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RESUMO: Foram estudadas 73 cepas de Staphylococcus aureus que apresentaram resisténcia a
oxacilina e/ou cefoxitina na metodologia convencional e automagé&o, isoladas no Hospital Universitario
de Santa Maria no ano de 2008. O perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos foi avaliado através
da difusdo do disco e automagdo. Para o antimicrobiano vancomicina, foi realizada também a
metodologia de microdiluicdo em caldo. Os isolados clinicos apresentaram resisténcia superior a 75%
aos agentes B-lactdmicos, macrolideos, aminoglicosideos, lincosamidas e quinolonas e sensibilidade de
73,97% ao sulfametoxazol-trimetoprima. Houve 100% de sensibilidade & linezolida, daptomicina e
vancomicina. Na deteccdo dos MRSA, o disco de oxacilina detectou um numero maior de cepas
resistentes comparado ao de cefoxitina. A automagéo teve desempenho equivalente ao disco de
oxacilina. A associacdo de duas metodologias, automagéo e disco de oxacilina, pode constituir uma
boa alternativa a ser adotada na rotina laboratorial.

Descritores: Staphylococcus aureus; Oxacilina; Cefoxitina.

ABSTRACT: We studied 73 strains of Staphylococcus aureus that presented resistance to oxacillin and
cefoxitin in the conventional methodology and automation, isolated at the University Hospital of Santa
Maria in 2008. The sensitivity profile to antimicrobials was valued by disc diffusion (DD) and automation
(Au). For the antibiotic vancomycin, the methodology of microdilution in broth was also done. The clinical
isolates presented resistance superior to more than 75% B-lactam agents, macrolides, aminoglycosides,
lincosamides and quinolones and sensibility of 73.97% to trimethoprim-sulfamethoxazole. There was
100% of sensibility to linezolid, daptomycin, and vancomycin. In the detection of MRSA, the oxacillin
disc detected a greater number of resistant strains compared to cefoxitin. The automation had
performance equivalent to the oxacillin disc. The combination of both methodologies, automation and
oxacillin disc, can be a good alternative to be adopted in routine laboratory.

Descriptors: Staphylococcus aureus; Oxacillin; Cefoxitin.
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Introducéo

Staphylococcus aureus é um patégeno que se destaca por sua facilidade de propagacéo,
principalmente no ambiente intra-hospitalar, relacionada a aquisicdo de resisténcia aos
antimicrobianos.! Normalmente, coloniza a pele, as fossas nasais e o intestino dos seres
humanos.? Sua importancia clinica decorre da capacidade de causar varios tipos de infecgoes
como foliculites, furtinculos, impetigo, até infecgdes sistémicas potencialmente fatais.?

A partir da década de 60, o uso frequente das penicilinas penicilinase-estaveis, como a
meticilina e a oxacilina, no tratamento das infecgdes estafilococicas, favoreceu o surgimento
de cepas resistentes a estes antimicrobianos, denominadas Staphylococcus aureus resistente
a oxacilina/ meticilina (oxacillin-resistant Staphylococcus aureus — ORSA / methicillin-resistant
Staphylococcus aureus - MRSA).3 Os ORSA/MRSA geralmente apresentam resisténcia
estendida a todos os antimicrobianos B-lactamicos*® e foram primeiramente reconhecidos
como patdgenos hospitalares. Entretanto, nos Ultimos anos, eles emergiram em infeccbes
comunitarias.’

Dois tipos de resisténcia & oxacilina podem ser observados em S. aureus, estando
envolvidos trés mecanismos. A resisténcia classica, ou intrinseca, € determinada pela
presenca do gene mecA localizado no cromossomo bacteriano. Esse gene é responsavel pela
sintese de proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) alteradas, conhecidas como PBP2a ou
PBP2’, que ao substituirem outras PBPs na membrana acabam conferindo baixa afinidade
tanto a oxacilina, quanto a outros antimicrobianos B-lactamicos.*%’ O outro tipo de resisténcia
é a borderline, ou intermediaria, é mais rara e ocorre quando cepas de S. aureus que
apresentam sensibilidade reduzida ou sensibilidade borderline a meticilina/oxacilina
(Borderline Oxacillin-Resistant Staphylococcus aureus - BORSA) produzem uma grande
quantidade de B-lactamases tipo A.8 Resisténcia borderline pode ocorrer também devido as
modificacdes nas PBPs 1, 2 e 4 (Modified Penicillin-Binding Protein Staphylococcus aureus -
MODSA).89

As opgOes terapéuticas nas cepas com sensibilidade borderline sdo mais amplas, pois
normalmente n&o existe resisténcia cruzada a outros B-lactdmicos® (carbapenémicos e
cefalosporinas — com excegdo das novas cefalosporinas as quais possuem atividade anti-
MRSA, que s&o a ceftarolina e ceftobiprole). Esta auséncia de resisténcia cruzada é consenso
para os MODSA;%? porém para os BORSA ocorre divergéncia de interpretacéo, podendo ser
considerada ausente® e ou presente.® A possibilidade de ocorrer multipla resisténcia aos
antimicrobianos ndo B-lactdmicos é rara para os BORSA e ausente para os MODSA.8° A
vancomicina ¢ a terapia de escolha para infeccdes graves causadas pelos MRSA,2 uma vez
que a multirresisténcia dessas cepas limita as alternativas terapéuticas e exige um maior
tempo de tratamento clinico.> No entanto, ja existem relatos de cepas que apresentaram
suscetibilidade reduzida a este glicopeptideo.

Com o conhecimento desses trés mecanismos associados a esse tipo de resisténcia,
houve uma redefini¢do, sendo, desde 2010, definidas como MRSA/ORSA todas as cepas de
S. aureus que expressam o gene mecA e outros mecanismos conhecidos como BORSA e
MODSA que vao conferir resisténcia a oxacilina.'

O objetivo desse estudo foi avaliar as metodologias de difusdo do disco com oxacilina e
cefoxitina e sistema automatizado na detecgdo das cepas de S. aureus resistentes a
meticilina, bem como o perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos, no Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM).



Material e métodos

Foram selecionadas, durante o ano de 2008, 73 cepas de S. aureus que apresentaram
resisténcia a oxacilina e/ou cefoxitina pelo método de difusdo do disco (DD) e/ou automagéo (Au)
(MicroScan® - Siemens) provenientes de diferentes isolados clinicos de pacientes atendidos ou
internados no HUSM.

Avaliacdo da sensibilidade a oxacilina/cefoxitina: Teste da difus&o do disco: Foi realizado de
acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 20082 com os discos de oxacilina
(1ug) e cefoxitina (30 pg). Apos 24 horas de incubagdo a 35°C + 2°C, efetuou-se a leitura do
didmetro do halo de inibicdo do crescimento. Foram classificadas como sensiveis as amostras que
apresentavam halos = 13mm para o disco de oxacilina e = 22mm para o de cefoxitina. Estas
amostras foram classificadas como resistentes quando apresentavam halos de sensibilidade
menores que os citados. ™2

As cepas ficaram armazenadas em caldo triptona de soja com 15% de glicerol a -20 °C, até o
ano de 2010, quando foram novamente ativadas. Seus perfis de sensibilidade foram reavaliados
utilizando o novo painel langado pela Siemens (Painel Combo gram-positivos - PC 29) do aparelho
MicroScan, sistema autoSCAN®. Os resultados foram interpretados segundo os critérios
estabelecidos pelo CLSI2010.

Devido ao fato de nao ter ocorrido mudanga nos critérios de interpretacéo entre o CLSI 2008 e
o CLSI 2010, no que se refere aos didmetros dos halos para os discos de oxacilina/cefoxitina, a
analise comparativa das metodologias pode ser efetuada. 1213

A determinacdo da CIM para a vancomicina, no ano de 2010, foi realizada por metodologia
automatizada, onde as concentragdes desse antimicrobiano variaram de 32 a 0,25 pg/mL e pelo
método convencional de determinacéo da concentracéo inibitoria minima (microdiluicdo em caldo),
com concentragdes de 256 a 0,25 pg/mL.™ Os resultados obtidos nas duas metodologias foram
interpretados conforme CLSI2010."

Para controle dos testes de sensibilidade foram utilizadas as cepas de S. aureus ATCC 29213,
S. aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 51299.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), sob nimero 0117.0.243.000-08.

Resultados

Das 73 cepas estudadas, 18 (24,6%) foram provenientes da Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
adulto, seguida do setor de pneumologia com 16/73 (21,9%) e Pronto Atendimento (PA) adulto com
10/73 (13,7%). As demais cepas, 29/73 (39,8%), foram isoladas de outras unidades hospitalares.

Em relagdo ao espécime clinico, observou-se que os maiores isolamentos 17/73 cepas (23,3%)
provieram de secregdo traqueal, seguida de escarro e secregdes em geral com 14/73 (19,2%) cada.
Foram incluidas como secrecbes em geral: secregbes de escara, de membros inferiores, de
gastrostomia e de ferida operatoria.

Nas Tabelas 1 e 2 encontram-se os perfis de sensibilidade das cepas frente aos antimicrobianos,
utilizando automagdo e difusdo do disco, respectivamente. Os antimicrobianos listados foram
classificados de acordo com o CLSI 20102 nos grupos: A (primeira escolha, testados e reportados na
rotina); B (primeira escolha, testados e reportados seletivamente, agentes importantes
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principalmente em infecgdes nosocomiais); C (suplementares e reportados seletivamente, agentes
alternativos quando ocorrem cepas resistentes a varias drogas priméarias); O (outros n&o

rotineiramente utilizados) e Inv. (em investigacao).

Tabela 1 - Perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos das 73 cepas de S. aureus utilizando
automagéo (MicroScan® — Siemens) de acordo com os breakpoints do CLSI 2010.

Antimicrobiano (*) Sensivel Intermediario Resistente Total
n (%) n (%) n (%) n (%)
Ampicilina (O) ) ) 73 (100) 73 (100)
Penicilina (A) 73 (100) 73 (100)
Oxacilina (A) 8(10,96) 65 (89,04) 73 (100)
Amoxicilina - acido clavulanico (O) 9(12,33) 64 (87,67) 73 (100)
Ceftriaxona (O) 9(12,33) 64 (87,67) 73 (100)
Meropenem (O) 9(12,33) 64 (87,67) 73 (100)
Ampicilina - Sulbactam (O) 10 (13,70) 63 (86,30) 73 (100)
Cefazolina (O) 10 (13,70) 63 (86,30) 73 (100)
Imipenem (O) 10 (13,70) 63 (86,30) 73 (100)
Clindamicina (A) 15 (20,55) 58 (79,45) 73 (100)
Eritromicina (A) 14 (19,18) 1(1,37) 58 (79,45) 73 (100)
Gentamicina (C) 16 (21,92) 1(1,37) 56 (76,71) 73 (100)
Levofloxacina (C) 16 (21,92) 1(1,37) 56 (76,71) 73 (100)
Rifampicina (B) 40 (54,79) 1(1,37) 32 (43,84) 73 (100)
Sulfametoxazol - Trimetoprima (A) 54 (73,97) 19 (26,03) 73 (100)
Daptomicina (B) 73 (100) ) 73 (100)
Linezolida (B) 73 (100) ) ) 73 (100)
Vancomicina (B) 73 (100) ) ) 73 (100)
(*) Grupo a que pertence o antimicrobiano segundo o CLSI 2010
Tabela 2 - Perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos das cepas de S. aureus utilizando a
metodologia de difusdo do disco de acordo com os breakpoints do CLSI 2008.
Antimicrobiano(*) Sensivel Intermediario Resistente Total (%)
n (%) n (%) n (%)
Oxacilicina (A) 34,11 1(1,37) 69 (94,52) 73 (100)
Cefoxitina? 8(10,95) ) 65 (89,05) 73 (100)
Azitromicina (A) 10 (14,08) 61 (85,92) 71 (100)
Clindamicina (A) 12 (16,44) 61 (83,56) 73 (100)
Teicoplanina (Inv.) 64 (96,97) 2(3,03) 66 (100)
Tigeciclinab 71(98,61) 1(1,39) 72 (100)
Vancomicina (B) 65 (100) ) 65 (100)
Saide (Santa Maria), w37, n 1, p- 2330, (¥} Grypo a que pertence o antimicrobiano segundo o CLSI 2008.

2011.

Avaliagdo de metodologias para a detecgao de cepas
de Staphylococcus aureus resistentes & meticilina
(MRSA) e andlise do perfil de sensibilidade frente aos

antimicrobianos em um hospital terciario

26 ISSN 2236-5834

a Cefoxitina & agente antimicrobiano para predi¢ao de resisténcia dos estafilococos mediada pelo gene mecA. O
teste com disco de cefoxitina tem a finalidade de detectar a resisténcia a oxacilina € ndo a propria cefoxitina.
Conforme o didmetro deve-se relatar como resistente ou sensivel a oxacilina. (CLSI, 2008; Mimica, 2007)."?

b O antimicrobiano tigeciclina ndo possui halo na listagem do CLSI (2008), entretanto foi aprovado pelo Food and
Drug Administration (FDA) em junho de 2005, o qual definiu seus breakpoints.'®



A partir dos resultados dos perfis de sensibilidade obtidos através das metodologias de
DD e Au, determinamos diferentes perfis ao associar e comparar as metodologias (Tabela 3).

Tabela 3 - Perfis de sensibilidade frente a cefoxitina e oxacilina das 73 cepas de S. aureus pelas
metodologias de difus&o do disco e automagao.

Perfil Au Total (%)
OXA CFO OXA

| R R R 73 (100)

[ R R S 73 (100)
i R S R 71 (100)
\Y S S R 73 (100)
v R S S 66 (100)
Vi | R S 72 (100)
VI NT R R 65 (100)

S = Sensivel; | = Intermediério; R = Resistente; NT = N&o Testado

Na Tabela 4, encontram-se as frequéncias das CIM para a vancomicina das 73 cepas do nosso
estudo.

Tabela 4 - Frequéncia das Concentragdes Inibitdrias Minimas para vancomicina nas 73 cepas de S.
aureus pela Microdiluicdo em Caldo e pela Automagdo (MicroScan® — Siemens).

CIM MDC Au
n (%) n (%)
0,25 pg/mL (S) 4(5,5%) -
0,5 ug/mL (S) 11 (15,1%) -
1 pg/ml (S) 43 (58,9%) 52 (71,2)
2 ugimL (S) 15 (20,5%) 21(28,8)

Discussao

S. aureus meticilina resistente (MRSA) tornou-se o maior problema clinico e epidemiolégico
na Ultima década,® estando envolvido em infecgbes nosocomiais e comunitarias encontrando-
se espalhado em todo o mundo." Este fato levou ao uso em excesso dos glicopeptidios,
especialmente a vancomicina e, com isso, surgiram cepas de S. aureus resistentes a
vancomicina (Vancomycin-resistant S. aureus- VRSA)."® Por essa razdo, é importante utilizar na
rotina uma metodologia rapida, mas com acuracia na detecgdo dos MRSA.

A UTI adulto foi a unidade hospitalar que mais contribuiu para os isolados de MRSA do
nosso estudo, com 24,6% (18/73), seguido do setor de pneumologia com 21,9% (16/73) € o
PA adulto com 13,7% (10/73).

A aquisicdo de infeccdo por MRSA caracteriza um evento importante, pois aumenta a
morbimortalidade dos pacientes e a prevaléncia desse microrganismo em UTI é variavel.®20
Um estudo realizado em um hospital de Sao Paulo, em 2007, encontrou uma taxa de 70% de
MRSA em UTI.2" Ja em 2008, em um laboratério de Uruguaiana (RS), foram isolados 18% de
MRSA em UTI.%
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O uso prévio de antimicrobianos é um fator de risco para o desenvolvimento de
pneumonia por microrganismos potencialmente resistentes, como os MRSA,% os quais tém
emergido como um dos principais agentes causadores desta patologia.’® Em nossa pesquisa,
secrecao traqueal e escarro foram os espécimes clinicos onde houve o maior percentual de
isolamento de cepas MRSA, totalizando 42,5%.

A resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos tem sido uma caracteristica das
cepas de MRSA hospitalares, o que pode levar a falha terapéutica em virtude da dificuldade
de se encontrar a antibioticoterapia ideal. 162425

Nas Tabelas 1 e 2, podemos observar que, além dos altos indices de resisténcia aos
agentes pB-lactdmicos, houve resisténcia a outras classes de antimicrobianos como:
macrolideos, aminoglicosideos, lincosamidas e quinolonas, apresentando taxas de resisténcia
superiores a 75%. Frente a levofloxacina, apenas 21,92% das cepas foram sensiveis (Tabela
1), dado esse que esta de acordo com um estudo anterior, realizado no mesmo nosocémio,
por Tizzotti et. al., em 2010, onde foi encontrada uma taxa de sensibilidade frente a
levofloxacina de 36,7% em cepas S. aureus resistente a oxacilina. 2 Esse indice encontrado é
preocupante pela relevancia que este antimicrobiano tem na terapia de infecgdes do trato
respiratério.

Por outro lado, as cepas do nosso estudo apresentaram sensibilidade de 73,97% (54/73)
ao sulfametoxazol-trimetoprima (Tabela 1). Resultado semelhante foi encontrado por Vilela,
em 2004, no Hospital Universitario Oswaldo Cruz, em Pernambuco, onde a sensibilidade ao
sulfametoxazol-trimetoprima nas cepas de MRSA estudadas foi de 73,6%.2 Além disso,
também verificamos significativa sensibilidade aos antimicrobianos teicoplanina (96,97%),
tigeciclina (98,61%). Todas as cepas foram sensiveis a daptomicina, linezolida e vancomicina
(100%).

Avaliando-se os perfis de desempenho dos discos de oxacilina e cefoxitina e da oxacilina
no método automatizado (Tabela 3), verificou-se que a maioria dos isolados clinicos
estudados (79,5%- 58/73) foi resistente nos trés testes efetuados para a detec¢éo das cepas
MRSA (perfil 1). Trés cepas foram detectadas somente pela automagao, isto é, sensiveis aos
discos de oxacilina e cefoxitina, e duas foram detectadas apenas pelo disco de oxacilina.
Portanto, neste estudo a automagéo apresentou desempenho equivalente ao disco de
oxacilina.

Apesar do CLSI recomendar o uso da cefoxitina para predizer a resisténcia a oxacilina
em S. aureus™ no presente estudo a cefoxitina ndo se mostrou superior a oxacilina (DD e Au).
A partir de 2004, o CLSI tem recomendado que o disco de cefoxitina deve ser preferido ao de
oxacilina na deteccdo da resisténcia mediada pelo gene mecA, pelo fato dele possuir maior
capacidade de indugdo na expressdo da PBP2a do que a oxacilina.”-'6% Swenson e
colaboradores, em 2005, encontraram desempenho equivalente com os discos de cefoxitina,
oxacilina e microdiluicdo em caldo com oxacilina.?? Kaiser e colaboradores, em 2010, em um
estudo realizado em um hospital de Vitéria (ES), obtiveram 100% de especificidade e
sensibilidade com DD de oxacilina e cefoxitina e CIM com o teste de diluicdo em &gar; no
sistema automatizado (Microscan Walkaway), a sensibilidade foi de 92,9% e 85% de
especificidade.?

O CLSI, em 2009, excluiu o teste de DD para vancomicina para S. aureus, pois ele ndo
diferencia os isolados sensiveis dos intermediarios, passando a preconizar apenas a MDC
para a determinagdo da CIM para a vancomicina.®® A sensibilidade a vancomicina nas cepas



estudadas, foi de 100% na Au e MDC. De acordo com a Tabela 4 verificamos que a CIM mais
frequente nos dois métodos foi de 1 pg/mL e que 73 (100%) das cepas apresentaram
resultados iguais em ambos os métodos. No entanto, é de conhecimento que as técnicas
microdilucionais apresentam erro intrinseco de +1 diluigao.*’

Consideragdes finais

A escolha da melhor metodologia fenotipica para a deteccdo dos MRSA permanece
controversa.'® Neste estudo, o disco de oxacilina foi superior ao disco de cefoxitina na
deteccéo da resisténcia a oxacilina em S. aureus. Embora os resultados obtidos pela difuséo
do disco com oxacilina e pela automagédo tenham sido bastante concordantes, o uso
associado desses dois métodos corrobora para uma melhor deteccao dessa resisténcia.
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