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RESUMO

Este trabal ho apresenta dados sobre o comportamento hemolitico de bactérias do género Streptococcus,
causadoras de Pneumonia e da Sindrome do Choque Toxico, em meios de culturafabricado com sanguede
tartaruga de agua doce Trachemys adiutrix. Esta tartaruga tem sido estudada por sua endemicidade no
Estado do Maranhdo, resisténcia a ambientes desérticos e por apresentar anomalias congénitas com
causas ainda indeterminadas. Nossos resultados mostraram diferencas na coloracdo do meio fabricado
com sangue de tartaruga em oposi¢&o ao meio normal no qual se utiliza sangue de carneiro. Diferencas
também foram observadas quanto ao tempo de crescimento das col nias bacterianas. Quanto aatividade
hemolitica, nenhuma diferenca foi constatada sugerindo que as hemolisinas bacterianas atuam com a
mesmaintensi dade no sangue de mamiferos e detartarugas.
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ABSTRACT

Hemolytic behavior of Streptococcus bacterium in culture mean made with freshwater turtle
blood Trachemys aidutrix Vanzolini, 1995

Thiswork presents data about the hemolytic behavior of Streptococcus bacterium to cause diseases such
as Pneumoniaand Toxic Shock Syndrome, in culture mean made with freshwater turtle blood Trachemys
adiutrix species. Thisturtle has been studied by its endemicity in Maranho state, resistence to the desert
environmentsand by presenting congenital anomalieswith unknowed causes. Our results showed differ-
ences in coloration of the mean made with turtle blood to the contrary to the normal mean whereto use
sheep blood. Also, differenceswere observed asto the growth time bacterium colonies. For the hemolytic
activity no difference was observed what suggest that the bacteriotoxinsto act with the sameintensity in
mammal and turtle bloods.
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INTRODUCAO

Os meios de cultura sdo definidos como a
associ aggo equilibradade agentes quimicos (nutrientes,
pH, etc.) efisicos (temperatura, viscosidade, atmosfera,
€tc) que permitem o cultivo de microorganismos fora
de seu “habitat” natural. Tendo os microorganismos
habitatstao variados (solo, aguas, organismo humano)
€ muito provavel que tenham exigéncias fisicas e
nutritivas muito diferentes. Meios de cultura podem

ser classificados, entre outras caracteristicas, como
mel os seletivos. Estetipo de meio permitedominancia
absoluta e crescimento acelerado do microrganismo
gue se procuraisolar.

Segundo Oplustil et al (2004), o meio decultura
agar-sangue é um meio sdletivo sdlido que permite o
crescimento damaioriadas bactériasgram-positivase
gram-negetivas. Ainda de acordo com estes autores,
permitetambém verificar aaividadehemaliticadedguns
microorganismos bacterianos como € o caso de
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bactériasdo género Streptococcus. Tal género engloba,
0S €ocos gram-positivos de maior importancia em
medicina humana e animal, por serem agentes
etiol Ggicos de patol ogias conhecidas e extensamente
estudadas como € o caso da pneumonia, causado por
Streptococcus pneumoniae, eda Sindromedo Choque
Toxico Estafilocdeico, que tem por agente causador
Streptococcus pyogenes.

Pneumonia esti associada a doengas do trato
respiratério superior. Para esta patologia, existem
inimeras etiologias, no entanto a mais comum €é a
causada por S. pneumoniae, presente na flora normal
do trato respiratdrio de répteis. A bactéria S.pyogenes
tornou-se importante nestes Ultimos anos em virtude
de sua patogenicidade para humanos, embora em
animais e, especificamente em tartarugas, ainda néo
existemn referéncias sobreisso.

Trachemys adiutrix (Vanzolini, 1995) é uma
espécie semi-aquética e endémica do Estado do
Maranh&o, que habitapreferencid mente dguas paradas,
podendo, durante a estacdo chuvosa, se dedocar por
longas digtancias. Os animais, em ambiente natural,
s80 encontrados andando sobre dunas, em &rea de
capinza edentro delagoaseutréficasealigotrdficas, e
com vegetacdo abundante (Barreto et al, em preparo).

Esta tartaruga, popularmente conhecida como
capininga, tem sido estudada por sua endemicidade,
resi sténciaem ambientes desérticosetambém, por estar
apresentando anomalias congénitas (Figura 1) com
causas aindaindeterminadas (Martinset al, 2003).

Claramente, de acordo com Ricklefs (1996), a
conservacdo da biodiversidade globa d& resultados

mais satisfatdrios dirigindo-se os esforgos para &reas
deendemismo. Aindasegundo esteautor, umatovalor
econdmico pode ser atribuido a espécies individuais
ou endémicas por que elas atraem o ecoturismo para
umadeterminadalocalidade A espécieT. adiutrix ocorre
em areas com grande potencia turistico e seu estudo
completo, correto mangjo e conservagdo contribuem
para a economia local através do turismo, aém da
possibilidade da exploracdo, como recurso natural
renovavel, por parte das indlstrias farmacéutica e de
cosméticos. Foi demonstrado por Martinset al, (2003)
gue seu plasma coagula em presenca de
Staphylococcus aureus a temperatura ambiente, mas
ainda ndo existem dados disponiveis na literatura
cientifica sobre o comportamento de bactérias em
qual quer meio de culturaem que seu sangue sgjausado
como base.

Com base no exposto acima, este trabalho tem
por objetivo comparar 0 comportamento hemolitico de
S. pneumoniae e S. pyogenes, em meio de cultura
produzido com sangue de tartaruga de agua-doce.

MATERIALE METODOS

Para coleta de amostra, nastartarugas, o local
da punc¢éo sanguinea foi lavado e escovado com
sabdo de coco e &guacorrente por cinco minutos. O
animal foi imerso totalmente em & cool iodado a2%
por cinco minutos a uma temperatura de,
aproximadamente, 5°C paraque entrasse em estagio
letargico. Foi aplicado dlcool a70% por cercadeum
minuto pararemoc&o do excesso deiodo noloca da

Figura 1. Agenesiado membro superior direito
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incisdo. A traqueotomiafoi feitanaregido inferior do
pescogo e, com o auxilio de um funil devidro estéril,
0 sangue foi transferido para um erlenmeyer
contendo pérolas de vidro para que acontecesse a
desfibrinacéo.

Para o preparo do meio de culturaégar-sangue
com sangue de tartaruga, foram transferidos
aproximadamente 50 microlitros (5% do total
coletado) de sangue desfibrinado paraumaplacade
Petri estéril e, em seguida, adicionado 10 ml dabase
de &gar-sangue a temperatura aproxi mada de 50°C,
homogenei zando-se com movimentos circulares e
deixando-seresfriar atemperaturaambiente.

O meio de culturadgar-sangue com sangue de
carneirofoi preparado segundo Koneman et al (1999)
adicionando-se 5% de sangue desfibrinado a 10 ml
de base de agar-sangue estéril, a temperatura
aproximadade 50°C, edistribuidaem placade petri
estéril paraque resfriasse atemperatura ambiente.

Terminada a confecgdo dos respectivos
meios, foram semeadas nas placas, colbnias de
Streptococcus pneumoniae eS. pyogenes, queforam
incubadas em jarra de anaerobiose com 5 a 10% de
CO, em estufa bacteriolégica a 36°C por 24 h
conforme Koneman et al (1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram usadas concentragdes sanguineas da
ordem de 5% para confec¢do dos meios de cultura
por que, de acordo com Koneman et al (1999),
concentracBes de sangue menores de 5% produzem
reagOes hemoliticasdificeisdedistinguir. Diferencas
foram observadas quanto a coloracdo final das
placas com osmeios. Placas que continham meio de
culturaconfeccionado apartir de sangue detartaruga
apresentaram cor maisclara, quando comparadas as
placas que tinham como base 0 sangue de carneiro.
Possivelmente, isto se explica pelo fato conhecido
deheméciasderépteis serem nucleadas, com nticleos
em posi¢ao central nas células. Pritchard e Trebbau
(1984) afirmam que glébul os vermelhos de peixes,
anfibios, répteis e aves sdo nucleados, biconvexos
eemgerd elipticos.

Moura et al (1999) corrobora esta
informacdo quando mostraque eritrécitosderépteis
crocodilianos daespécie Caiman crocodilus yacaré
(Daudin, 1802) apresentam formael iptica, e nticleo,
baséfilo, de cromatina condensada, ocupando
posic¢do central dacélula. ParaT. adiutrix aindando
existemn dados confirmatérios sobre amorfologiados

eritrdcitos, mas por se tratar de um réptil, € muito
provavel que a presencade um nicleo centralizado
diminuaaquantidade de hemoglobinadissolvidano
citoplasma celular, o que, possivelmente, confere
cores mais claras aos meios em questdo, quando
comparados, com as placas que contém como base
sangue de carneiro.

De acordo com Murray et al (2000), as
necessidades nutricionais de bactérias do género
Streptococcus sdo complexas, exigindo o usodemeio
de culturaenrigquecido com sangue ou com Soro para
seu isolamento. Ainda segundo estes autores o
crescimento de Streptococcus pyogenes € 6timo em
meios enriquecidos de agar-sangue.

Streptococcus podem produzir em meio
agar-sangue de carneiro 04 tipos de hemdlise
(Koneman et al, 1999). Nossos testes mostram que
em meio de cultura produzido com sangue de
tartaruga observam-se apenas dois padrdes de
hemdlise denominadas hemdlises total e parcial.
Koneman et al (1999) diz que a correta andlise dos
padrées de hemdlise fornece elementos de
importancia para a identificacdo de bactérias
patogénicas de interesse médico.

Foi observado, também, que os padrbes
hemoliticos foram iguais nas placas de cultura, ndo
importando de que espécie provinha o sangue. Isto
sugere que as Pnuemolisinas fabricadas por S.
pneumoniae e as Estreptolisinas produzidas por S.
pyogenes atuam com amesmaintensidade tanto nas
hemécias de mamiferos como nas de quelénios. E
sabido que estas hemolisinas tém efeito bioldgico
delisedeeritrécitos e plaguetas e que, também, tém
efeitos|etais sobre umavariedade detiposcelulares
(Konemanet al, 1999).

Observou-se, também, que a quantidade de
sangue de tartaruga usado para o fabrico das placas
contendo o referido meio foi bem pequena,
aproximadamente cinco gotas. Os padrdes de
hemdlise, entretanto, puderam ser observados de
forma clara o que demonstra que o0 meio de cultura
feito com sangue de tartaruga pode ser bem mais
econdmico (em se tratando de quantidades
sangiiineas) que os meios tradicionais.

Para meios de cultura fabricados com sangue
demamiferos, aliteraturamostraque o tempo médio
de florescimento, a temperatura de 38°C, é
aproximadamente 24 horas.(Figura 2) Foi observado,
gue o florescimento das colbnias bacterianas em
meio de culturafabricado com sangue de tartaruga,
ocorre em cerca de quatro horas quando as placas
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s80 mantidas atemperaturaambiente (cercade 25°C),
e em seis horas quando mantidas a temperatura de
38°C em estufa bacterioldgica. (Figura 3). Nossos
resultados sugerem que o meio de culturafabricado
a partir do sangue de tartaruga possui algum fator
diferencial e estimulador de crescimento, aindan&o
identificado, para os microorganismos em questéo.

De acordo com Martins (2002) o género
Streptococcus faz parte da microbiota normal,
embora muitos deles sgjam responsaveis por uma
variedade de manifestacdes clinicas sendo
consideradosimportantes agentesinfecciosos tanto
parao homem quanto paraanimais.

Trabulsi (2002) informa que o género
Streptococcus contém um grande nimero de
espécies, algumas sendo reconhecidamente
patogénicas como Streptococcus pyogenes e
Streptococcus pneumoniae. Segundo Martins
(2002), as infecgdes mais comuns causadas por S.
pyogenes, em humanos, sao faringoamidalites,
piodermites e eripsela. S.pneumoniae é a principal
causa da pneumonia.
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Figura 2. Florescimento das col6nias bacterianas em meio
de cultura fabricado com sangue de mamifero.
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Figura 3. Florescimento das col6nias bacterianas em meio
de cultura fabricado com sangue de tartaruga.
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