Staphylococcus aureus EM 2 (DUAS) RAS-TOURO (Rana catesbeiana) DE UM RANARIO EM BELEM,
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RESUMO

Efetuou-se analises bacteriologicas em material proveniente de dois especimens de
nas-touro com a finalidade de se verificar qual o possivel agente nesponsavel pela pato
Logia manifestada em um ranardio da cidade de Befem, Para. Os nesulitades indicam a pre-
senca de Staphylococceus auwreus.

INTRODUGAOQ

0 animal de sangue frio oferece um vasto campo de trabalho cientifico, mas sdo pou
cos os pesquisadores que se dedicam ao estudo de sua biologia. A fisiologia e habitat
destes animais sao completamente diferentes daqueles hospedeiros normalmente utilizados
em experimentos microbiclogicos. E dificil fazer comparacao de sua manifestacao biolé-
gica com as de animais homeotérmicos (Moreno et al., 1973).

Ras usadas extensivamente como animais experimentais em pesquisa, estao sujeitas
a mortalidade em massa sob ambas as condicoes natural e de laboratorio  (Gibbs et al.,
1971). A causa imediata de mortes nos animais doentes parece ser toxemiabacterianamul
ley, Jr. et al., 1978). A ameaca mais séria para a saide dos mesmos € uma forma epizoo-
tica de septicemis bacteriana usualmente acompanhada de ulceracao cutanea, designada por
Emerson & Morris (1905) como '‘red-leg''. A interpretagao e desenvolvimento subsequente
de um tratamento bem sucedido requer a identificagao da bacteria envolvida no processo
da doenga (Culley, Jr. et al., 1978). 0O numero e variedade de germes isolados de ras
doentes e a falta de uniformidade de respostas do hospedeiro tém sido as bases de algu-
mas questoes pelo que respeita o significado e validade das observagoes (Gibbs, 1973).
Embora estas objecoes possam ser cuidadosamente avaliadas, um relato feito por Evans
(1976) indica que os dados sob a questao nao sao raros e que ha limitacoes que podem ser
reconhecidas nas buscas de relagao de algumas doengas, como: a) o mesmo estado clinico
ou patologico pode ser produzido por diferentes agentes etiologicos; b) os agentes cau-

sais podem variar em diferentes areas geograficas, por diferentes grupos etarios, ou com
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diferentes exemplos de suscetibilidade de hospedeiro; c) a expressac de algumas doencad
podem requerer a presenca de dois ou mais agentes ou co-fatores agindo juntos; d) umuni
‘co agente pode produzir resposta clinica ou patologica em diferentes situagoes; e) qual
quer causa em uma série de agentes causais usualmente produz uma mudanca biolégica de
resposta que pode variar ou qualquer redcao detectavel, para moderar mudangasclinica ou
patolégica, para doenga classica ou reconhecida; f) a natureza e a severidade da respos
ta do hospedtiro seguindp revelacao para uma variedade de agentes infecciosos com certas
caracteristicas do hospedeiro e influéncias ambientais. Estes dados confirmam a tese
gue doenga septicémica de ra resulta da interagao entre as ras e um grupo de bactérias
conhecidas como ubfquas no ambiente aquatico (Sindermann, 1974; Amborski et al., 1974a).
0 grupe dos patégenos Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Proteus sp. e Flavobacterium sp.
sao ubiquos no ambiente aquatico e tem sido sugerido que membros deste grupo s30 oportu
nistas (Snieszko, 1964). Assim, apesar dos animais aquaticos estarem constantemente in
teragindo com estes patogenos, a doenca resulta somente sob condigoes que ainda nao tém
sido definidas plenamente. A ubiquidade de bactérias potencialmente patogénicas no am-
biente aquatico conduz a sugerir gque a bactéria responsavel pela doenga de ras foi deri
vada de fontes exdgenas (Culley, Jr. et al., 1978). Tem sido sugerido ainda, que a ex-
crecao de organismos dentro da agua de substdncias das ras proporcionou um caminho em que
outras ras, ou ainda a mesma ra, seria infectada, especialmente em presenga de lesces da
pele (Kulp & Borden, 1942). Se isto fosse verdadeiro, entac o germe no sangue refleti-
ria os patogenos potenciais ou da flora intestinal ou da agua de subsisténcia das ras a
um espago especifico de tempo (Glorioso et al., 1974a). Russel (1898) foi pioneiro em
transmitir a doenga em ras introduzindo o germe Aeromonas hydrophila dentro da agua onde
os animais eram mantidos. Estas observacoes foram confirmadas por Emerson & Morris
(1905). Glorioso et al. (1974a) informaram a morte de 50% das ras, dentro de 20 horas
ap6s terem emergido as mesmas em uma suspensao individual dos germes Aeromonas hydrophi
la, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii e Flavobacterium sp., sem contudo, te-
rem conseguido determinar o fator toxico. A literatura indica que espécies patogénicas
de Aeromonas, Pseudomonas e Acinetobacter podem ser rotineiramente isoladasdo trato di-
gestivo de ras aparentemente sadias (Gloriosc et al., 1974a).

Contudo, a questéo da colonizagao bacteriana do trato intestinal destes animais
nao tem sido clara (Carr et al., 1976). No trato respiratério superior, infeccoes por
Staphylococcus, Streptococcus e bactéria gram negativa tem sido mostrado ser limitado pe
la flora indigena. Amborski et al. (1974a) isclaram bactérias pertencentes a um grupo
naoc patogenico incluindo o Staphylococcus aureus, de ras normais e doentes. Estes estu
dos nac tem sido extensivos bastante para determinar a microbiota indigena destes ani-
mais, mas os resultados indicam a complexidade de possfveis interacoes.

0 presente estudo teve por objetivo pesquisar o possivel agente causador da pato-
logia clinica manifestada em dois especimens de ras-touro (Rana catesbeiana) em um rana

rio de Belem, Para.
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MATERIAL E METODOS

Material

Foram recebidas para estudo amostras de coragao, bago, figado e misculosde doises
pécimesde ras-touro (Rana catesbeiana) procedentes de um ranario em Belém-Pa. 0s animais
apresentaram hipertrofia nos misculos das patas dianteiras com lesoes externas locais e
destruicdo das juntas das patas traseiras tendo come conseqilieéncia, fratura expostae uma
hiperemia na regiao ventral das patas, com morte no final de duas a trés semanas. Nao se

obteve informacces sobre o nimero total de animais envolvidos.

Metodologia

Visando ao isolamento de eventuais germes aerobios, as amostras foram semeadas a
superficie de placas com os meios de cultura agar Mac Conhey, agar Salmonella-Shigella e
agar simples (Difco) e incubadas a 37°C por 24 horas em aerobiose. Para os germes que
exigissem tensac aumentada de C02 foram utilizados os meios agar chocelate e agar sangwe
(10% de sangue de carneiro): As placas foram incubadas a 37°C em jarra de vela, durante
48 horas. Apos o periodo de incubagao, as placas incubadas em ambiente aerdbio e micro
aerofilo foram examinadas, e as eventuais coldnias desenvolvidas foram colhidas e, apos
comprovacao da pureza, as bactérias foram identificadas segundo suas caracteristicas mor
fologicas, tintoriais e bioquimicas em género e espécie. 0Os germes isolados foram sub
metidos aos métodos de caracterizagao e identificagao de acordo com o Subcomité Interna
cional de Taxonomia de Staphylococcus e Micrococcus (1965) e aos descritos por Baird-Par
ker (1974). As provas para verificar a produgac de catdlase foram feitas pelometodo de
Cowan & Steel (1977), utilizando-se calde simples enriquecido com gliccse a 1%, confor
me recomendacao da Baird-Parker (1966). O0s controles desta prova foram feitos com cul-
turas de Staphylococcus epidermidis, catalase-positiva, e de Streptococcus faecalis, ca
talase-negativa. Para a prova de oxidacao e fermentacao de glicose, além do tubo anae-
robico, para a prova de fermentagao, foi usado um tubo de meio aerdbio, para a verifica
gao de oxidagao deste carboidrato, conforme indicacdo de Baird-Parker (1966). As espé-
cies do género Staphylococcus foram diferenciadas pela prova de coagulase em tubo (coa-
gulase livre), critéerio recomendado pelo Subcomité Internacional (1965). Foram utiliza-
das para controle desta prova, bu]turas conhecidas de Staphylococcus aureus, coagulase-
positiva, e de Staphylococcus epidermidis, coagulase-negativa. 0s organismos foram tam
bém submetidos ao teste de susceptibilidade a drogas pelo metodo do disco, descrito por
Bauer et al. (1966). 0s antimicrobianos utilizados foram Cefalotina (30 mecg), Cloranfe
nicol (30 mcg), Eritromicina (15 mcg), Gentamicina (10 mcg), Kanamicina (30 mcg), Novo-

biocina (30 mcg), Oxacilina (10 meg), Penicilina (10 U}, e Tetraciclina (30mcg) (Difco).

RESULTADOS

Os resultados estao expressos na Tabela |
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As amostras analisadas demonstraram a presenca de Staphylococcus aureus.

De acordo com o Subcomité Internaciona! {1965), foram consideradas como pertencen
tes ao género Staphylococcus as culturas constituidas de cocos gram-positivos, catalase
positiva e capazes de produzir acido, a partir de glicose, em anaerobiose (fermentacao).

0 germe apresentou-se resistente aos antimicrobianos Oxacilina e Penicilina. Ne-

nhuma bactéria anaercbia obrigatoria foi isolada.

DISCUSSAQ E CONCLUSAO

0 diagnéstico da causa da doenca em um animal aquéticonéo € sempre obvio (Amborski
et al., 1974a). 0 papel das toxinas bacterianas no processo da doenga septicémina em
ras nao tem evoluido, mas alguns casos explicam gue os sintomasclinicos aparecem sem sep
ticémia, sugerindo que a mesma s& ocorre em casos extremos {(Gibbs et al., 1966), ou ain
da que a bactéria pode se localizar em tecidos especificos do animal, penetrando no san
gue scmente no Gltimo estagio da doenga (Gibbs et al., 1966; Glorioso et al., 1974a). Se
gundo Wedemeyer (1970), um nimero de fatores fisico, quimico, ou biologico poderia exer
cer alteracoes no hospedeiro que favoreceria a colonizagac do germe no tecido do mesmo.

Diante destas hipoteses, nossos resultados indicando a presenca do germe Staphy-
lococcus aureus podem ser bastante representativos, uma vez que usamos como fonte de amos
tras, tecidos de ras mortas, igualmente como outros pesquisadores [Russel, 1898; Amborski
et al., 1974b; Eisinger, 1975).

Esta bactéria foi isolada de ras mortas e doentes nos estudos feitos por Amborski
et al. 1974a). Mesmo sendo considerado como nao patcgénico nos experimentos de Glorio-
so et al. (1974a), nac podemos descartar a possibilidade do Staphylococcus aureus,detec
tado em nossos ensaios laboratoriais, ter interagido com as ras ne ambiente aquatico e,
na qualidade de oportunista, por um motivo ainda desconhecido, tenha desencadeado a in-

feccao.
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SUMMARY

Bacteriologicat analysis were made in material proceeding from fwo specimes of bull-
§rogs for found th pessible eticlogical agent nesponsible to clinical pathology wani-
fested {n a froggeny in the oity of Belem, Pand. The nesulds indicated the presence of
Staphylocoecus auieusd
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Tabela 1. Resultados dos exames bacteriologicos realizados com
amostras de dois especimes de ras-touro (Rana cates-
beiana) de um ranaric em Belém, Para.

Staphylococcus aureus

n® positivos % | n® negativo
Coragac ] 50 1
Bago 1 50 1
Figado 2 100 0
Mdsculos 2 100 0

Staphylococcus aureus em amostras de dois espécimes de ras-touro
(Rana catesbeiana) de um ranario em Belém, Para.

Coracao Baco Figado Misculos
n® 1 + - + +
n® 2 - + + +
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