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RESUMO

Os estafilococos coagulase negativa (ECN) tém sua patogenicidade cada vez mais reconhecida. Além das infecgdes
relacionadas aos dispositivos implantados, participam como agentes etioldgicos em diversas infec¢des. A emergéncia de
cepas resistentes a meticilina/oxacilina reduz as op¢des terapéuticas, pois sdo resistentes a todos os a-lactdmicos e as
combinagdes de a-lactdmicos/inibidores de 4-lactamase. Nesse contexto, diversos métodos tém sido empregados para a
deteccdo da resisténcia a meticilina/oxacilina em ECN. No presente estudo avaliou-se 50 isolados de ECN resistentes a
oxacilina. Staphylococcus epidermidis foi a espécie mais isolada 30 (60%), sendo o sangue o espécime clinico prevalente
19(38%) e a pediatria a unidade com o maior percentual de isolamentos 14 (28%). Estas cepas apresentaram elevado perfil
de resisténcia sendo que 62% delas mostraram-se sensiveis apenas a vancomicina, teicoplanina e tigeciclina. O método
“screening” com agar oxacilina detectou a resisténcia em todos isolados. Os discos de oxacilina 1 ig e cefoxitina 30 ig ndo

detectaram somente em dois isolados cada.
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SUMMARY

Coagulase-negative staphylococci (CNS) have their pathogenicity increasingly recognized. Apart from infections related
to implanted devices, they are etiological agents involved in various infections. The emergence of methicillin/oxacillin
resistant CNS strains reduces treatment options, because they are resistant to all a-lactams and combinations of a-lactams/
a-lactamase inhibitors. In this context, several methods have been employed to detect methicillin/oxacillin resistance in
CNS. In this study we evaluated 50 isolates of oxacillin-resistant CNS. Staphylococcus epidermidis was the species most
often isolated (30, 60%), blood being the prevalent clinical specimen (19, 38%), and the pediatric unit with the highest
percentage of isolates (14, 28%). These strains showed a high resistance profile and 62% of them were sensitive only to
vancomycin, teicoplanin and tigecycline. The agar screening method detected oxacillin resistance in all isolates, and the
disks of 1 mg oxacillin and cefoxitin 30 ig failed to detect it only in two isolates each.
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INTRODUCAO

Os estafilococos coagulase-negativa (ECN) constituem um
dos microrganismos mais comumente isolados no laboratério de
bacteriologia. Fazem parte da flora normal da pele e mucosas e em
certas ocasides podem ser somente contaminantes em uma amostra.

Porém, ndo ha duvida de que eles causam infec¢des severas,

principalmente em pacientes hospitalizados. Por isso, as
infecgdes freqiientemente resultam da introducdo desses
microrganismos em locais previamente estéreis, apds traumas,
abrasdo da pele ou mucosas ou durante procedimento cirdrgico.

A ocorréncia de infecgcdes nosocomiais causadas por
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estafilococos ¢ considerada um importante problema de saude
publica pelo numero restrito de antimicrobianos efetivos no seu
tratamento. A avaliacdo da sensibilidade a agentes antimicrobianos
em isolados hospitalares e comunitarios tem contribuido para o
entendimento da distribuigdo e transmisséo da resisténcia e ajudado
na seleg@o da terapia antimicrobiana apropriadas.

Dentre os ECN, os mais freqiientes sdo Staphylococcus
epidermidis seguido por Staphylococcus haemolyticus. Alguns
trabalhos citam o S. epidermidis como a espécie prevalente nas
bacteriemias, representando 74% a 92% dos isolamentos dos
pacientes com processos infecciosos adquiridos no ambiente
hospitalar. O S. haemolyticus tem sido associado a varias infecgdes
como endocardites em valvulas naturais, septicemias, peritonites,
infecgdes do trato urinario, feridas, infec¢des nos ossos e
articulac;f)esA'S'8

Os ECNs vém apresentando taxas elevadas de resisténcia a
oxacilina, que variam de 66% a 93%, principalmente em hospitais
terciarios e/ou de ensino. Por este motivo, atualmente sido
reconhecidos como microrganismos essencialmente oportunistas,
que se provalecem de inumeras situagdes organicas para produzir
infecgdes l(grz;wesz'g'A"S'()'7

Varios métodos de detecgdo da resisténcia a oxacilina tém
sido estudados, ja que a expressdo fenotipica desta resisténcia é
usualmente heterogénea. A difusio com disco de oxacilina 1 ig tem
sido o método tradicionalmente utilizado na rotina no “screening”
da resisténcia a meticilina/oxacilina neste grupo de bactérias.
Porém, recentemente, a boa acuracia do disco de cefoxitina 30 ig
para a deteccdo da resisténcia a meticilina/oxacilina tem sido
reportada. Assim, o Clinical and Laboratory Standards Institute/
National Comittee for Clinical Laboratory Standards (CLSI/
NCCLS), tem recomendado que o teste com disco de cefoxitina
seja o método de preferéncia para testar ECN, pois possui
especificidade maior e sensibilidade equivalente ao teste do disco
de oxacilina, além de ser um forte indutor de sistema regulatorio
meCA&‘), 10, 11, 12.

Os estafilococos sdo resistentes a oxacilina por trés
mecanismos: producdo exagerada de a-lactamase, modificacdo das
proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs), presentes na parede
celular desses microrganismos e pela presenca de uma nova
proteina na parede celular denominada penicillin-binding protein
(proteina ligadora de penicilina) 2a, ou 2’ (PBP2a ou PBP2’). Este
ultimo mecanismo ¢ o mais importante nas cepas que sao
rotineiramente isoladas no laboratério. O gene mecA ¢ o
responsavel pela sintese da PBP2a e a resisténcia fenotipica a
oxacilina é extremamente varidvel dependendo da expressao desse
gene. As cepas que tém esse mecanismo apresentam uma
heterogeneidade dentro da coldnia. Isto significa que uma
porcentagem muito baixa dos clones dentro da coldnia séo
resistentes enquanto que o resto da populagdo ¢ sensivel. Isso
ocorre porque todas as células carregam o gene mecA, marcador

genotipico, porém nem todas expressam fenotipicamente sua
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resisténcia da mesma forma. E muito importante detectar de
forma eficiente os microrganismos resistentes dentro dessa
populacdo causadora da infec¢do porque se o paciente ¢ tratado
com oxacilina, as cepas resistentes irdo persistir no sitio da
infecc;?lol'&”'13

O CLSI recomenda a diferenciagio entre S. aureus e
ECN, o que pode ser feito pelo teste da coagulase. Entre os
ECN este instituto recomenda que seja identificado o S.
saprophyticus em isolados da urina e ndo efetuar o antibiograma
porque as infec¢des respondem a concentracdes alcancadas
na urina pelos agentes antimicrobianos normalmente usados
para tratar infecgdes agudas, ndo complicadas do trato urinario
(ex., sulfametoxazol-trimetoprim, nitrofurantoina ou uma
fluorquinolona). Também se deve identificar outro SCN, o S.
lugdunensis, um patdgeno incomum, mas que pode causar

endocardite. Um teste simpldrio para esta diferenciacdo é a
pirrolidonil-a-naftilamida (PYR) - (S. lugdunensis é PYR+)8'9.
Também ¢ necessario recordar que todas as cepas de

estafilococos que sdo resistentes a oxacilina devem ser

informadas como resistentes a todos os a-lactimicos e as

combinag¢des de a-lactdmicos com inibidores de a-
lactamases

Nesse estudo, avaliou-se a prevaléncia, os perfis de
sensibilidade e o desempenho dos discos de cefoxitina 30i g,
oxacilina lig e o agar screening oxacilina para a detecgdo de
ECN resistentes a oxacilina em cingiienta (50) cepas isoladas
do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM).

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 50 (cinqiienta) amostras de ECN
resistentes a meticilina/oxacilina coletadas prospectivamente
e consecutivamente no Laboratdrio de Analises Clinicas do
Hospital Universitario de Santa Maria (LAC-HUSM) no
periodo de janeiro a maio de 2008. Os isolados foram
provenientes de pacientes hospitalizados, de amostras clinicas
diversas, tais como sangue, liquor, urina, ponta de cateter,
ferida operatoria, entre outros. No LAC do HUSM as amostras
foram identificadas utilizando-se a automacdo (MicroScan —
DADE — Behring®). O Teste de Sensibilidade Antimicrobiana
(TSA) foi realizado através do painel para Gram-positivos
(automagdo) e pelo método de disco difusdo (Kirby-Bauer),
com a disposicdo dos discos facilitando a visualizacdo de
possivel achatamento de halo entre clindamicina e
azitromicina, permitindo, assim a detec¢@o de resisténcia
induzivel a clindamicina (Teste D).

ATabela 1 mostra a listagem dos antimicrobianos testados
e o grupo ao qual fazem parte, segundo CLSI 2008: grupo A

(primeira escolha, testados e reportados na rotina); grupo B
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(primeira escolha, testados e reportados seletivamente, agentes
importantes principalmente em infec¢des nosocomiais); grupo C

(suplementares e reportados seletivamente, agentes alternativos

quando ocorrem cepas resistentes a varias drogas primarias);
grupo U (testados em isolados de urina); grupo O (outros ndo

rotineiramente utilizados) e grupo Inv. (em investigacao).

Tabela 1 — Listagem dos Antimicrobianos testados neste estudo com as metodologias Automagio e Kirby-Bauer e os respectivos

grupos a que os antimicrobianos fazem parte

Metodologia Automagio Metodologia Kirby-Bauer
Antimicrobiano Grupo Antimicrobiano Grupo
Amoxicilina/Acido Clavulanico (0] Azitromicina A
Ampicilina/Sulbactam o Clindamicina A
Ampicilina (0] Teicoplanina Inv.
Cefazolina o Tigeciclina *)
Ceftriaxona o Vancomicina B
Ciprofloxacina C Oxacilina A
Clindamicina A Cefoxitina (**)
Eritromicina A

Gentamicina C

Levofloxacina C

Nitrofurantoina 0]

Norfloxacino U

Oxacilina A

Penicilina A

Rifampicina B

Sinercid C

Sulfametoxazol/Trimetoprima A

Vancomicina B

* O antimicrobiano tigeciclina ndo possui halo na listagem
do CLSI (2008); foi aprovada pelo Food And Drug Administration
(FDA) em junho de 2005

** Cefoxitina ¢ agente antimicrobiano para predi¢do de
resisténcia dos estafilococos mediada pelo mecA. O teste com
disco de cefoxitina 30 ig tem a finalidade de detectar a resisténcia
a oxacilina e ndo a propria cefoxitina. Conforme o didmetro deve-
se relatar como resistente ou sensivel a oxacilina

Apos este “screening” as cepas de ECN foram encaminhadas
ao Laboratdrio de Bacteriologia do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicoldgicas (DACT) do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS), prédio 26, sala 1201, onde se procedeu a identificagdo
convencional através da coloragdo de Gram, teste da catalase e
teste da coagulase em tubo. As cepas foram armazenadas em TSB
(Tryptone-Soy Broth) 15% de glicerol, & -20°C.

Os isolados foram analisados, através dos testes com disco
de cefoxitina 30ig, disco de oxacilina lig em placas de dgar Mueller
Hinton, inoculadas com uma suspenso equivalente a escala 0,5
de McFarland do ECN isolado clinico. As placas foram incubadas
a 35°C por 24h e as zonas de inibi¢do de crescimento foram
medidas e classificadas em Sensiveis e Resistentes segundo os
tamanhos dos halos referidos pelo CLSI 2008.

Procedeu-se também ao teste com agar oxacilina Probac®

(4gar Mueller Hinton com 4% de NaCl e 6ig de oxacilina por mL),
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meio de triagem de resisténcia, no qual inoculou-se uma
suspensdo equivalente a escala 0,5 de McFarland do ECN
isolado clinico. Incubou-se a 35°C por 24/48hs; qualquer
crescimento foi interpretado como resultado positivo para
ECN, isto &, reportado como resistente a oxacilina/meticilina.

Todos os testes foram realizados em duplicata e o
controle de qualidade dos discos foi feito utilizando-se a cepa
ATCC n° 25923 de S. aureus.

RESULTADOS

Dos 50 (cinqiienta) isolados analisados neste estudo,
pode-se estabelecer VI (seis) perfis de sensibilidade a partir
dos testes de disco-difusio, o que esta representado na Tabela
2.

O teste de screening com agar oxacilina mostrou-se
positivo para todos os isolados testados. Nao foi necessaria a
incubagdo por 48hs, pois todos os isolados apresentaram
crescimento em 24horas.

Apositividade encontrada para o Teste D foi de 6 (12%)
dos isolados, e destes, 5 (10%) apresentaram o perfil I de
resisténcia, ou seja, mostraram-se sensiveis apenas a

vancomicina, teicoplanina e tigeciclina.
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Tabela 2 — Perfis de Sensibilidade dos 50 (cingiienta) isolados de ECN no LAC HUSM no periodo de janeiro a maio de 2008 pelo

método de difusdo em disco

PERFIL VC TEC TGC CLI AZI CFO OXA n (%)
I S S S R R R R 31 (62)
I S S S S S R R 10 (20)
I S S S S R R R 6 (12)
\Y S S S R R R S 1(2)

\Y% S S S S S S R 1(2)

Vi S S S S S S S 1(2)
Total 50 (100)

VC = vancomicina. TEC = teicoplanina. TGC =tigeciclina. CLI = clindamicina. AZI = azitromicina. CFO = cefoxitina. OXA =

oxacilina.

A Tabela 3 demonstra a distribui¢do conforme as espécies isoladas neste estudo. A identificagdo foi obtida pelo sistema de
automacdo (MicroScan — DADE — Behring®).

Tabela 3 — Distribui¢io dos 50 ECN isolados de pacientes atendidos no HUSM no periodo de janeiro a maio de 2008 de acordo com

as espécies isoladas

Espécie Numero de Amostras (n) Percentual (%)
Staphylococcus epidermidis 30 60
Staphylococcus sp. 14 28
Staphylococcus haemolyticus 5 10
Staphylococcus saprophyticus 1 2

Total 50 100

O Grafico 1 a seguir mostra a distribui¢ao dos 50 isolados de ECN provenientes de pacientes atendidos no HUSM no periodo

de janeiro a maio de 2008, avaliados conforme o espécime clinico.

Biormateriais ™
18%

Sangue 38%

Secrecdes em
geral **
18%

Dwgtros * Liguor 10%
16%

Gréfico 1 — Percentual de ECN isolados de acordo com o Espécime Clinico
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* Qutros: urina, escarro, liquido dialise, lavado broncoalveolar.
** Secregdes em geral: feridas operatorias, escara sacral, abscessos.

*** Biomateriais: cateteres, cAnulas/tubos orotraqueais, pontas de drenos.

A distribuigdo dos isolados de ECN resistentes a oxacilina/meticilina em relagéo as unidades hospitalares pode ser observada na
Tabela 4.

Tabela 4 — Distribui¢io dos 50 (cinqiienta) isolados ECN provenientes de pacientes atendidos no HUSM no periodo de janeiro a maio

de 2008 de acordo com as Unidades Hospitalares

Unidades Hospitalares n (%)
Pediatria (= 13anos) (UTI-RN, UTI - pediatrica, Pronto Atendimento Pediatrico, Setor de Pediatria) 14 (28)
Pronto Atendimento Adulto 7 (14)
UTI Adulto 7 (14)
Centro de Transplante de Medula Ossea 4(8)
Nefrologia 4(8)
CTecriac — Centro de Tratamento de Criangas com Céancer (isolados provenientes de pacientes maiores
de 13 anos) 4(8)
Outros (ambulatorio, bloco cirurgico, centro obstétrico, cirurgia, hematologia, cardiologia) 10 (20)
TOTAL 50 (100)

A Tabela 5 mostra a relagio entre unidade hospitalar de origem, espécime clinico, idade e a espécie identificada de 5 (cinco)

pacientes (A, B, C, D e E) que tiveram isolamento de ECN resistente a oxacilina/meticilina em mais de um material bioldgico.

Tabela 5 — Pacientes com isolamento, em mais de um material bioldgico, de ECN resistentes a oxacilina/meticilina

PACIENTE IDADE Espécime Clinico Espécie Identificada * Unidade

A 58 anos Sangue Staphylococcus sp. PA
Liquor Staphylococcus sp. adulto

B recém-nascido Canula Orotraqueal S. epidermidis UTI -
Sangue Staphylococcus sp. RN

C recém-nascido PICC S. epidermidis UTI-RN
Sangue S. epidermidis

D 79 anos Escarro S. epidermidis PA
Sangue Staphylococcus sp. adulto

UTI

E 68 anos Ponta de Catéter S. epidermidis CTMO

Sangue S. epidermidis

* Espécie Identificada através do Sistema Automatizado (MicroScan — DADE-Behring®).
PA = Pronto Atendimento. PICC = Cateter Central de Insercao Periférica.
CTMO = Centro de Transplante de Medula Ossea.

Os perfis de sensibilidade dos ECN resistentes a oxacilina/meticilina, frente a alguns antimicrobianos, obtidos a partir do painel

para Gram-positivos utilizado na automagao - MicroScan® estio representados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Perfis de sensibilidade aos antimicrobianos dos 50 (cinqiienta) isolados de ECN resistentes a oxacilina/meticilina obtidos

de pacientes atendidos no HUSM, no periodo de janeiro a maio de 2008 utilizando-se a automacdo (MicroScan®)

Antimicrobianos (Grupo) Sensiveis (%) Intermediarios (%) Resistentes (%) Total(%)
Ciprofloxacina (C) 43 - 57 100
Clindamicina (A) 32 2 66 100
Eritromicina (A) 22 - 78 100
Gentamicina (C) 29 - 71 100
Levofloxacina (C) 41 24 35 100
Rifampicina (B) 67 2 31 100
Sinercid (C) 91,5 6,5 2 100
Sulfameoxazol/Trimetoprima (A) 47 - 53 100
Vancomicina (B) 100 - - 100
DISCUSSAO

Observando-se a Tabela 2 observa-se que um percentual
elevado 31(62%) de isolados mostrou-se sensivel apenas aos
antimicrobianos vancomicina, teicoplanina e tigeciclina. Os perfis
IV, V e VI merecem atengéo especial: no perfil IV, um isolado
apresentou-se sensivel a oxacilina; no perfil V, um isolado mostrou-
se sensivel a cefoxitina. Este fato concorda com os dados da
literatura, em que se cita a incluséo (e ndo substitui¢do) do disco
de cefoxitina, e prediz-se que nenhum método é isoladamente
adequadom' " ou seja, a utilizagdo apenas do disco cefoxitina, ou
apenas do disco oxacilina ndo prediz em todos os casos a
resisténcia a oxacilina/meticilina. Além disso, no perfil VI, observou-
se um isolado sensivel para os testes de disco-difusdo, tanto com
disco de cefoxitina quanto oxacilina, mas detectou-se a resisténcia
através do “screening” dgar oxacilina.

A espécie S. epidermidis foi a prevalente (60% dos
isolamentos) dado que se encontra de acordo com outros estudos
no Brasil """ (Tabela 3). O tnico Staphylococcus saprophyticus
foi isolado de urina, fato explicado por essa bactéria apresentar
uma aderéncia preferencial as células esfoliativas do trato urogenital
quando comparada a sua habilidade em aderir as células de outros
setores como pele e boca . Dos 5 (10%) isolados de S.
haemolyticus, 3 (6%) foram provenientes de feridas em geral.

O sangue apresentou-se como o espécime clinico com maior
numero de isolados representando 19 (38%) isolamentos (Grafico
I). Este fato corrobora com os dados da literatura em que os ECN
sdo isolados prevalentes em septicemias, peritonites, infecgdes
do trato urindrio, feridas, materiais implantaveis (biomateriais),
entre Outros4,5.8,l6,18,19,20,2]

Nesse estudo evidenciamos 14 isolados (28%) de ECN

resistentes a oxacilina/meticilina provenientes de pacientes
com idade inferior ou igual a 13 anos (Tabela 4) e 9 (18%)
destes isolados eram pacientes pediatricos nos quais foi
encontrado o perfil I (conforme Tabela 2), ou seja, apresentaram
elevada resisténcia aos antimicrobianos testados, mostrando-
se sensiveis apenas a vancomicina, teicoplanina e tigeciclina.
Virios estudos tém avaliado a significancia clinica das infeccoes
por ECN em pacientes pediatricos, revelando grande incidéncia
de bacteremia hospitalar verdadeira, particularmente nos
recém-nascidos. Nesse contexto, revelam-se necessarios
estudos dirigidos para essas populagdes, bem como concentrar
a vigilancia epidemioldgica no setor de pediatria, visando ao
controle e ou implementacdo de medidas de controle
efetivas”™

Nesse estudo, verificamos que cinco pacientes (A, B, C,
D e E) apresentaram isolados de ECN resistentes a oxacilina
em mais de um material bioldgico (Tabela 5); em trés(3) deles,
paciente B, C e E, observa-se que o biomaterial pode ter sido
o responsavel como porta de entrada para o microrganismo,
levando a hemocultura positiva, ou seja, disseminagdo do
processo infeccioso. Além disso, trata-se de pacientes criticos
(recém-nascido e de transplante de medula dssea).

Em relag@o a suscetibilidade aos antimicrobianos testados
por técnica automatizada, (Tabela 6), todos os isolados
testados apresentaram-se sensiveis a vancomicina; 91,5%
mostraram-se sensiveis ao sinercid (combinagdo de
estreptograminas A e B) e 67%, sensiveis a rifampicina. O
antimicrobiano que apresentou maior taxa de resisténcia foi

eritromicina (78%), seguido por gentamicina (71%) e
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clindamicina (66%).

CONCLUSOES

- os testes com disco de cefoxitina 30ig e oxacilina lig
devem ser usados concomitantemente para atuarem de forma
complementar na detecgao de resisténcia a oxacilina/meticilina;

- o teste de “screening” com agar oxacilina mostrou
desempenho excelente, detectando a resisténcia em todos os
isolados testados. Sugere-se a inclusdo do teste de screening
com agar oxacilina na rotina laboratorial para detec¢do de
resisténcia a oxacilina/meticilina em ECN, além de facil execugio,
pode-se testar varios isolados a0 mesmo tempo, apesar de
nenhuma recomendag@o pelo CLSI/2008;

- a espécie prevalente nos isolados testados foi S.
epidermidis (60%);

- o sangue foi o espécime clinico com o maior nimero de
isolados, representando 38%;

- 28% dos isolados foram provenientes de pacientes
pediatricos (< 13 anos de idade) e destes, grande parte apresentou
elevada resisténcia, mostrando-se sensiveis apenas para os
antimicrobianos vancomicina, teicoplanina e tigeciclina.

- 91,5% dos isolados mostraram-se sensiveis ao sinercid;

- eritromicina, gentamicina e clindamicina foram os
antimicrobianos que apresentaram maiores taxas de resisténcia,
78%, 71% e 66%, respectivamente;

- todos os isolados foram sensiveis a vancomicina;
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