ao dcido linoléico (Grins



ted e Lacey (li)).

Durante a década de 1950, varios pesquisadores concorda-
ram que as diferencas na pigmentagao n3o eram suficientemente im
portantes como critério de patogenicidade, porque muitos micror-
ganismos nao pigmentados provaram ser patogénicos (Elek e Levy
(9); Shaw, Stitt e Cowan (28)). A partir desse momento outras ca
racteristicas como presenca de : coagulase, DNAse termo—resisteg
te e lisozima, foram consideradas de importancia maior na deter-
minagcao da patogenicidade sendo reservados os nomes S. aureus pa

ra linhagens patogénicas e S. epidermidis, antigo S. albus, para

as nao patogénicas, independentemente da cdr da colénia. Apesar
disto observa-se alta correlagao entre a presenca de pigmento e
a presenga da enzima coagulase, sendo pigmentadas a maioria das
amostras coagulase positivas isoladas de hospitais (Grinsted e

Lacey (11); Abo - Elnaga e Kandler (1))

Devido a falta de uniformidade dos diferentes meios com
respeito a intensidade e qualidade da pigmentacao, varios pesqui
sadores procuraram desenvolver meios que facilitassem a producao
de pigmento (O'Connor, Willis e Smith (21) ; Stewart (29); willis,
O'Connor e Smith (32); Willis, Smith e O'Connor (33); Willis e
Turner (34)). O principio badsico na sua formulagao & a adicio de
monoglicerideos ou de lipfdeos naturais de leite de vaca ou seus

correspondentes saboes, a um meio basal com agar.
Variantes nao pigmentadas de S. aureus sdo facilmente a-
chadas em subculturas de organismos em estoque (Pinner e Voldrich

(23) ; Doudoroff (8); Servin - Massieu (27)) e tratamento com ni-
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troso - guanidina e outres agentes mutagénicos (Altenbern (2)) po
dem resultar na perda irreversivel da capacidade de sintetizagao

de pigmento. A alta frequéncia da perda deste parece sugerir natu
reza extracromossOmica para os gens que codificam essa proprieda-
de (Grinsted e Lacey (11)). Entretanto, a presenca de um plasmi-
deo tipico responsavel pela produgao de pigmento & considerada co
mo pouco provavel, por nao ter sido possivel, até o momento, pro-
duzir coldnias pigmentadas a partir de n3o pigmentadas, pelos mé-

todos de transducdao ou transformagao.
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I - MATERIAIS E METODOS

e A

1 - Isolamento e caracterizagao de Staphylococcus aureus

l.1 - Isoclamento

Para o isolamento de estafilococos da mucosa nasal foram
feitos esfregagos da narina diretamente no meio de agar com telu-

rito e gema de ovo sem polimixina (Baird - Parker modificado -BPM).

Para o isolamento de estafilococos a partir de produtos ali
menticios, estes foram moidos e ressuspendidos em solugéo salina
(NaCcl 0,85 %). Uma aliquota desta éuspenséo fol adicionada em meio
de enriquecimento seletivo (infusao de cérebro e coracao + 10 %

NaCl) e incubado a 37 @C durante 24 horas, aproximadamente.

Ap6s a incubagao fez-se o isolamento por esgotamento nos
meios: BPM, Staphylococcus 110, e Chapman Stone da firma Difco. A
maior parte das coldnias foi selecionada de acordo com as caracte-
risticas peculiares de patogénicidade em cada meio:
a) Meio BPM: coldnias com aspecto preto brilhante (precipatacao do
telurito de potassio) com halo opaco (presenca da enzima lecitina
se) .
b) Meio Staphylococcus 110: coldnias c¢Or amarelo laranja (pigmento
carotenoide de estafilococo).
c) Meio Chapman Stone: coldnias com halo de transparéncia (presen-—

ca da enzima gelatinase).

- . L) | o
Com as coldnias selecionadas de acordo com as caracteris-
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ticas supra mencionadas foram realizadas coloracoes pelo método de
Gram e testes para a verificacgao da produééo de catalase. As cold-
nias que coloragao de Gram apresentaram microrganismos sob a forma
de cocos, dispostos em aglomerados, e que produziram catalase, fo-

ram repicados para o meio de BHI agar, para posterior caracteriza-

cao.
1.2 - Caracterizagao das amostras isoladas

Foram seguidas, em linhas gerais, as recomendagSes de

Baird - Parker, procedéndo-se de acordo com o sequinte esquema:

Cultura no meio BllI-agar

(cocos Gram positivo, catalase positivo)
Teste de Baird-Parker
(utilizagao de glicose em anacrohiose)

Género Micrococcus Género Staphylococcus

Meio BHI-agar

(18 = 24 horas a 379C)

\4
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Testes de patogenicidade:

1- coagulase

2 - DNAse termo—-resistente

3 - hemolisina

{ |

Staphylococcus epidermidis Staphylococcus aureus
(S. Rosenbach subgrupos II a VI) (8. Rosenbach subgrupo I)

Uma vez classificadas como S. aureus as linhagens foram nu
meradas e repicadas em meio BHI-agar, para utilizacao imediata, e
em meio "Litmus Milk", com posterior congelamento a —-20 ?C, para

conservacgao por tempo indefinido.
2 - Estudo de meios em relagao a producao de pigmento

2.1 — Meios utilizados

a) BHI - agar
b) BHI - agar + 7 % de NaCl
c) BHI - agar + 10 % de leite

de leite + 7 % de NaCl

ol

d) BHI - agar + 10
e) BHT - agar + 10 % de creme de leite

f£) BHI - agar + sabao



a)

b)

c)

d)

e)

£)

sl
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2.2 — Preparo dos meios

BHI - agar, adquirido da Difco.

BHI - agar + 7 % NaCl; preparado pela adigcao de cloreto de s6-
dio ao meio BHI - agar.

BHI - agar + 10 % de leite; preparado pela adicao de 10 % de
leite em pd reconstituido e previamente esterilizado em auto-
clave ao meio BHI -~ agar base.

BHI - agar + 10 % de leite + 7 % de NaCl; preparado em forma
similar aos anteriores.

BHI - agar + 10 % de creme de leite. O meio a) foi adicionado
de 10 % de creme de leite previamente esterilizado. Devido a
falta de homogeneidade do teor de gordura e pH no creme de

-

1ltime fator no pro-

leite, especialmente a influencia deste
cesso de esterilizacao, nao foi possivel preparar o meio nes
tas condigOes. Para obter um produto mais homogéneo e com ca
racteristicas similares ao agar - creme, o creme de leite
foi saponificado com potassa alcodlica. Este sabao foi este-
rilizado e adicionado em quantidade equivalente a 10 % de
creme de leite ao meio a), obténdo—-se o meio denominado f).

Descrito no meio anterior.

3 - Estudo do efeito da concentragao salina e do tempo de
conservacao das culturas, a 10 ©C, na produgao de pig

mento

0 estafilococo N? 50 incubado em meio BHI, a 37 2C por 24
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horas, foi diluido em solugao salina e semeado na superficie de

placas com o meio BHI - agar + 10 2 de leite com as seguintes con
centragoes de NaCl: 0%, 3%, 6%, 9%, 12% e 15%. As placas foram ob
servadas semanalmente e fotografadas apds a verificacao de varia-

goes da cOr das coldnias.

4 - Estudo da cinética de crescimento de duas variantes
da linhagem N? 50, com diferentes graus de pigmenta

cao.

4.1 - Meios

Os meios de crescimente utilizados foram BHI e BHI + 12%

de NaCl.
4.2 - Preparagao do indculo

Uma alca de cultura foi semeada em tubo contendo o meio
BHI e incubada a 37 9C, sem agitacao, durante 18 a 24 horas. No
dia seguinte transferiu-se 5 ml da cultura para um frasco Erlen
meyer contendo 45 ml de meio BHI e incubou-se a 37 9C com agita
cao (200 rpm; agitador rotatSrio da New Brunswick Sci. Co.) du-
rante duas horas. A semeadura foi feita transferindo-se 0,05 ml
de indculo (1 gdta de micropipeta soroldgica calibrada) em cada
tubo contendo 10 ml de meio BHI. Estes tubos em forma de "L"
sao especiais para operar no incubador de temperatura gradiente

(Scientific Industries Inc., New York).
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4.3 Incubagac & medida do crescimento da cultura

O intervalo de temperatura foi ajustado entre 19 e 50 C,
utilizando-se um total de 30 tubos. A variacdao de temperatura en-—
tre dois tubos contigquos foi de 0,4 a 1,5 ©oC dependendo da posi-
gao dos tubos no incubador gradiente (diferenca menor foi obser-
vada na zona central e maior nos tubos das extremidades). A incu-
bagao foi feita sob agitacdo amqular reciproca de 30 @ com veloci
dade de 30 ciclos por minuto. O crescimento do microrganismo de-
terminado pelo método turbidimétrico (D. 0.) utilizando-se colori
metro Bausch and Lomb Spectronic 20, especialmente adaptado para
operar com tubos de 20 mm de diametro. A leitura foi efetuada no
comprimento de onda de 600 nm em intervalos regulares de tempo,ge

ralmente de 15 minutos.

As curvas de crescimento foram obtidas plotando o logarit
mo das densidades Oticas contra tempo. 2As constantes especificas
de crescimento (k) foram determinadas dos segmentos retilineos de
maximo declive nas curvas de crescimento e calculadas pela f&rmu-

la:

2,303 (log Xy log xj)
k = - min

2 1

onde Xy e x, sao as densidades G6ticas nos tempos t, e t, respecti
vamente. A partir das constantes de crescimente k, obtidas a dife
rentes temperaturas, foram tracados os graficos de Arrhenius para

as duas variantes.
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5 - Obtengac de variantes a partir das linhagens criginais

pigmentadas

5.1 - Obtencao de variantes espontaneas com pigmentacao di

ferente da original

0 metodo utilizado foi'diluigﬁo e semeadura em placas com
meio BHI - agar + 10 % de leite + 7% de NaCl, das linhagens cor-
respondentes aos numeros: 50, 85, 87, 89 e 113. Foram seleciona-
das variantes apigmentadas ou apresentando pigmentacao diferente
da original pertencendo a maior parte delas a esta primeira ca

tegoria.

5.2 - 0Obtencao de variantes induzidas & partir da linha-

gem NQ 50

5.2.1 - Variantes induzidas pela acao da N metil-N nitro

-l nitroso guanidina (NTG)

Trabalho-se com cultura densa de 24 horas em meio BHI-
agar inclinado, diluida em 50 m1 de BHI. Foi utilizada uma ali-
quota desse volume para diluicao e semeadura em placas com meio
BHI - agar + 10% leite + 7% HNaCl, a fim de determinar o nime-
ro inicial de microrganismos. 0 resto da cultura foi distribui-
do em alfquotas de 1 ml em tubos de centrifuga, correspondendo
cada tubo a um tempo pre-determinado de exposicao ao agente mu-
tagenico. Cada tubo foi adicionado de 3 ml de solucao de 4 mg/ml

de NTG em tampao de citrato 0,05 M, pH 5,0,

A exposicao da cultura ao agerte mutagénico foi de: 10 -

20 - 40 - 60 - 80 - 100 - 120 - 140 - 160 e 180 minutos. Imedia-
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oram centrifuga
das, lavadas duas vezes com solucao salina e ressuspendidas em
seu volume inicial. Este volume foi dividido em duas porgSes: 0,1
ml para diluigoes e semeadura em placas, e o volume restante para
inoculagao em 50 ml de BHI e incubacdo a 37 ©C com agitacao (250
rpm) . Das culturas com fermentagao submersa, apSs 24 horas de in
cubagao foram feitas novas semeaduras, em placas contendo o meio
BHI - agar. Os resultados dessas semeaduras foram utilizados pa-
ra a construcao da curva de sobrevivéncia e para a determinacgao
da incidéncia de variantes nao pigmentadas. Esta técnica foi uti
lizada para a linhagem N? 50 e para a variante nao pigmentada N9

50 = 2.

5.2.2. - Indugao de variantes pela agao da luz ultraviole

ta (UV)

Neste caso utilizou-se cultura de 24 horas no meio BHI -
agar. A massa celular foi ressuspendida em 5 ml de aqua estéril e
a suspensao resultante diluida até um valor de densidade Gtica de
0,30, lido no colorimetro. Utilizou-se uma aliquota de 1 ml de
suspensao bacteriana para diluicdes e semeadura em placas com meio
BHI - agar % 10 ¢ de leite + 7 % de NaCl, para determinagﬁo do ng
mero inicial de microrganismos. O volume restante, 10 ml aproxima
damente, foi colocado em placa de Petri aberta, previamente este-
rilizada, e exposta a luz UV (lampada UV de 15 watts com banda
forte aois 245 nm e banda fraca aos 365 nm) a 35 cm de distancia

e sob agitagao.



Foram retiradas alfquctas de C,l ml da suspensdc bacteria
na para diluicao e semeadura em placas com meio BHI - agar + 10 %

de leite + 7 % de NaCl, apds os seqguintes intervalos de tempo de
tratamento: 1 - 2 - 4 - 6 - 8 - 10 - 12 e 13 minutos. O nimero i-
nicial de microganismos e o nimero apds diferentes tempos de tra-

tamento foi utilizado para a construgao da curva de sobrevivéncia.

5.2.3 - Obtenc¢ao de variantes pelo método de congelamento

e descongelamento

A linhagem estafilococo N? 50 inoculada em BHT durante 18
horas foi submetida a congelamento (- 20 9C). Amostras foram reti
radas apds diferentes intervalos de tempo (2, 4, 7 e 15 dias), di

luidas e semeadas em placas.

6 - Caracterizacao das linhagens e suas variantes nao pig

mentadas.
Os testes utilizados foram os seguintes:
a) Produgao de coagulase, DNAse termo-resistente, hemolisinas, a-
cetolnas (Voges -~ Proskawer), penicilinase e enterotoxina.
b) Utilizagao dos carboidratos manitol, lactose e maltose.

c) Tipificagao feita com o Conjunto Basico Internacional de bacte
ricofagos (grupos I, II e III); 4 bacteriofagos nao classifica-
dos (81, 94, 95 e 96); 6 bacteridfagos experimentais: (86, 89,

90, 92, D-11 e HK,) e dois bacter;éfagos extras (42D e 187).
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zados de acordo com as recomendagoes de

Fie

6.1 - Testes real

Baird -Parker (3) para a caracterizagcao de S. aureus

Todos os testes foram realizados com cultura de 18

horas em meio BHI liquido.

6.1.1 - Producao de coagulase

A produgao de coagulase foi deteminada com indculo inicial
controlado (0,05 ml medido com micropipeta soroldgica de uma cultu
ra de densidade Otica de 0,20. Foi utilizado plasma de coelho Dif-
co liofilizado, reconstituido com 3 ml de agua destilada e distri-
buido em porgoes de 0,3 ml em tubos de 0,5 mm de didmetro. Apds in
cubagao em estufa a 37 ©C foram realizadas observagoes com 4 horas
e 24 horas, considerando-se positivos o3 tubos que apresentaram

qualquer grau de coagulagao.

6.1.2 - Producao de acetoina (modificacao de Barritt do

teste de Voges Proskawer (3))

Para a verificagao da produgao de acetoina por amostras de
estafilococos utilizou-se técnica e meio de cultura recomendados
por Baird-Parker. Saliéﬁte—se que ao contrario do que ocorre com
as enterobactérias, a leitura da reagao &€ feita depois de 14 dias

de incubacgao a 30 2C.

6.1.3 - Teste de utilizaczo de carboidratos (3)

0 meio basico utilizado foi o recomendado por Baird-Parker
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adicionando-se 5 % de uma solucao de carboidrato a 10%, previa-
mente esterilizada por filtracao. O meio foi distribuido em pla-
cas e apds solidificacao as amostras em estudo foram semeadas em
estria e as placas incubadas a 30 2C. Foram realizadas observa-

coes diadrias durante uma semana. As amostras consideradas positi
vas foram as que mostraram o aparecimento de uma faixa amarela-
da ao longo das estrias devido a viragem do indicador adicionado

(bromocresol purpura).

6.2 — Teste da produgao da enzima DNAse termo-resistente

(16)

0 principio envolvido nesta reagao € a mudanga da colora-
géo azul apresentada pelo complexo agar—-DNA—-azul de metileno para
coloracao rosa@ em consequéncia do rompimento deste complexo pela

enzima DNAse.

A reacao foi realizada em lamina previamente coberta pela
mistura agar-DNA-azul de metileno preparada com tampao Tris 0,05
M, pH 9,0. As la3minas foram preparadas com anticipacao e guarda-

das em camara umida.

No dia do teste foram feitos orificios de aproximadamente
3 mm, dispostos em dupla fileira e distanciados 1 cm dos orificios
adjacentes. Culturas com 12 a 24 horas de incubacao foram padroni-
zadas para uma D.O. de 0,20 e divididas em duas partes, sendo uma
aquecida a 100 @C durante 20 minutos. Fstas foram inoculadas nas
laminas preparadas com o auxilio de uma pipeta Pasteuxr utilizdndo-

se os orificios superiores para as culturas aquecidas e os inferio
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reés para as gue nac sofreram esse tratamento. A primeira observa-
cao foi realizada apds 3 horas de incubagdo a 37 9C; e a Ultima a
pds 24 horas. Em cada observagao determinou-se o diametro da zona

de metacromasia, sendo este valor uma medida quantitativa da enzi

ma DNAse presente.

6.3 - Teste de producao de hemolisinas

O meio utilizado foi o agar-sangue preparado com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro. Fez-se a inoculacao em placaé
em forma de estria, a partir de uma cultura de 18 a 24 horas.
A presenca de hemolisinas foi verificada apds 24 horas de incu

bac¢ao a 37 @C. A hemolisina de/ou¥ apresentaram caracteristi

}

camente um halo transparente. Para a detecggg da presenga 4

(]

"

hemolisina‘F;as placas foram colocadas a 4 2C durante 24 horas.

6.4 - Determinac¢ao de penicilinase extracelular pelo

método da cromatografia em camada delgada (20)

A cromatografia foi realizada em camada de silica-gel,
G~60 Merck na proporcao de 33 g paral00 g de agua. Como solven
te foi utilizada a mistura: butanol-acetato de etila-clorofor-
mio e acido acético. As amostras a serem estudadas foram semea
das em meio BHI e incubadas a 37 ©C com e sem agitagao duran-
te 18 horas. Apos este tempo 5 ml de cultura foram adicionados
a igual volume de uma solugao a 2 % de penicilina G, em solu-
cdo tampao borato pH 8,0, mantendo-se a mistura a 40 @C duran-
te 12 horas. Apds o tempo de incubag¢ao a mistura foi colocada

nas placas por meio de micro aplicador. Foram utilizadas como
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padrdes: solugic de penicilina a 2 8, solucdo de &cido 6 amino

penicildnico a 0,1 %, e a linhagem Bacillus cereus var. mycoi-

des ATCC 9634 (penicilinase positivo).

Deixou-se migrar o solvente 10 cm e apds a secagem da
placa a revelacao foi feita com solugao de ninhidrina e aqueci
mento a 1009C até aparecimento de manchas roxas indicativas
da presenga de penicilina e dcido penicilinoico. As linhagens
penicilinase positiva nao apresentaram a mancha correspondente
a penicilina ou a apresentaram muito fraca juntamente com o a-
parecimento de outra mancha de RE intermedidrio devido a for-
macio de dcido penicilinoico como produto da agao enzimatica

da penicilinase.

6.5 — Deteccao de enterotoxina.

A deteccgao da presencga de enterotoxina nas amostras
foi realizada pela equipe do Dr. M.S. Bergdoll nos laborakto-
rios do Food Research Institute, Universidade de Wisconsin,
U.S.A. com o método da dupla difusao em gel.

6.6 - Tipificacdo das linhagens por bacteridfagos

A tipificacao das linhagens originais e suas varian-—
tes coagulase positivas foi realizada pela equipe de trabalho
do laboratdério do Dr. Carlos Solé Vermin da Faculdade de Medi

cina de Ribeirao Preto (U.S.P.).
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1 - Caracterizacao das linhagens de Staphylococcus aureus

Todas as amostras de S. aureus utilizadas no presente tra
balho deram reacgoes tipicas da espécie nos testes feitos para sua
caracterizagao ou seja, producao de catalase, fermentagao da gli-
cose em anaerobiose, e produgao de coagulase e DNAse termo-resis-

tente.

2 - Estudo de meios em relagao a producao de pigmento

O meio BHI - agar com creme de leite favorece a produgao
de pigmento mais intenso tanto nas coldnias incubadas a 37 9C em

-

24 a 48 horas, como a 10 9C por varias semanas. Outra caracteris
tica do meio foi favorecer a visualizacao do pigmento devido ao
contraste entre a cSr amarelo-laranja das coldnias e o fundo
branco opalino do meio. Devido aos problemas surgidos na sua pre
paragao, descritos no Capitulo III, foi substituido pelo agar
- sabao. Neste Ultimo houve inibigao do crescimento dos microrga
nismos para concentracoes de sabao equivalentes a 10 % de creme.
Com concentragSes inferiores, houve dessenvolvimento de coldnias,
mas o nivel de pigmentacao foi similar ao produzido no meio BHI-

agar simples. Por esses motivos foram desprezados o uso, tanto da

creme como do sabao, para testes de produgao de pigmento.

0 segundo melhor meio formador de pigmento, BHI-agar + 10

2 de leite + 7 % de NaCl foi utilizado durante o des envolvimento

deste trabalho, devido a uniformidade dos seus constituintes de

partida o que permitiu a obtencao de um meio com caracteristicas
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perfeitamente reprodutiveis.

3 - Estudg da influéncia da concentracao salina (NaCl) e
do tempo de conservagao a 10 9C na producao de pig-

mento

As coldnias mais pigmentadas se desenvolveram no meio BHT
- agar + 3% de NaCl. Esta maior pigmentacao observou-se apds in-
cubagao a 37 ©C durante 48 horas e durante o periodo de conserva-
gao de 2 meses a 10 9C. As placas com concentragoes de sal de 6,
9 e 12 % respectivamente apresentaram coldnias com pigmentacao de
crescente, sendo as menos pigmentadas as correspondentes a concen
tragao de 12% de NaCl. Para concentracoes de 0% e 15% de sal as
coldnias apareceram como ndo pigmentadas. A cbservagao periddica
de placas conservadas a 10 2C mostrou um deslocamento do nivel de
pigmentagao para concentracodes de sal superiores a 3%, isto &, 6

e 9%, para tempos de conservagao superiores a dois meses.

A concentragao salina, também, influenciou o tamanho das
coldonias, especialmente a concentracdes superiores a 12%. Assim,
r =
5

para a concentracao de 15% o didmetro das coldnias era de 5 a 10

vezes menor que para 12 % de NaCl.

4 - Cinética de crescimento

A figura 1 mostra os resultados da determinagao da cinéti
ca de crescimento nos meios BHI e BHI + 12% de NaCl de duas varie
dades de S. aureus denominadas S. 50a e S. 50b, amarela ¢ branca

respectivamente, obtidas a vartir da linhagem N@ 50 nelo método de
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diluicac e semsadura em A partirx destas curvas foram dete
minados os valores das constantes especificas de crescimento (k)
que sao apresentadas no quadro 2, e utilizadas na construcao dos

graficos de Arrhenius (figura 3).

A linhagem apigmentada S-6 do Food Research Institute foi
estudada com fins comparativos quanto 3s temperaturas cardinais

de crescimento.

Os valores da densidade &tica nas temperaturas extremas
do incubador gradiente (quadro 1) apés 24 horas de incubacao da
uma ideia do comportamento das culturas nos dois meios utilizados.
No extremo inferior 20 * 0,9 9C as trés culturas S. 50a, S. 50b

e S—~6 apresentaram o mesmo valor da D.O., aproximadamente 0,60 no

=

meio BHT e 0,06 no meio BHI + 12 % NaCl. lNo extremo superior, 47

+ 1,9 9C, as culturas nao pigmentadas apresentaram menor cresci-
mento com D.O. 0,04 e 0,15 respectivamente para S. 50b e S-6. A

variante pigmentada S. 50a apresentou D.0O. maior que 1,2 tanto

no meio BHI como no meio BHI sal.

Os valores das constantes especificas de crescimento, k,
s6 foram determinados para as variantes pigmentadas S. 50a e nao
pigmentada S. 50b. Os valores maximos de k no meio ﬁHi foram
0,0173 a 38,3 ©C para a variante nao pigmentada, e 0,014 a 43,4
Q@C para a variante pigmentada. No meio BHI sal cohtiveram~se os
valores 0,004 a 38,3 9C para a variante nao pigmentada e 0,0052

a 41,7 ©oC para a variante pigmentada.

Os graficos de Arrhenius para S. 50a e S. 50b (figura J)

ilustram o comportamento das culturas, observando-se:
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Quadro 1: Valores da densidade otica (D.0.) nas temperaturas de

21 e 47 9C das variantes de S. aureus 50a, 50b e

$-6

(FRI) incubadas durante 24 horas nos meios BHI e BHI +

12% NaCl.
Temp. - Variante D.O. D0
ocC Meio BHI Meio BHI + 12% NaCl

21 S. 50a 0,60 0,06
0,13 (48 horas)

21 S. 50b 0,63 0,05
0,32 (48 horas)

21 S - 6 (FRI) 0,64 0,06
0,14 (48 horas)

47 S. 50a 1,7 1.2

47 S. 50b 0,04 0,04

a7 s - 6 (FRI) 0,17 0,15

0,30 (48 horas)
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Quadro 2: Valores das constantes especificas de crescimento (k)
nas temperaturas cardinais maxima e otima para as va-
riantes de S. aureus 50a e 50b nos meios BHI e BHI +

12% NaCl.

Variante Meio Temperatura k
oC

S. 50a BHI 43,4 + 1,9 otima 0,0140
5., 50a BHI 47,5 ¥ 1,9 maxima 0,0025
S. 50b BHI 38,3 + 0,9 otima 0,0173
S. 50b BHI 45,1 * 1,0 maxima 0,0023
S. 50a BHI 12% NaCl 43,4 * 1,9 otima 0,0052
S. 50a BHI 12% NaCl 48,5 * 1,9 maxima 0,0010
S. 50b BHI 12% NaCl 38,3 £ 0,9 otima 0,0040
S. 50b BHI 12% NaCl 46,8 t 1,9 maxima 0,n020
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No meio BHIT

Valores de k maiores que no meio BHI sél para todas as tempe
raturas do intervalo 19 - 47 2C.

Crescimento mais intenso para a variedade nao pigmentada até
o valor de temperatura otimo, 38,3 @C. A partir desta tempe-
ratura observou-se crescimento mais rapido da linhagem pig-
mentada com um valor de k maximo a temperatura de 43,5 @C
(quadro 2).

Declinio rapido nos valores de k para ambas as culturas a

temperaturas superiores as otimas.

b) No meio BHI + 12% NaCl

l_

2_

Para as duas variantes obteve-se menor velocidade especifica
de crescimento que no meio sen sal.

A variante pigmentada apresentou valores de k superiores aos
da variante nao pigmentada na quase totalidade do intervalo
de tenperaturas.

Obteve-se um decréscimo menos pronunciado gque no meio BHI,
nos valores de k para temperaturas superiores a 6tima, para

as duas variantes estudadas.
5 - Obtengao de variantes a partir das linhagen originais
pigmentadas.
5.1 - Variantes espontaneas

Na obtencao de variantes espontaneas com pigmentagao dife

rente da original, as coldnias foram selecionadas de acordo a des
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crigao detalhada nou Capitulo IiI. A esta categoria pertencem as
variantes da linhagem N? 50 denominadas: 50-1 a 50-13 e a N?Q 50-
38, sendo que as numeradas de 50-7 a 50-11, todas de cOr mantei-
ga, foram obtidas apds o precesso de congelamento e descongela-

mento. Nao se observou um aumento na incidéncia de variantes-por
este Gltimo método, em relacao aos valores obtidos pelo método

de diluicao e semeadura em placas, de modo que, as variantes 50-7

a 50-11 foram consideradas como variagoes espontaneas.

Todas as variantes das linhagens 85, 87, 89 e 113 estuda
das foram espontineas. Observou-se que a incidéncia de variantes
espontineas apigmentadas era variavel, sendo menor que 0,3 $ pa-
ra as linhagens 50, 87, 89 e 113, e superior a 3 % para a linha-

gem 85.
5.2 — Variantes induzidas

5.2.1 - Variantes obtidas pela acao da NTG

As variantes foram selecionadas apds a exposicao a NTG
por tempos de 15, 30, 45, 70 e 110 minutos, a partir de placas
com meio BHI-agar + 10% de leite + 7% sal, das quais umas fo-
ram semeadas dirctamente apds tratamento e outras semcadas anos
24 horas de cultivo submerso. Estas variantes foram denominadas
com os nUmeros 50-16 a 50-37%. Nos primeiros 15 minutos de tra-
tamento houve uma mortalidade de 99,99 % (figura Iy ,valor que
se manteve praticamente constante para os tempos subsequentes.
A incidencia de variantes nao pigmentadas foi aproximadamente

3 %, 0 que representa um aumento de,; pelo menos dez vezes a b5 L

o7
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cidéncia observada para as variantes de natureza espontanca.
A exposicao da variante apigmentada 50-2 a agcao da
NTG por tempos de 15, 30, 45, 60 e 90 minutos nao deu lugar

ao aparecimento de coldnias pigmentadas, obtendo-se somente

coldnias com diferentes graus de transparéncia.

5.2.2 - Variantes obtidas pelo uso da luz ultraviole-

ta

As variantes obtidas pela agéo da luz ultravioleta, e
semeadura em placas da suspensao bacteriana apés 2, 4, 6, e 8
minutos de tratamento, foram denominadas com 0Os numeros 50-37,

50-39, 50-40, 50-41 e 50-42.

Hos primeircs deis minutos do tratamento houve uma mor-
talidade de 99,99 % (figura 5), valor que se manteve praticamen
te constante para os tempos de 4, 6 e 8 minutos. O valdr da in-
Cidéncia de aproximadamente 1 % das variantes nao pigmentadas

corresponde a uma taxa trés vezes maior que a variagao espontd-

nea.

6 - Caracterizacao das linhagens originais e suas va-

riantes
6.1 - Linhagens originais

Os resultados dos testes efetuados para a caracterizagao
das linhagens pigmentadas originais de numeros 50, 85, 87, 89 e
113, figuram nos quadros N0 3 - 7, T~das as amostras se compor-

taram como Staphylococcus aureus pigmentados, ou seja, possuiam
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as seguintes caracteristicas: presenca das enzimas coagulase,
DNAse termo—-resistente e hemolisina(s) e capacidade de utilizar

os carboidratos manitol, lactose e maltose.

Elas diferiram nas seguintes caracteristicas: 1) capaci-
dade de produzir penicilinase, sendo a N? 50 penicilinase nega-
tiva e as restantes positivas; 2) produgao de enterotoxinas, sen
do as linhagens 50, 85 e 87 nao produtoras e as 89 e 113 produ-
toras de enterotoxina C e a linhagem 6-S produtora de enterotoxi-
na B, e 3) na tipificacao pelos bacteridfagos; o fagdtipo para a
linhagem N@ 50 foi 53/54/84/85/95; para as linhagens 85 e 89
foi 89/90/92; para a linhagem 87 foi o fagdtipo N? 86 e finalmen

te para a linhagem 6-S foi 47/53/54/76/77/83R/84/85.

6.2 — Variantes espontaneas e induzidas

Os resultados dos testes de caracterizagao destas varian-
tes na produgao de coagulase e DNAse estao apresentados nos qua-

dros 3-7.

As variantes da linhagem N? 50 dividiram-se em dois gran-
des grupos: as que conservam a capacidade de produzir estas en-
zimas e as que a perderam. As variantes 50-4 e 50-5 foram obtidas
de uma coldnia sectoriada, a se¢ao pigmentada 50-4 conservou as
enzimas coagulase e DNAse, entanto que a segao nao pigmentada,
50-5 perdeu-as. A variante 50-3, ligeramente pigmentada, deu lu-
gar, apds novos plaqueamentos, a dois tipos de coldnias, brancas

e amarelas, denominadas respectivamente 50-3b e 50-3a, sendo am

bas coagulase e DNAse negativas. As linhagens 50-7 e 50-~13 obti-
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das pelo processo congelamento~descongelamento conservaram as
duas caracteristicas ja& mencionadas. Quanto a utilizagao de
agucares todas mantiveram a capacidade de crescimento nos di-

ferentes aclcares, excetuando as NQ 50-1 e 50-2 que nao cres-

ceram no manitol e 50-5 e 50-6 gque nao cresceram na lactose.

Grande parte das variantes derivadas da linhagem N°Q
50 conservaram a propriedade de produzir hemolisina.}B, sendo
que as variantes: 50-17, 50-18, 50-19 e 50-20 também apresen-—
taram hemolisina of ou ¥ . As variantecs 50-11, 50~12 e 50-13
perderam a capacidade de produzir a enzima e as variantes 50-

24 e 50-38 s6 apresentaram hemolisina « ou ¥ .

Da linhagem No. 85 (quadro 6) foram estudadas 7 varian-
25 apigmentadas, todas coagulase, DNAse e manitol negativas.As
demais caracteristicas estudadas como produgao de hemolisina,
penicilinase e utilizacao de lactose e maltose permaneceram inal

teradas.

Das duas variantes da linhagen N@ 87 (quadro 7), uma con
servou € a outra perdeu as enzimas coagulase, DNAse e hemolisina,

mantendo ambas a capacidade da utilizacao dos carboidratos lacto

= —

se, maltose e manitol.

As duas variantes nao pigmentadas da linhagem N9 89 (qua-
dro 7)conservaram as caracteristicas da linhagem origianal exceto
no due€ refere a produgao de hemolisina. A linhagem original nao

era produtora, e as suas variantes produziram hemolisinas e(3

respectivamente.

A linhagem NQ 113 e sua variante 11l3-1 possuiam as mesmas
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propriedades. Entretanto, esta Ultima apresentou producao aumenta-

da de coagulase e DNAse.

i Tipificagéo pelos bacteridfagos

0O resultado da tipificaéﬁo por bacteriofagos estd apresen-
tado nos quadros N9? 3~7. Observa-se que as variantes da linhagem
N? 50 apresentaram sensibilidade a dois fagos a mais que a linha-
gem original, exceto a variante N@ 50-7. A linhagem 6-S apresen-

tou um fagotipc similar ao das variantes apigmentadas da linhagem

No 50.

As variantes da linhagen N9 85 nao foram tipificadas por
bacteriéfagos por serem todas coagulase negativas. A linhagem NQ
87 e suas variantes foram lisadas pelo fago N? 86. As variantes
da linhagem N9 89 nio reagiram as concentracoes de fagos utiliza-

das, assim como a linhagem 113 e suas variantes.
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1 - Estudo dos meios utilizados na produgac de pigmento

Neste estudo. os meios com creme de leite, e com leite e
NaCl, produziram niveis de pigmentacao mais altos. Estas obser
vagoes confirmaram os resultados de O'Connor et al. (21) que
trabalharam com o meio agar-creme. O poder de assimilacao de 1li
pidios pelos estafilococos pode ter certa acao no ciclo do &acido
tricarboxilico facilitando a sintese de pigmentos carotenoides

em linhagens ja possuidoras desta caracteristica.

A combinac2o leite e sal nao foi encontrada na literatu-
ra consultada. De acordo com os resultados obtidos, este & um
meio muito adequado para a observacao de pigmento, com proprieda

des indicadoras e seletiwvas.

2 - Estudo da influ@ncia da concentragao salina e do tem

po de conservagao a 10 ©C na produgao de pigmento

Foi observado que o nivel de pigmentacao variou entre di
ferentes concentracdes de NaCl com o tempo de conservacgao. Ha
muito tempo o NaCl tem sido utilizado na preparagao de meios para
estafilococos, porém, nio foram encontrados na literatura consul-

tada estudos sobre seu efeito no nivel de pigmentagao.

Uma outra propriedade do NaCl é seu efeito inibidor sobre
o crescimento do estafilococo, que & marcante para concentracoes
acima de 12%. Baseado nesta propriedade, pode-se explicar o des-

locamento do nivel de pigmentagac para concentragoes crescentes
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do sal com © tempo de conscrvagao. Nas concentragdes salinas com
efeito inibidor do desenvolvimento de microrganismos haveria di-
minuicdo da produgao de pigmento, e como este nao é difusivel

continuaria a se acumular. Nas concentragoes salinas nao inibido
ras haveria producao de pigmento nao restrita, mas nesse metabo
lismo ativo poderia produzir-se um envelhecimento rapido das co-

lonias que afetaria o nivel e a qualidade do pigmento.

O'Connor et al. (21) observaram que o desenvolvimento
mais rapido do pigmento ocorre a 37 9C com 48 horas de incubagao.
ApSs este tempo, o nivel de pigmentacao vai decrescendo sensivel-
mente. Por outro lado, Wilson e Nunez (35) medindo a quantidade
de pigmento produzida por grama de microrganismo obserservaram
que a formacao de pigmento mais rapida ocorre a 37 @C. Entretan
to, em temperaturas inferiores haveria maior producao de pigmento,

porém nhecessitando de tempos maiores de incubagao.

3 — Cinética de crescimento

O estudo da cinética de crescimento das variantes S. 50a
e S. 50b mostrou crescimento mais intenso no meio sem NaCl do
que no meio contendo 12% de sal, conforme ao esperado. A selegao
da concentracao salina de 12% foi determinada baseada em traba-
1hos anteriores, feitos com a variedade pigmentada da linhagem N@
50 (Yokoya (36)) cujos resultados indicaram um declinio pronuncia
do na velocidade de crescimento para concentragoes de sal superio

res a essc valor.

No meio sem sal, a variante nao pigmentada obteve cresci-
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mento ligeiramente mais rapido, as temperaturas inferiores ou na
de crescimento 6timo, 38,3 @C. Este resultado estd de acordo com
os dados obtidos por Grinsted e Lacey (l1l) utilizando cultura
mista de duas variantes, pigmentada e nao pigmentada, incubadas

a 38 ¢C.

Nas temperaturas superiores o crescimento da variante pig
mentada foi maior, mostrando um valor o6timo a temperatura de 43,5

eC.

A presenca de sal no meio nao afetou os valores de tempe
ratura otima para ambas as variantes, mostrando aproximadamente
38,3 ¥ 1,0 oC para a nao pigmentada e 43,0 ¥ 1,9 °oC para a pigmen
tada. Isto mostra que a variante pigmentada apresenta melhor adap

tacao as temperaturas mais elevadas.

As curvas de Arrhenius para as duas variantes no meio com
sal indicaram crescimento mais rapido da variante pigmentada em
todas as temperaturas estudadas, com excegéo do extremo inferior,
onde a velocidade de crescimento foi idéntica para as duas varian
tes. Isto indica que a variante pigmentada é mais tolerante ao

sal.

Essa melhor adaptacao as temperaturas mais elevadas para
a variante pigmentada pode ser explicada em termos do nicho ecolé
gico, em que o estafilococo pigmentado existe: pele, nmucosas, ab-
sessos e outras infecgdes do homem e animais. Segundo os dados de
Grinsted e Lacey (11) de 631 estafilococos coagulase positivos

por cles isolados de diferentes fontes hospitalares e nao hospita

lares, somente 7 % eram nao pigmentadas.



Os estafilococos nac pigmentados na sua maioria saprdofi-
tas existem principalmente na superficie externa do corpo e por

tanto estao submetidos a temperaturas inferiores.

O sal tem sido utilizado como agente seletivo no isola-
mento do estafilococo por longo: tempo. O resultado aqui apresen-
tado teria implicag¢oes no uso de meio com sal para esse fim, uma
vez que isso resulta na selecao, a priori, de estafilococos pig-

mentados em detrimento dos nao pigmentados existentes na fonte.

Nao se tem achado uma explicacao direta da resisténcia
ao sal pela presencga de pigmento. Sabe-se porém que os estafilo
cocos pigmentados sao em geral mais resistentes que os nao pig-
mentados agentes fisicos e quimicos. Assim foi constatada.a

maior reisténcia aos efeitos da foto-oxidagdo, & dessecagao e a

0]

acao do acido linoléico. Esses resultados indicam uma maior re-

sisténcia geral dos organismos pigmentados.

4 - Obtencao de variantes e sua caracterizagao

No estudo de variantes n3o pigmentadas obtidas espcnténea
mente observamos que a incidéncia foi, na maioria dos casos, infe
(s}

rior a 0,3 %, e pode ou nao estar acompanhada de perda de outras

propriedades.

A linhagem N? 85 apresentou incidénecia dez vezes maior
(superior a 3 %), tendo como caracteristica a uniformidade no com
portamento de suas variantes. Todas élas perderam a capacidade de
produzir coagulase, DNAse e de utilizex manitol. Este resultado é

significativo desde que os derivados desta linhagem nerderam as
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caracteristicas de Staphylococcus aureus, passando a corresponder

as propriedades de Staphylococcus epidermidis. Isso nos leva a

considerar a possibilidade do S. epidermidis ser apenas uma varian

te do S. aurcus surgida espontaneamente. Entretanto, esse compor
tamento nao & geral; algumas linhagens, como a N? 50 apresentaram
variantes com perda apenas de pigmento e outras com perda simulta-

nea das caracteristicas coagulase e DNAse.

A agao dos agentes mutagénicos nas linhagens originais pig
mentadas, resultou na formagéo de variantes nao pigmentadas. Deve-
se salientar a uniformidade no comportamento das variantes obtidas
pela acao da NTG. Das 22 variantes apigmentadas testadas, nenhuma

perdeu as caracteristicas coagulase e DNAse.

Com o intuito de testar a hipdtese de que variantes nao
pigmentadas sao incapazes de reverter para pigmentadas, segundo
Altenberg (2), a variante apigmentada 50-2 foi submetida a agao
da NTG. Nao foi possivel obter nenhuma forma pigmentada, mesmo
a diferentes tempos de exposicao. Também nao houve reversao pa-

ra variantes pigmentadas durante sua conservagao.

Quanto a presenca ou ausencia das enzimas coagulase e
DNAse termo-resistente houve 100 % de correlagao entre ambas, o
que confirma observagoes de outros pesquisadores. Isso indica in
diretamente uma localizagao muito préxima dos gens que codificam
estas duas propriedades. Por outro lado, os gens codificadores de
pigmento aparentemente nao tem o mesmo grau de proximidade. A po-
ssibilidade do pigmento estar codificado por elementos extra-cro

mossémicos & amplamento discutida por Grinsted e Lacey (11) e La
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cey (15).

Duas caracteristicas permaneceram constantes com a perda
de pigmento em todos os casos: a capacidade de produzir penicili
nase pelas variantes de linhagens originariamente penicilinase
positivas, e, segundo os dados incompletos que possuimos, a capa_

cidade de produzir enterotoxina.

5 - Tipificacao pelos bacteriéfagos

0 estudo da linhagem N? 50 e seus derivados mostrou que
as variantes nao pigmentadas coagulase positivas sao sensiveis a
dois bacteridfagos a mais que a linhagem original. Este resulta-
do foi constante para todas as variantes da linhagem N? 50 testa
das. Nao obstante, outras linhagens e suas variantes mostraram o
mesmo fagotipo. Grinsted e Lacey (11) trabalhando com duas varian
tes pigmentadas e nao pigmentadas, de quatro diferentes linhagens,

nao acharam diferen¢ as no fagotipo das mesmas.

De modé geral, podemos dizer que os resultados da tipifi-
cagao por bacteridéfagos indicaram que as diferencias entre as va
riantes nao alteraram o fagdétipo geral. Além disso, estas varian-
tes nao tem sofrido alteragoes muito profundas e que sem davida

nao se trata de contaminantes.

Tanto os resultados da tipificagao por ba;teriéfaqos como
os dos testes bioquimicos realizados nao foram suficientes para o
esclarecimento da natureza genética de pigmento. Assim sendo, OS
experimentos possivels a serem realizados nesse sentido seriam en

tre outros, a utilizacdo de agentes especificos eliminadores de
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plasmideo: transformacao e transducao. A ultracentrifugagao pode-
ria ser utilizada como uma tentativa de separagao de elementos ex-
tracromossémicos eventualmente envolvidos na produgao de pigmento

em S. aureus.



[97]

~55=

VI - CONCLUSOES

Dos resultados obtidos podemos concluir que:

A perda de pigmento pelo Staphvlococcus aureus & acompanha-

da de outras mudancas bioguimicas e fisioldgicas, como a ca

pacidade de utilizar certos carboidratos.

N3o se obteve reversdo para a forma pigmentada a partir de
variantes nao pigmentadas, nem espont@neamente, nem pela a-

cao do agente mutagénico NTG.

A capacidade de produzir enzimas coagualase e DHAsc termo-—

resistente pode ou nao desaparecer junto com pigmento.

As variantes pigmentadas apresentam maior resisteéncia a

temperatura alta e a presenga de sal.

Para certas linhagens ha alteragoes constantes no fagotipo

dos derivados apigmentados.

Para as linhagens testadas e suas variantes nao foi encon-
trada correlacao entre a presenga da enzima penicilinase e

a perda de pigmento.

As variantes espontaneas, apigmentadas, obtidas a partir da
linhagem N2 50, com uma incidéncia menor do que 0,3 %, nao

s3o semelhantes entre sim no que concerne a suas proprieda-
des bioquimicas. Entretanto, as obtidas a partir da linha-

gem 85, con incidéncia maior que 3 %, apresentam O mesmo

comportamento nos testes realizados.
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8 - Todas as variantes obtidas pela acao da NTG apresentam o mes
mo comportamento, ao passo que as obtidas pela acao da luz

ultravioleta apresentam comportamento diferente,

As conclusoes 4 a 8 sao originais, naotendo sido verifi-
cado na literatura consultada nenhum comentario a respeito dessas
caracteristicas. As demais conclusoes concordam com os resultados

encontrados por outros pesquisadores.

Estas conclusoes sao validas para as linhagens utiliza-
das nesta pesquisa. Qualquer generalizacdao em relacao a estas de-

vera ser considerada com precaugao.
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