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REACAO DE COAGLUTINACAO ESTAFILOCOCICA NA IDENTIFICAGAO DE
MICOPLASMAS

Jorge TIMENETSKY (1) & Melissa CURCIO (2)

RESUMO

A reagio de coaglutinagéio estafilocdcica foi utilizada como metodologia de identificagdo rapida
de micoplasmas para ser aplicada em laboratérios ndo especializados. Amostras selvagens de
micoplasmas isoladas de humanos, culturas celulares, ratos e camundongos foram identificados
através dareagio de coaglutinagio estafilocécica utilizando-se do Staphylococcus aureus produtor de
proteina A (amostra Cowan [) sensibilizado com anticorpo de coelho contra amostra padrio
micoplasma. Na identificagfo, os micoplasmas estavam em suspensiio concentrada provenientes de
4,0 ml de cultivo. Quarenta ¢ oito amostras de M.pulmonis, 6 de M. arthritidis, 8 de M.arginini,3 de
M.orale, 15 de A.laidlawii, 8 de M.hominis e 3 de M. pneumoniae foram identificadas pela
coaglutinagfo estafilocécica ¢ confirmadas pela inibi¢io de crescimento. Parimetros 6timos no
preparo do conjugado e da reagdo de coaglutinagdo foram estabelecidos; o conjugado coaglutinante
manteve-se estavel por 90 dias quando adicionado com acetilcisteina; a coaglutinagio foi visualizada
sem auxilio éptico. Os soros foram absorvidos com espécies padrdes heterélogas e com o precipitado

de caldo estéril.

UNITERMOS: Coaglutinagdo estafilocécica; [dentificagio de micoplasma.

INTRODUCAO

A reacdo de coaglutinacio cstafilocécica tem sido
proposta para a identificacdo de algumas espécies
bacterianas, virus e toxina de Escherichia coli %1% '3
17202235 Em 1979 KALUZEWSKI et al. compararam
os resultados da coaglutinagdio estafilocdcica com a
reagdo de fixagdo de complemento utilizando-se do
sonicado de algumas cepas padrées de micoplasma
para sua identificagio. MORSY et al. utilizaram-se
desta reagio como recurso adicional na evidenciagio
de aglutinagdes de M.gallisepticum com anticorpos
monoclonais.

A identifica¢do dos micoplasmas é realizada com
soros especificos, pois as provas bioquimicas sfo insu-
ficientes. Os soros contra estas bactérias sfo produzidos
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por centros de exceléncia € niio sio comercializados. A
inibigfio de crescimento ¢ uma metodologia especifica e
adcquada na caracterizagio das espécies destes micror-
ganismos, entretanto, este procedimento podera
cxtender-se por algumas semanas a partir da colheita do
material bioldgico® > & 12233,

Considerando as limitagdes na caracterizagio de
micoplasmas, propde-se aplicar a coaglutinagio esta-
filococica como alternativa de identificagfo rapida des-
tes microrganismos e torni-la vidvel para laboratorios
nilo espccializados. Serfio utilizadas algumas amostras
padrdes e selvagens de interesse humano e na pesquisa
biomédica - 2. Os resultados serfio comparados com a
inibicdo de crescimento.
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MATERIAL E METODOS

Amostras padroes de micoplasma; Acholeplasma
laidlawii* NCTC 10116, Mycoplasma arginini*
NCTC 10129, Mycoplasma orale® NCTC 10112,
Mycoplasma hominis® NCTC 10111, Mycoplasma
pneumoniae® NCTC 10119 e Mycoplasma pul-
monis® NCTC 10139, Mycoplasma arthritidis*
NCTC 10162. Espécies representantes de intercsse
em: a) culturas celulares, b) humanos, c¢) ratos e
camundongos -,

Obtengio do soro de coelho para a elaboragiio do
conjugado®>'*?*'. Os soros foram obtidos de coclhos
inoculados com amostras padrées de micoplasmas
(10° células/ml contidos em 5,0 ml de PBS) obtidos
de 500 ml de cultura ¢ emulsificado a 50% com
adjuvante completo de Freund. Os soros foram
absorvidos em aliquotas, por uma hora a tempera-
turavambiente, com os concentrados de micoplasma
das espécies heterdlogas e com o scdimento
proveniente de 500 ml de meio de cultura estéril
contido em 5,0 ml de PBS (0,5 mi de soro + 0,2 ml
do concentrado de micoplasma ou sedimento de
meio estéril). A atividade especifica dos soros
contra os micoplasmas foi verificada antes ¢ apos
a inoculagfio, através da inibigdo de crescimento
segundo a técnica descrita por CLYDE.

Cultivo e Isolamento de amostras selvagens de
micoplasma >457142323 Amostras selvagens de mi-
coplasmas foram isoladas de ratos ¢ camundongos
através lavagem traqueobrdnquica, com perfusio
de pulmio e lavagem do conduto auditivo com
perfuragio da membrana timpanica. Das culturas
celulares, os microrganismos foram isolados de 0,5
ml de suspensdo recente de cultura celular em meio
sem impedientes e ndo tripsinizado. As amostras
humanas foram obtidas do raspado dc uretra
masculina e lavado intranasal de criangas com
pneumonia. Os caldos para a cultura além dos
componentes bisicos possuiam glicose e arginina ¢
estavam contidos em tubos de ensaio com tampa
rosqueada em volumes de 4,0 mi. A alteragdo do pH
nos caldos ap6s o cultivo indicavam o crescimento
destes microrganismos. O crescimento dos mico-
plasmas em meio liquido foi confirmado obser-
vando-se as coldnias em meio sélido ¢ realizando-
se a prova da digitonina e a coloragiio de Dicnes.

Preparo do Conjugado Coaglutinante ®''. Obtido

com amostra de S.aureus, produtora de proteina A
(amostra Cowan 1), sensibilizada com soro de
coclho anti-micoplasma. A amostra do estafilococo
foi cultivada em 1,0 litro de BHI, por 24 horas a
37°C sob agitagio. A cultura foi concentrada e
lavada em PBS (pl1-7,4) a 2000 g, por 20 minutos,
44°C. Ressuspendeu-se o sedimento a 10% em PBS
(pH-7,4) com 0,5% de azida sddica. A suspensio a
10% foi estocada & 4°C até o momento da
sensibilizagdo.

Da suspensio estoque a 10% elaborou-se outra a
50%. Em 0,4 ml de soro de coelho ndo diluido adicio-
nou-se 0,2 ml de estafilococo a 50%. Para verificar as
condigdes Ofimas de sensibilizagdo do estafilococo a
temperatura ambiente, manteve-se o sistema em repouso
por 30, 60, 120 e 240 minutos. Apés a separagio do soro
¢ no scntido de adaptar melhor a metodologia, elabora-
ram-se os conjugados coaglutinantes a 0,25%, 1,25%,
2,5%, 6,25% ¢ 12,5% em solugdo de PBS (pl-7,4) com
0,5% de azida sodica ¢ mantidos & 4°C até o momento
do uso.

A reaglio de coaglutinaciio estafilocécica foi reali-
zada em liminas de vidro com 12 escavagdes. A cada
escavagio depositou-se, em partes iguais (50 ul), a sus-
pensido de micoplasma ¢ em seguida o conjugado
coaglutinante. O sistema ficou sob agita¢do branda por
10 minutos & temperatura ambiente. As rea¢des foram
observadas com e sem auxilio de lupa (40 X), ilumina-
das obliquamente pela face inferior e acompanhadas de
reacdes controle.

Dois tipos de suspensdes concentradas de mico-
plasma foram testadas. Uma era constituida pela suspen-
sdo das amostras padrdes utilizadas na inoculagfio em
coclhos (10° células/ml) ¢ a outra era constituida de
amostras padrdes e sclvagens provenientes das culturas
com 4,0 ml de caldo (10° células/ml), concentrada em
100 1l com PBS, utilizada nos procedimentos de cultivo
isolamento.

As possiveis reagOes inespecificas dos conjugados
¢/ou dos concentrados de micoplasma, foram observa-
das através das seguintes associagdes em volumes de 50
wl; a) CONJUGADO COAGLUTINANTE com: Con-
centrado de micoplasma de espécie heteréloga proveni-
ente do cultivo de 4,0 ml (volume do caldo utilizado no
isolamento de micoplasma) e 500 ml (volume de caldo
utilizado na preparagdio dc antigeno para a inoculagao
nos coelhos), soro normal e heteroimune de coelho e
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precipitado de caldo estéril. by CONCENTRADO DE
MICOPLASMA com: Soro normal de coelho, precipita-
do de caldo estéril, suspensiio de S.aureus nas concen-
tragdes de 0,25% a 12,5% e estafilococo tratado com
soro normal de coelho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os soros anti-micoplasma de coelho inibiram, res-
pectivamente, o crescimento das amostras padrdes de
micoplasma em meio sélido. Os soros oblidos antes da
imunizagdo, no demonstraram atividade inibitéria de
crescimento. Os conjugados coaglutinantes permiliram
identificar e confirmar as respectivas amostras padroes
de micoplasma quando concentrados para inoculagido
(10° ¢células/ml) nos coelhos ou provenientes do concen-
trado do crescimento em 4,0 ml (10° células/ml) de caldo
apds revelarem o consumo de glicose ou arginina. (Ta-
bela 1)

Considerou-se o conjugado coaglutinantc a 2,5%, a
condigio mais adequada para evidencia¢dio da coaglu-

TABELA 1

Amostras de micoplasma identificadas através da
Reagio de Coaglutinagio Estafilocécica

MPU MAT MAG MO AL MH
P 48+ Po* P 3* P3s

MPN
P 15* P 8* P 3+

RMPU  ++ — — — — — —
RMAT — ++ - — — — —
RMAG — — ++ — — — —
RMO — — — ++ — — —
RAL — — — — ++ — —
RMH
RMPN  — — — — — — ++

MPU- Mpulmonis; MAT- Marthritidis; MAG- M.arginini; MO- M.orale;
AL- A.laidlawii; MH- M.hominis; MPN- M.pneumoniae
RMPU/RMAT/RMAG/RMO/RALRMEIVRMPN (50 wl) : Reagentes coaglutinantes

sensibilizados com soro de coetho contra as correspondentes espécies padrdes de
micoplasima (MPU/MAT/MAG/MO/AL/MF/MPN).

P - Concentrado da respectiva amostia padrio de micoplasma (50 ) proveniente do
crescimento de 4,0 ml de (10¢ células/100pd) ou 500 mi (10° células/ml) do
respectivo caldo.

* - Namero de amostras de micoplasma identificadas do concentrado de 4,0 ml (104

celulas/1 00 (1) do respectivo caldo, provenientes de: MPU- 31 ratos e 17 camun-
dongos

MAT- 6 ratos
MAG, MO ¢ AL - cultwas celulares.
MH, MPN - uretra ¢ lavado intranasa} hianano respectivamente.
+ Evidenciagdo de coaglutinagio estafilocdcica (aproximadamente $0%).

- Auséncia de coaglutinagio estafilocoeica.

tinacio cstafilocécica (aproximadamente 90% de
coaglutinagiio) sendo evidenciada sem auxilio optico. O
conjugado a 1,25% permitiu a visualizagdo de aproxima-
damente 40% de coaglutinagdo das amostras padries
com auxilio de lupa (40X).

Verificou-se que 60 minutos de sensibilizagio do
estafilococo com o soro de coetho a temperatura ambi-
ente, foi a melhor condigiio para a evidenciagio da
reagdo. A sensibilizagdo superior a 60 minutos, nio
intensificou a reagfio ¢ nfio identificou suspensdes de
micoplasma mais diluidas.

Os conjugados coaglutinantes preparados nas con-
digdes descritas mantiveram-se cstaveis por 30 dias a
4°C ¢ ndlo apresentaram reagles inespecificas. Os con-
jugados anti-M. orale e anti-A. laidlawii apresentaram
auto-aglutinagdes apds 30 dias de estoque. A adigio de
acetilcisteina a 0,3% aumentou a estabilidade dos
reagentes por 90 dias'.

Ap6és a padronizagfio da metodologia, iniciaram-se
as identificagdes das amostras selvagens a partir do
concentrado de cultivo de 4,0 ml em caldo.

Quarenta e oito amostras de M.pulmonis foram
identificadas do lavado traqueobrdnquico de ratos e
camundongos ¢ 6 amostras de M.arthritidis foram
identificadas do lavado de ouvido de ratos (Tabela 1).
Do ouvido de 4 ratos caracterizou-se a presenca simul-
tanca de M.pulmonis ¢ M.arthritidis °.

Os respectivos conjugados coaglutinantes foram
portanto capazes de identificar micoplasmas de espécies
diferentes contidos em 4,0 ml em cultura mista.

Trés amostras de M.orale, 8 de M.arginini ¢ 15 de
A.laidlawii foram identificados de culturas celulares.
Trés amostras de M.pneumoniae e 8 amostras de
M hominis foram caracterizadas do lavado intranasal e
raspado de uretra humana respectivamente (Tabela 1).

Todas as amostras selvagens de micoplasma
identificadas pela reagiio de coaglutinagio estafiloco-
cica foram confirmadas quanto & espécie na prova de
inibicdo dc¢ crescimento pelos soros dos coelhos.

v KALUZEWSKI et al. em 1979, utilizaram basicamente

o lisado de micoplasmas, volumes maiores de cultura e
arcagdo de fixagdo do complemento na identificagio de
micoplasmas revelou reagdes cruzadas.

A reagio de coaglutinagfo estafilocdcica na identi-
ficagdo dos micoplasmas envolvidos, apresentou-se
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especifica e foi confirmada pela inibi¢8o de crescimen-
to. A metodologia utilizada mostrou-se rdpida e de fécil
execugdo com a utilizagdo de aparelhos e reagentes
acessiveis para laboratérios clinicos e de apoio a pesqui-
sa ndo especializados.

SUMMARY

Staphylococcal coagglutination for mycoplasma
identitication

Staphylococcal Coagglutination was used as
method for a rapid identification of mycoplasmas that
could be performed by non specialized laboratories.
Suspensions of Staphylococcus aureus (Cowan I) sen-
sitized with rabbit antibodies against NCTC myco-
plasma strains have identified these microorganisms and
the strains isolated from humans, cell cultures rats and
mice in concentrated suspensions from cultures of 4.0
ml. Fourty eight strains of M.pulmonis, 6 of M.
arthritidis, 8 of M.arginini, 3 of M.oorale, 15 of
A.laidlawii, 8 of M.hominis and 3 of M. pneumoniae
were identified by staphylococcal coagglutination and
confirmed by Growth Inhibition Test. Optimal param-
eters of coagglutination were estabilished and the stabil-
ity of the conjugates were preserved for 90 days when
added with acetyl cistein. The reaction was visualized
without optical resources. The sera were previously
absorved with heterologous NCTC strains and with the
pellet of the steril broth.
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