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ISOLAMENTO DE " Staphylococcus-aureus NO
TRATO RESPIRATORIO INFERIOR DE RATO
WISTAR

RESUMO

Neste trabalho, identificamos a presenga do Staphylococcus aureus isolado de um rato
macho da linhagem Wistar, e verificamos se este microrganismo foi 0 agente causador da
dificuldade respiratéria encontrada no animal em estudo. A bactéria Staphylococcus
aureus foi encontrada no trato respiratério do rato estudado, causando-lhe consequente-
mente problemas respiratorios, sendo o lavado traqueobronquial 0 método mais indicado
para a detecgéo da bactéria residente. O resultado observado contribui para a constatagéo
de que a utilizagdo de animais de experimentagdo portadores de agentes oportunistas,
como Staphylococcus aureus, inviabiliza a pesquisa ja que os mesmos podem desenvol-
ver doengas ao longo da experimentacdo. Portanto, conclui-se que a utilizagdo de animais
de padrdo sanitario adequado é a melhor maneira de se obter resultados mais precisos na
experimentacédo animal, pois a instalacéo deste tipo de area necessita de um maior nime-
ro de barreiras sanitarias garantindo melhores condigdes de criagdo.

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus. Animais de laboratorio. Experimentacéo. Micro-
biologia.

ABSTRACT

In this work, we identified the presence of isolated Staphylococcus aureus from a male
Wistar rat, and verify that this microorganism was the causative agent of respiratory diffi-
culty in the animal under study. The Staphylococcus aureus bacteria found in the respira-
tory tract of studied mouse thus causing her breathing problems. The tracheobronchial
lavage most suitable method for the detection of the resident bacteria. The observed result
contributes to the realization that the use of experimental animals bearing opportunistic
agents, such as Staphylococcus aureus, prevents research since the same disease may
develop throughout the experiment. Therefore, it is concluded that the use of appropriate
sanitary standard animals is the best way to obtain more accurate results in animal expe-
rimentation, since the installation of this type of area requires a more sanitary barriers
ensuring better conditions of creation.

Keywords: Staphylococcus aureus. Laboratory animals. Experimentation. Microbiology.
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INTRODUCAO

Grande parte do conhecimento da medicina moderna advém de pesquisas realizadas, durante séculos,
com a experimentagdo animal, sendo de suma importancia a utilizacdo destes em trabalhos experimentais, permitindo
assim, o conhecimento de mecanismos dos processos vitais, métodos de prevencéo, diagndstico e tratamento das
doencas humanas e animais?.

A facilidade no manejo tornou 0s camundongos e ratos 0s animais mais utilizados na experimentacao
animal, pois 0s mesmos s&o animais de pequeno porte, inteligentes — facil aprendizado, ciclo reprodutivo rapido permite
acompanhar muitas geragfes em curto espaco de tempo, curto ciclo de vida, que facilita o estudo metabélico em muitas
fases da vida de individuos em curto espacgo de tempo e, também, sdo compativeis com os experimentos, apresentan-
do algumas caracteristicas fisiologicas semelhantes as do homem?. Por muito tempo, 0s testes em que se utilizavam
animais eram o Unico meio para se estudar doencas, determinar a capacidade nociva de produtos quimicos, desenvol-
ver medicamentos, vacinas e outros compostos farmacéuticos.

Em biotérios, a higiene pessoal é fundamental, pois os animais de laboratorio sao prioritarios no campo
da experimentacdo, onde h& uma grande preocupagdo com sua produgdo e manejo, visando o alto padrdo sanitério e
genético. Esse objetivo s6 € conseguido quando sdo adotadas medidas de higiene em todas as partes do biotério. Os
funcionarios de um biotério devem manter um alto padrao de higiene pessoal, incluindo o uso de EPI's (uniformes, més-
caras, gorro, pro-pé, etc) adequado nas colénias e nos laboratorios, assim como a lavagem das maos e a troca do ves-
tuério quantas vezes forem necessarias. E de forma alguma € permitido usar nas salas de animais roupas usadas fora
do biotério, tampouco comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos nas colonias? 4.

Além da higiene pessoal, também h& a higiene ambiental, em que o propésito € remover sujeiras da su-
perficie e ndo redistribui-las. Com isso, os materiais utilizados, como baldes, vassouras e panos de limpeza, devem ser
desinfetados regularmente. A limpeza em um ambiente como o biotério € uma prética adotada para manter a salde e a
seguranca dos homens e dos animais?.

Os agentes infecciosos podem ser divididos em virus, bactérias, fungos e parasitas, que sdo capazes de
afetar os animais de laboratorio e 0 homem, variando na resisténcia inata a métodos quimicos e fisicos, podendo ultra-
passar as barreiras sanitérias. Dentre estes agentes, podemos citar em ordem decrescente de resisténcia de microrga-
nismos a germicidas quimicos: Bacillus subtilis, Cryptosporidium, Mycobacterium tuberculosis, M. terrae, Enterovirus
poliovirus, coxsakievirus, Aspergillus, Candida, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, herpes e hepatite B
5

Vérios destes patdgenos tem sido a causa de doengas em animais de laboratorio, dentre eles o Staphylo-
coccus aureus, frequentemente encontrado, fazendo parte da microbiota de homens e animais, encontrado na pele e
mucosa, onde resulta em doencas somente quando existe baixa imunidade na integridade destas estruturas por trau-
mas ou corpos estranhos®.

O Staphylococcus aureus é uma bactéria anaerobia facultativa, que apresenta peptideoglicano como
componente principal de sua parede celular, caracterizando uma coloragéo roxa no Gram, apresentando-se em forma
esférica quando visualizados no microscopio Gptico. Seu crescimento ocorre em varios meios bacteriolégicos, abundan-
temente em Agar Sangue, que produz colénias amarelo douradas, e em Agar Manitol, cujo crescimento de outra bacté-
ria € inibido, devido a uma alta concentragéo de sais. A incubag&o da bactéria no meio de cultura deve ser de pelo me-
nos 48h a 37°C, para que se desenvolva uma boa colénias. 7.

O Staphylococcus aureus tem sido ocasionalmente isolado da pele, trato respiratorio e gastrointestinal
dos ratos de laboratorio, embora o estado residente deste organismo nestes animais é incerto, infecgdes naturais po-
dem ocorrer em roedores em todas as partes do mundo, devido a transmissao que ocorre entre animais por contato
direto com animais infectados e portadores’.

A presenca de Staphylococcus aureus como contaminante em coldnias de roedores utilizados na pesqui-
sa pode comprometer 0s resultados. A bactéria é transmitida por contato entre os animais infectados e devido a isto
este agente deve ser frequentemente monitorado através de amostragem periddica. A partir da deteccéo desta bactéria,
pode-se considerar que 0s outros animais da unidade também séo portadores do mesmo agente, desde que a amos-
tragem feita tenha sido adequada para aquela colonia de animais®é.

Evitar a entrada de microrganismos em uma coldnia é um processo passivel de falhas ocasionais, para
isso sdo utilizadas barreiras sanitarias com a finalidade de impedir que agentes indesejaveis, presentes no meio ambi-
ente, tenham acesso as areas de criagdo ou experimentagdo animalé. Neste trabalho, identificamos a presenca do Sta-
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phylococcus aureus, isolado de um rato macho da linhagem Wistar, e verificamos se este microrganismo foi 0 agente
causador da dificuldade respiratoria encontrada no animal em estudo.

METODO

Foi utilizado um rato macho da linhagem Wistar que se apresentava debilitado, com dispneia, pelos eri-
cados e secrecdo nasal, cujo status microbioldgico é definido como convencional. Foi mantido em gaiola de polipropile-
no e permaneceu sob condi¢Bes controladas de temperatura (22 + 20C), umidade relativa (55 £ 10%), ciclo de luz de
12 horas claro/escuro e exaustao. Recebeu agua e ragéo ad libitum.

Para a colheita de material, 0 animal foi anestesiado via intraperitonial com uma combinagdo de Xilazina
(10 mg/quilo de peso) e Quetamina (100 mg/quilo de peso) para a retirada de 1ml de sangue para exames bioquimicos
e hematoldgicos. Apds a sangria, 0 animal passou por eutanasia através da administragdo de uma alta dosagem de
anestésicos e, em seguida a traqueia foi canulada para a realizacdo da lavagem dos pulmdes com 3ml de BHI (Brain
Heart Infusion-BIOBRAS) estéril.

O material recuperado da lavagem foi utilizado para cultura e verificagdo do o crescimento do microrga-
nismo. Apds este procedimento, o animal foi lavado com &lcool 70% e a cavidade toracica foi seccionada com material
cirargico estéril, para acessar o pulmdo do mesmo. Os pulmdes foram retirados para exames patoldgicos e mantidos
em formol a 10%, segundo preconiza Sah®.

O material foi incubado por 24 horas a 37°C, os meios turvos foram repicados em Agar Sangue, por 24-
48h a 37°C. Apds o crescimento de colbnias, as mesmas foram passadas para o Painel de Identificacdo Crystal (Gram-
Positive ID), que tem por objetivo identificar bactérias aerdbicas Gram-positivas. Este painel foi incubado a 37°C em
camara Umida por 24h. Apés este procedimento, a leitura foi feita em luz ultravioleta para a identificacdo da bactéria.

RESULTADOS

O material recuperado da lavagem foi inoculado em Agar Sangue a 37°C por 24-48hrs, onde houve cres-
cimento de coldnias amarelo douradas (Figura 1).

Figura 1 - Crescimento da bactéria Staphylococcus aureus no meio de cultura Agar Sangue,
apresentando colénias amarelo douradas.

As colbnias foram submetidas a colora¢do de Gram e ao teste da catalase. Os microrganismos visualiza-
dos apresentaram forma de cocos e coloragéo roxa (Figura 2), e o teste de catalase apresentou resultado positivo (Fi-
gura 3), indicando que a bactéria encontrada é do género Staphylococcus.
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Figura 2 - Morfologia do Staphylococcus aureus corada pelo método de Gram apresentandc')'" "
formato de cacho de uva.

Figura 3 - Teste de catalase apresentando resultado positivo.

Para identificar a espécie, as col6nias foram submetidas a prova bioquimica BBL Crystal (Gram-Positive
ID Kit), incubadas por 24h em camara Umida a 37°C, apresentando resultado positivo para Staphylococcus aureus
(Figura 4). Neste kit foram analisados 0s substratos ligados a cromogénios e fluorogénios, que se destinam a detecgao
de enzimas utilizada pelos microrganismos para metabolizar varios substratos, ocorre relativamente a existéncia de
alteracdes de cor ou a presenca de fluorescéncia, consequéncia das atividades metabdlicas dos microrganismos. O
padréo das reacdes obtido é convertido num nimero de perfil com 10 digitos, que é usado como base de identificagdo
em um sistema de leitura informatizado. No caso desta amostra, 0 niimero encontrado foi 0160777465.

Figura 4 - Prova bioquimica BBL Crystal (Gram-Positive ID Kit) apresentando resultado para
Staphylococcus aureus.
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DISCUSSAO

A bactéria Staphylococcus aureus foi encontrada no trato respiratério do rato estudado, causando-lhe
conseguentemente, problemas respiratérios, assim como descrito na literatura por Gaillard (2009) e Shimizu (1994),
sendo o lavado traqueobronquial 0 método mais indicado para a deteccdo da bactéria residente. Ko (2009) descreve
que a introducéo inadvertida de microrganismos em biotérios de experimentacdo € muito maior que em biotérios de
criacdo devido a necessidade de novos animais, materiais de experimenta¢éo e circulacdo de pessoas nas instalacfes
experimentais® &7

Para que possa ser controlada a contaminagéo por este e outros patoégenos, Gaillard (2000) sugere a
implantagdo de barreiras sanitarias para reduzir o risco de contaminacdo e, salienta a necessidade da realizacdo de
testes microbioldgicos rotineiros. Também, Damy (2009) informa que a padronizagdo sanitaria dos animais de laboratd-
rio € sem dudvida nenhuma um pré-requisito para a reprodutibilidade dos resultados experimentais, garantindo assim a
manutencao do estado sanitarios: 10,

Este trabalho contribui para a constatacdo de que a utilizacdo de animais de experimentacdo portadores
de agentes oportunistas, como Staphylococcus aureus, inviabiliza a pesquisa porque os mesmos podem desenvolver a
doenca ao longo da experimentacdo. Portanto, concluimos que a utilizagdo de animais de padréo sanitario SPF € a
melhor maneira de se obter resultados mais precisos na experimentagdo animal, pois a instalagéo deste tipo de area
necessita de um maior nimero de barreiras sanitérias garantindo melhores condi¢@es de criagao.
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