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Resumo

A infeccéo do trato urinario (ITU) € uma das infec¢bes mais comuns na pratica clinica,
sendo S. saprophyticus o segundo agente mais frequente na comunidade. Esse estudo
objetivou comparar trés métodos fenotipicos de identificacdo e avaliar o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos em Staphylococcus spp. isolados de pacientes com ITU. As
101 amostras de estafilococos isoladas foram identificadas pelo disco de novobiocina, Vitek |
e método simplificado de provas bioquimicas, utilizando como referéncia o método
genotipico ITS-PCR. A prova da DNAse teve uma boa correlacdo com a coagulase em tubo,
apresentando 100,0% sensibilidade e 97,6% de especificidade. No teste de concordancia entre
0s métodos de identificacdo, o0 método simplificado de provas bioquimicas obteve taxas de
concordancia de 98,0% em relacdo ao ITS-PCR, enguanto que com o Vitek | foi de 81,2%, e
com o disco de novobiocina de 89,1%. O maior percentual de resisténcia encontrado foi a
oxacilina (78,0%) seguido da penicilina (73,0%), sendo todas as amostras sensiveis a
vancomicina, linezolida e nitrofurantoina. Os 17 isolados de S. aureus encontrados foram
identificados corretamente por todos os métodos e os que carreavam o SCCmec do tipo 111
foram 0s que apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos. Das 18 amostras de
estafilococos mecA positivos encontradas neste estudo, 15 (83,3%) foram resistentes aos
discos de cefoxitina e oxacilina concomitantemente, além disso foram resistentes também a
oxacilina pelo E-test® e pelo Vitek I. Dos 57 S. saprophyticus, 7 (12,3%) foram resistentes ao
disco de cefoxitina e nenhum apresentou o gene mecA, enquanto 56 (98,2%) demonstraram
resisténcia ao disco de oxacilina, sendo que todos foram resistentes pelo E-teste® e pelo Vitek
I e somente dois apresentaram o gene mecA e carreavam o0 SCCmec do tipo IV. Em relacdo
aos métodos de deteccdo de resisténcia a oxacilina, a técnica de difusdo com disco de

oxacilina, E-test® e Vitek | apresentaram maior sensibilidade (94,4%) e menor especificidade
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(28,9%, 26,5% e 24,0%, respectivamente) do que o disco de cefoxitina, que apresentou
sensibilidade de 83,5% e especificidade de 85,5%. A comparacao dos métodos fenotipicos de
identificacdo de espécies de Staphylococcus spp. mostrou que o meétodo simplificado
apresentou maior sensibilidade e confiabilidade, sendo uma opcéo de baixo custo para
utilizacdo em laboratdrios de rotina. Nao foi encontrada outra espécie ndo S. saprophyticus
resistente a novobiocina nas amostras estudadas, desta maneira o disco de novobiocina
mostrou ser ainda uma alternativa viavel para identificacdo de S. saprophyticus em amostras
urindrias em laboratorios com recursos limitados, porém ndo diferencia S. epidermidis de
outras espécies sensiveis a novobiocina. Os métodos de disco-difusdo, E-test® e Vitek | ndo
sdo recomendados para deteccdo da resisténcia a oxacilina em isolados de S. saprophyticus
porque as espécies negativas para o gene mecA serdo consideradas resistentes utilizando-se o
atual breakpoint. A grande quantidade de isolados resistentes a oxacilina ocorreu
provavelmente devido a uma alteracdo de outra PBP que ndo a PBP2a, ou ainda, que o ponto
de corte preconizado pelo CLSI possa superestimar a resisténcia a oxacilina em S.

saprophyticus, sugerindo que modificagdes sdo necessarias para detecgdo dessa resisténcia.

Palavras-chaves: Infeccdo do trato urinario; Métodos de identificagdo; Perfil de

sensibilidade; S. saprophyticus; mecA.
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Abstract

Urinary tract infection (UTI) is one of the most common infections in clinical practice,
and S. saprophyticus is the second most frequent agent in the community. This study aimed at
comparing three phenotypic methods to identify and evaluate the sensitivity profile to
antimicrobials in Staphylococcus spp. isolated from patients with UTI. The 101 samples of
staphylococcus isolated were identified by novobiocin disks, Vitek 1 and the simplified
method of biochemical tests, using the ITS-PCR genotypic method as reference. The DNAse
test showed good correlation with tube coagulase, exhibiting 100.0% sensitivity and 97.6%
specificity. In the agreement test between the identification methods, the simplified method of
biochemical tests showed agreement rates of 98.0% in relation to ITS-PCR, whilst with Vitek
I, it was of 81.2%, and with the novobiocin disk, it was of 89.1%. The highest resistance
percentage found was to oxacillin (78.0%), followed by penicillin (73.0%), and all samples
were sensitive to vancomycin, linezolid and nitrofurantoin. The 17 isolates of S. aureus found
were correctly identified by all methods, and those carrying type-111 SCCmec showed the
greatest resistance to antimicrobials. Of the 18 mecA-positive staphylococcus samples found
in this study, 15 (83.3%) were concomitantly resistant to cefoxitin and oxacillin disks.
Additionally, they were also resistant to oxacillin by the E-test® and by Vitek I. Of the 57 S.
saprophyticus, 7 (12.3%) were resistant to the cefoxitin disk, and none showed the mecA
gene, while 56 (98.2%) showed resistance to the oxacillin disk, all of them were resistant by
the E-test® and by Vitek I, and only two showed the mecA gene and carried the type-1V
SCCmec. As regards the detection methods for oxacillin resistance, the diffusion technique
with oxacillin disks, E-test® and Vitek | showed greater sensitivity (94.4%) and lower
specificity (28.9%, 26.5% and 24.0%, respectively) than did the cefoxitin disk, which showed

83.5% sensitivity and 85.5% specificity. The comparison of phenotypic identification



XXV

methods for Staphylococcus spp. species showed that the simplified method presented greater
sensitivity and reliability, thus being a low-cost option for use in routine laboratories. No
other novobiocin-resistant non-S. saprophyticus species was found in the studied samples;
therefore, the novobiocin disk also showed to be a viable alternative for S. saprophyticus
identification in urinary samples in laboratories with limited resources. However, it does not
differentiate S. epidermidis from other novobiocin-sensitive species. The disk-diffusion
methods, E-test® and Vitek | are not recommended for detection of oxacillin resistance in S.
saprophyticus isolates because the mecA- negative species are considered to be resistant by
using the present breakpoint. The large number of oxacillin-resistant isolates probably
occurred due to an alteration of a PBP other than PBP2a, or also due to the fact that the
breakpoint preconized by CLSI may overestimate oxacillin resistance in S. saprophyticus,

thus suggesting that modifications are necessary for detecting such resistance.

Key words: Urinary tract infection; Identification methods; Sensitivity profile; S.

saprophyticus; mecA.
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1. Introducéo

A infeccdo do trato urindrio (ITU) é uma das afecgdes mais comuns da clinica
médica’??, figurando como a segunda infeccdo mais comum no ser humano®, sendo apenas
menos frequente que as do trato respiratorio®®.

A ITU caracteriza-se por invasao e multiplicacdo de bactérias ou fungos nos 6rgaos do
sistema urinario, podendo acometer as vias urinarias e/ou os rins’. O processo infeccioso pode
afetar o rim, a pelve renal, os ureteres, a bexiga e a uretra, bem como as estruturas adjacentes,
incluindo préstata e epididimo, existindo possibilidades de agravamento na dependéncia do
estado geral do paciente e da sua idade, merecendo assim, grande atencdo em pesquisas e
estudos nas ciéncias médicas®.

A incidéncia de ITU varia de acordo com a faixa etaria, e no primeiro ano de vida é
mais comum no sexo masculino, devido a um numero maior de malformacbes congénitas
nesse sexo, especialmente na valvula da uretra posterior®®°, a partir deste periodo, durante
toda a infancia e principalmente na fase pré-escolar, as meninas sao acometidas por ITU 10 a
20 vezes mais do que os meninos. Na vida adulta, a incidéncia de ITU se eleva e o
predominio no sexo feminino se mantém, com picos de maior acometimento no inicio ou
relacionado a atividade sexual, durante a gestacdo ou na menopausa, de forma que 48% das
mulheres apresentam pelo menos um episédio de ITU ao longo da vida®.

A maior suscetibilidade a infeccdo no sexo feminino é devida as condigdes
anatdmicas, como uretra mais curta e sua maior proximidade com a vagina e anus*'!, e
auséncia de propriedades antimicrobianas, como as encontradas no liquido prostatico*2.

No homem, o maior comprimento uretral, maior fluxo urinério e o fator antibacteriano
prostatico sdo alguns dos fatores que contribuem para a menor incidéncia de ITU. Entretanto,
homens com mais de 50 anos tornam-se mais suscetiveis a ITU devido ao prostatismo, que é a

compressdo e obstrucdo da uretra pela prostata causada por hiperplasia prostatica benigna ou



cancer de préstata®.

A infeccdo urindria pode comprometer somente o trato urindrio baixo, o que
caracteriza o diagnostico de cistite, ou afetar simultaneamente o trato urinario inferior e o
superior; neste caso, utiliza-se a terminologia infeccdo urinaria alta, também denominada
pielonefrite. A infeccdo urinaria baixa ou cistite pode ser sintomatica ou ndo™.

As infec¢bes do trato urinario podem ser complicadas ou ndo, as primeiras tendo
maior risco de falha terapéutica e sendo associadas a fatores que favorecem a ocorréncia da
infeccdo. A infeccdo urindria é complicada quando ocorre em um aparelho urinario com
alteracbes estruturais ou funcionais™*°. Existem trés rotas potenciais para os microrganismos
atingirem os rins: difusdo linfatica, hematogénica e ascendente, sendo esta Ultima via
responsavel por 95% das ITU *'.

Habitualmente, as cistites séo infecgdes ndo complicadas enquanto as pielonefrites, ao
contrario, sdo complicadas, pois em geral resultam da ascensdo de microrganismos do trato
urinario inferior e est&o frequentemente associadas com a presenca de calculos renais*****2,

Tanto a infeccdo urinaria baixa como a alta podem ser agudas ou crdnicas, e sua
origem pode ser comunitéria ou hospitalar'®. O Ministério da Satde define infeccdo hospitalar
como aquela adquirida ap6s a admissdo do paciente e cuja manifestacdo ocorreu durante a
internacdo ou apds a alta, podendo ser relacionada com a internacdo ou procedimentos
hospitalares®.

As ITUs adquiridas em hospitais estdo entre as infec¢cdes nosocomiais mais frequentes
em todo o mundo, representando cerca de 50% do total das infec¢des, em custo, 14% do valor
total dispendido com as infeccdes nosocomiais®. A frequéncia dos germes causadores de ITU
varia na dependéncia de onde foi adquirida a infeccdo, intra ou extra-hospitalar e também
difere em cada ambiente hospitalar considerado®®.

Sendo a urina estéril, a simples presenca de bactérias, independente de sua quantidade,



deveria indicar ITU, o que, na pratica, ndo se demonstra?. Cerca de 10 a 20% das pacientes
apresentam colonizacdo da mucosa vaginal e da regido periuretral por enterobactérias, por
esta razdo, além da identificacdo de bactérias uropatdgenas, a avaliacdo do numero de
unidades formadoras de coldnia por mililitro de urina (UFC/mL) tornou-se um critério
importante na interpretagcdo da urocultura, ja que 0s microrganismos colonizantes geralmente
se apresentam em baixas contagens.

Como critérios de avaliagdo de bacteridria consideravel, utilizam-se, na pratica, dois
critérios: o de Kass?? e o de Stamm et al.®. Segundo Kass, sdo consideradas amostras
compativeis com ITU aquelas com contagem de colonias igual ou maior a 100.000 UFC/mL.
Ja, segundo Stamm, s@o consideradas amostras compativeis com ITU aquelas com contagem
de coldnias entre 100 a 10.000 UFC/mL.

Qualquer microrganismo pode ser relevante, mesmo se isolado em quantidades
inferiores a 10° UFC/mL, sendo importante se considerar o resultado da cultura junto ao
sedimento urinario, e sempre que possivel com exames anteriores de cultura de urina ou com
o quadro clinico do paciente®®. Além dos critérios de Stamm e o de Kass, outras
preconizacdes sdo aceitas.

Os agentes etioldgicos, mais frequentemente envolvidos com ITU adquirida na
comunidade, sdo em ordem de frequéncia: a Escherichia coli, o Staphylococcus
saprophyticus, espécies de Proteus spp., Klebsiella spp. e Enterococcus faecalis. A E. coli,
sozinha, responsabiliza-se por 70,0% a 85,0% das infec¢Bes do trato urinario adquiridas na
comunidade, e por 50,0% a 60,0% em pacientes idosos admitidos em instituicdes™**?°.
Contudo, quando a ITU é adquirida no ambiente hospitalar, os agentes etiologicos estdo
diversificados, predominando as enterobactérias, com reducdo na frequéncia de E. coli
(embora ainda permaneca habitualmente como a primeira causa), € um crescimento de

Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Enterococcus



14,25,27

faecalis e de fungos, com destaque para espécies do género Candida.

Staphylococcus saprophyticus é o segundo mais frequente agente de ITU aguda na

28,29

comunidade depois de E. coli , sendo principalmente isolado de urina de mulheres jovens

30,31,32

sexualmente ativas , apresentando sintomas indistinguiveis dos causados por Escherichia

coli, existindo também relatos de septicemia e pielonefrite por este microrganismo**3*,

Foi demonstrado que S. saprophyticus causa infec¢des urinarias agudas e sintomaticas
em criangas e adolescentes de ambos 0s sexos em auséncia de anomalias estruturais das vias
urinarias®°.

Rupp et al.*®

estudaram a prevaléncia de colonizagdo urogenital em 276 mulheres e
observaram que o reto era o sitio mais frequente de colonizacao por S. saprophyticus (40,0%),
seguido pela uretra (30,0%), urina (10,0%) e colo uterino (10,0%).

S. saprophyticus sdo raramente encontrados em pacientes hospitalizados ou como
contaminantes de cultura de urina® e podem ser a causa de prostatite e uretrites em homens e
mulheres®’ 8,

Em estudos de aderéncia a células epiteliais humanas de diferentes sitios, observou-se
um tropismo deste microrganismo por células da uretra e area periuretral, comparadas as
células da boca e da pele. Verificou-se, ainda, que S. saprophyticus adere em nldmero
significantemente maior a células do trato urinario que outros patégenos, tais como E. coli
39,40.

Em diversos laboratorios clinicos de rotina, a identificacdo presuntiva de S.
saprophyticus € baseada somente na resisténcia a novobiocina (5ug). Entretanto, tem sido
reconhecido que outras espécies de estafilococos coagulase negativa (ECN), incluindo S.
cohnii, S. sciuri, S. xylosus e S. hominis subsp. novobiosepticus sdo também resistentes a
41,42.

novobiocina nessa concentracao

A resisténcia aos antibioticos é geralmente codificada por plasmideos, e dessa forma é



possivel & transferéncia de genes de resisténcia & novobiocina entre espécies*®. Em 2002, um
estudo publicado por Cunha & Lopes* demonstrou seis linhagens de S. epidermidis, uma de
S. haemolyticus, uma de S. simulans e uma de S. xylosus resistentes a novobiocina,
confirmando a observacéo de Large et al.*® de que outras espécies de ECN também podem
apresentar resisténcia a essa droga. Esses resultados sugerem que provas adicionais, incluindo
fermentacdo de carboidratos e outros testes, devem ser usadas em conjunto com a prova de
sensibilidade & novobiocina para a correta identificacdo de espécies de ECN*.

Mctaggart & Elliott*® analisaram 36 cepas resistentes a novobiocina presumivelmente
de S. saprophyticus. As amostras foram isoladas de urina obtidas de pacientes com ITU e
identificadas com API Staph-ldent e alguns outros testes adicionais. Das 36, cepas 21 (58,0%)
foram identificadas como S. saprophyticus, trés ndo puderam ser identificadas, nove possuiam
caracteristicas comuns a mais de uma espécie resistente a novobiocina e trés foram
identificadas respectivamente, como S. epidermidis, S. hominis e S. simulans.

Em pacientes hospitalizados ocorre geralmente uma prevaléncia de Staphylococcus
epidermidis nos casos de ITU. Frequentemente sdo pacientes idosos e debilitados, que
apresentaram complicacGes do trato urinario e tem ainda como fator predisponente a presenca
de sonda vesical de demora®.

Outros ECN s&o, geralmente, considerados de patogenicidade incerta para o trato
urindrio. Recentemente, no entanto, diversos pesquisadores tém avaliado a presenca de
algumas espécies de ECN (Staphylococcus sciuri, Staphylococcus lentus, Staphylococcus

1.*” observaram,

vitulinus e Staphylococcus pulvereri) como uropatdgenos. Guirguitzova et a
no periodo de 1997 a 1999, na Bulgaria, a presenca de 229 cepas de ECN com significancia
clinica em infeccbes do trato urinario em pacientes hospitalizados. As cepas isoladas

corresponderam ao Staphylococcus haemolyticus (47,9%), Staphylococcus saprophyticus

(20,5%), Staphylococcus epidermidis (7,9%), Staphylococcus simulans (7,4%),



Staphylococcus sciuri (4,4%), Staphylococcus capitis (4,4%), Staphylococcus xylosus (2,2%),
Staphylococcus warneri (2,2%), Staphylococcus cohnii (1,3%), Staphylococcus lentus (0,9%)
e Staphylococcus hominis (0,9%).

Alcaraz et al.*® analisaram 45 amostras de isolados clinicos e encontraram 13 cepas de
ECN isoladas de urina. As cepas isoladas foram identificadas como Staphylococcus
haemolyticus e Staphylococcus saprophyticus (30,7% cada um), Staphylococcus epidermidis
(15,4%), Staphylococcus hominis (15,4%) e Staphylococcus lugdunensis (7,8%).

Staphylococcus aureus é relativamente incomum em ITU na populacdo em geral®.
Embora o isolamento de S. aureus em amostras de urina seja muitas vezes secundaria a
bacteremia originada em outras partes®, em alguns pacientes, S. aureus causa colonizacdo e
infeccdo através da via ascendente, entretanto, a instrumentacdo do trato urinario e a presencga
de cateterizagdo aumentam o risco de infeccdo do trato urinario por este microrganismo>,
ocorrendo também um aumento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
devido & maior frequéncia de pacientes que passam por esses procedimentos®.

O género Staphylococcus é o mais importante membro da familia Staphylococcaceae,
atualmente constituido de 44 espécies e 24 subespécies™. Entre seus representantes,
Staphylococcus aureus € a espécie mais virulenta e 0 patdgeno mais importante, entretanto a
incidéncia de infeccdes causadas por ECN vem aumentando em todo o mundo®.

Em 1957, Weckman & Catlin® demonstraram haver uma correlacdo entre uma
atividade aumentada de DNAse dos S. aureus e uma atividade de coagulase positiva.
Sugeriram que a atividade de DNAse podia ser utilizada para identificar estafilococos
potencialmente patogénicos. DiSalvo®™ confirmou esses resultados obtendo uma correlagdo
excelente entre a atividade de coagulase e de DNAse dos estafilococos isolados provenientes
de amostras clinicas.

Durante a Ultima década, consideravel progresso na classificagdo sistematica dos



estafilococos e no desenvolvimento de métodos para a identificagdo do género, espécies e
subespécies, tém permitido aos clinicos se inteirarem da variedade de ECN presentes em
amostras clinicas e, assim, os considerarem como agentes etiologicos de uma série de
processos infecciosos®’. Atualmente, sdo reconhecidos como microrganismos essencialmente
oportunistas, que se aproveitam de inimeras situacdes para produzir graves infeccdes™°.
Embora existam muitas espécies de estafilococos coagulase-negativa, 13 delas s&o
consideradas importantes em humanos: S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, S. haemolyticus,
S. hominis, S. saccharolyticus, S. caprae, S. xylosus, S. cohnii, S. simulans, S. auricularis, S.
lugdunensis e S. schleiferi subsp. schleiferi ®°.

Os ECN podem ser facilmente diferenciados em espécies através de suas
caracteristicas biogquimicas®, entretanto, na maioria dos laboratérios de microbiologia clinica,
tal identificacdo nao é feita de rotina.

Sistemas automatizados ainda ndo séo capazes de fazer uma diferenciagdo confiavel
entre as diferentes espécies de ECN devido a expressdo varidvel das caracteristicas

fenotipicas. Isto pode ser confirmado por Weinstein et al.®®

em um estudo com painéis do
MicroScan (rapido e convencional) para a identificacdo de Gram-positivos.

Bannerman et al.%® avaliaram a base atualizada do cartdo de identificacdo GPI
(Identificacdo de Gram-Positivo) usado com o sistema automatizado de identificagio
bacteriana Vitek | (Biomeérieux) em 500 isolados clinicos. A concordancia global entre o
cartdo GPI e os métodos convencionais foi de 89,0%. O cartéo identificou 92,0% dos isolados
de isolados de S. epidermidis , 95,0% de S. haemolyticus, 88,0% de S. capitis subesp. capitis e
100,0% de S. saprophyticus estudados. Os microrganismos ndo incluidos na base de dados,
como S. lugdunensis, ou foram identificados erroneamente ou ndo foram identificados pelo
cartédo GPI.

4
1.5

Na avaliacdo realizada por Perl et al.””, o cartdo GPI identificou corretamente apenas



67,0% de 185 isolados. Esses pesquisadores ressaltaram que o baixo rendimento do cartéo
GPI em seu estudo pode ter sido devido a preponderancia de estafilococos “ndo S.
epidermidis” entre os 227 isolados avaliados.

1.5°. O método

Em 2004 uma nova chave de identificacdo foi organizada por Cunha et a
que ficou conhecido como método simplificado de provas bioguimicas, é dividido em duas
etapas. Durante a primeira etapa séo realizadas as provas de fermentacdo da xilose, sacarose,
trealose, maltose, manitol, producdo de hemolisinas e crescimento anaerobio em tioglicolato.
Os testes realizados na segunda etapa variam de acordo com os resultados obtidos na primeira
ctapa e sdo producdo de urease, redugdo de nitrato, fermenta¢do da B-D-frutose, ornitina
descarboxilase e resisténcia a novobiocina. Este método foi comparado com o método de
referéncia proposto por Kloos e Schleifer® e Bannerman® e apresentou 100% de
concordancia na identificacdo correta das espécies, sendo entdo considerado altamente
eficiente para uso na rotina devido a sua sensibilidade e especificidade, além de utilizar
poucos testes e assim sendo mais econdmico e rapido que o método de referéncia, liberando o
resultado em 72 horas.

Outra técnica utilizada para identificacdo de estafilococos € a técnica da PCR que
permite a identificacdo genotipica de varias espécies de estafilococos com alta sensibilidade e
especificidade. A técnica de ITS-PCR permite a analise dos espacos intergénicos transcritos
ou “intergenic transcribed spacers” (ITS) entre os loci génicos 16S e 23S do rRNA, técnica
usada frequentemente em PCR “fingerprint” para identificagdo e discriminagdo de linhagens
bacterianas em nivel de espécie e subespécie®’. Em gel de poliacrilamida ou agarose, as
regides amplificadas formam um padrédo de bandas especifico para cada espécie. Utilizando os
respectivos padrdes ATCC, pode-se comparar 0 padrdo de bandas das amostras de referéncia
com as amostras investigadas, ndo restando ddvidas quanto a identificacdo precisa das

diferentes espécies de estafilococos. Esse método foi originalmente descrito por Barry et al.?®,



sendo a identificacdo de Staphylococcus também estudada por Jensen et al.®®

, que aplicaram a
técnica com sucesso na diferenciacdo de linhagens de quatro espécies de estafilococos: S.
aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus e S. warneri.

Nos Ultimos dez anos, a técnica de ITS-PCR tem sido muito utilizada na tipagem de

6970 Esse

linhagens bacterianas, pois as regides ITS possuem grande polimorfismo
polimorfismo é devido a presenca de genes de tRNA, responsaveis pelo comprimento e
sequéncia das regides entre operons, semelhantes nas mesmas espécies’®’*. Analises de DNA
tem sido o método de preferéncia na identificacdo de microrganismos, pois possuem maior
especificidade e sensibilidade. Amostras de ECN nao identificadas em nivel de espécie ou
identificadas erroneamente por testes fenotipicos convencionais podem ser corretamente
identificadas através de técnicas genotipicas, tais como a hibridizagdo DNA-DNA'? e anélise
dos espacos intergénicos transcritos (ITS-PCR)”. O estudo da taxa de polimorfismos das
regides intergénicas transcritas (16S e 23S do rRNA) mostrou-se atil, tanto

475 quanto taxonomicamente®®°. Jensen et al.*® amplificaram as regides

epidemiologicamente
16S e 23S do rRNA utilizando os primers G1 e L1 e provaram que a técnica descrita foi uma
importante ferramenta na identificacdo dos 220 isolados de Staphylococcus estudados em seu
trabalho. Vaérios trabalhos na literatura relatam a utilidade da técnica de ITS-PCR na
identificacio de estafilococos’®’""®,

Quanto a identificacdo bioquimica dos estafilococos coagulase negativa, algumas

espécies sdo de dificil identificacdo, principalmente as que sdo raramente isoladas®®®.

Kawamura et al.”?

reportaram 80 isolados identificados como S. caprae por hibridizagéo
DNA-DNA que inicialmente tinham sido erroneamente identificados como S. haemolyticus,
S. warneri, S. hominis e S. epidermidis através de métodos convencionais ou Kits comerciais.

Mesmo utilizando sistemas automatizados, erros podem ser cometidos quando da

identificagdo de ECN, particularmente S. hominis ®°, ressaltando a importancia de técnicas
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moleculares para a correta identificacdo de especies.

Couto et al.®! aplicaram a técnica de ITS-PCR para identificar 600 amostras de
estafilococos originarias de diferentes hospitais, usando como controle positivo linhagens de
referéncia de 29 das 41 espeécies reconhecidas no género Staphylococcus. As 29 espécies
estafilococicas apresentaram padrdo singular de ITS-PCR. As espécies que apresentaram
padroes de ITS-PCR relacionados foram agrupadas em trés grupos: (i) o grupo S.
saprophyticus, que compreende além do S. saprophyticus, mais seis espécies (S.
chromogenes, S. cohnii, S. equorum, S. gallinarum, S. lentus e S. xylosus); (ii) o par S.
schleiferi e S. vitulus e (iii) o par S. carnosus e S. piscifermentans. O ITS-PCR provou ser um
método rapido e seguro para identificacdo de estafilococos de amostras clinicas, fornecendo
alta confianca, reprodutibilidade e rapidez .

Ha divergéncias na literatura especifica sobre o significado clinico da identificacdo de
ECN; de acordo com os dados de alguns autores®?, esse procedimento ndo é clinicamente
significativo, embora outros pesquisadores® acreditem que essa identificacio seja importante
na diferenciacdo entre contaminagdo e infeccdo. A identificacio dos ECN é de grande
importancia para a associagdo de certas espécies com infeccdes especificas*, tendo em vista
que alguns dados sugerem que além de S. epidermidis e S. saprophyticus, que tém sido
considerados patogénicos, algumas espécies como o S. haemolyticus, S. lugdunensis e o S.
schleiferi estdo mais associados as infeccdes do que outras espécies® .

Os ECN apresentam uma alta taxa de resisténcia aos agentes antimicrobianos,
principalmente & oxacilina, onde em alguns estudos tem sido descrita em 80% dos isolados
clinicos®™. Além disso, essa resisténcia em ECN esta frequentemente relacionada com
resisténcia a outros antimicrobianos, particularmente aminoglicosideos e macrolideos®’. Essas
caracteristicas possuem um impacto substancial nos cuidados com a salde, afetando

desfavoravelmente a morbidade e mortalidade dos pacientes®.
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Muitos dos ECN possuem certo nimero de plasmideos, alguns dos quais podem ser
transferidos por conjugacédo entre espécies diferentes de ECN ou até mesmo entre ECN e S.
aureus. Este mecanismo representa uma importante via de transmissdo de determinantes de
resisténcia antimicrobiana, especialmente para aminoglicosideos e beta-lactamicos®’.

A presenga de estafilococos resistentes aos antimicrobianos pode ser constatada logo
apos a introducdo da penicilina na década de 1940. Ja no final desta, com o uso continuo deste
antimicrobiano, ocorreu a selecdo de cepas resistentes. Esta resisténcia € relacionada a
producdo de penicilinases, enzimas codificadas geneticamente em plasmideos que agem
clivando o anel beta-lactamico dos antibiéticos tornando-os inativos®. O fendtipo mais
frequente nos estafilococos inclui resisténcia a penicilina e a ampicilina e seus derivados. No
entanto, esta beta-lactamase é inibida por antimicrobianos, como o é&cido clavulanico,
tazobactan e sulbactan®®®. Atualmente, a grande maioria dos estafilococos isolada, seja
coagulase positivo ou coagulase negativo, € resistente a penicilina G, como também a
penicilina V, ampicilina, amoxicilina e carbenicilina.

No final da década de 1950, os estafilococos adquiriram resisténcia a praticamente
todos os antibidticos disponiveis, tais como a eritromicina, estreptomicina e tetraciclina.
Assim, para combater as infecgdes estafilocdcicas, surgiram as penicilinas semi-sintéticas
antiestafilocdcicas: a oxacilina em 1959 e a meticilina em 1960, as quais nao sao inativadas
pelas beta-lactamases estafilococicas. No entanto, em 1961, na Europa e posteriormente em
outros paises™, surgiram estafilococos resistentes a estas drogas, resisténcia esta que envolve
a producdo de uma nova proteina ligadora de penicilina (PBP: Penicillin Binding Protein), a
PBP2a ou PBP2’, que apresenta uma diminuicdo de sua afinidade a maioria dos antibidticos
beta-lactdmicos. A PBP2a catalisa a transpeptidacdo e carboxipeptidacdo do peptidoglicano
da parede celular bacteriana, assumindo as fun¢des das PBPs normais dos estafilococos,

quando a bactéria resistente se encontra na presenca de antibiéticos beta-lactamicos®.
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A producdo de PBP2a, uma proteina ligadora de penicilina com caracteristica de
extrema baixa afinidade aos antimicrobianos beta-lactamicos, é, sem davida, o principal
mecanismo responsavel pela resisténcia a oxacilina, embora outros mecanismos tenham sido
descritos, como alteracdo de outras PBPs e a hiperproducéo de beta-lactamases®*2.

O gene que codifica a proteina PBP2a, 0 gene mecA, juntamente com seus genes
reguladores, encontra-se em um elemento genético movel, o cassete cromossomico
estafilocécico chamado SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec)®, composto por
dois elementos genéticos: mec, responsavel pela resisténcia a meticilina, e o complexo ccr,
responsével pela integracdo e excisdo do cassete cromossdmico no genoma da bactéria®*.

O SCCmec e um elemento genético movel que serve de veiculo para troca de genes de
resisténcia entre espécies de Staphylococcus, e estd amplamente distribuido entre as espécies
de ECN e S. aureus %7989,

Ja foram descritos pelo menos oito tipos de SCCmec (IWG-SCC, 2009), que diferem
entre si em relacdo ao nimero de genes que carregam e em sua arquitetura génica*®'%%,
Alguns destes tipos sdo carreadores de genes de resisténcia determinantes para multiplos
antimicrobianos, além dos beta-lactamicos, os macrolideos, lincosamidas, estreptograminas,
aminoglicosideos e tetraciclina, desta forma, quando uma célula bacteriana adquire este
SCCmec, de uma Unica vez adquire um fenétipo de mltipla-resisténcia®%.

Os tipos de SCCmec foram definidos através da combinacdo de duas partes: o
complexo ccr e o complexo mec, com trés genes ccr filogeneticamente distintos classificados
como: ccrA, ccrB e ccrC, além disso, ha cinco classes do complexo gene mec (classe A, B,
C1, C2 e classe D)'%'%, Qs diferentes tipos de SCCmec sdo classificados como: SCCmec
tipo I (complexo gene mec classe B e ccrA1B1), SCCmec tipo 11 (complexo gene mec classe A

e ccrA2B2), SCCmec tipo Il (complexo gene mec classe A e ccrA3B3), SCCmec tipo 1V

(complexo gene mec classe B e ccrA2B2), e SCCmec tipo V (complexo gene mec classe C2 e
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ccrC), SCCmec tipo VI (complexo gene mec classe B e ccrA4B4), SCCmec tipo VII
(complexo gene mec classe C1 e ccrC) e SCCmec tipo VIII (complexo gene mec classe A e
ccrA4B4). A regido restante do SCCmec é chamada de regido J (Joining region), constituida
de componentes ndo essenciais do cassete que podem carrear determinantes de resisténcia
antimicrobiana adicionais'®*%,

As cepas com SCCmec tipo I, IV e V sdo geralmente mais sensiveis aos antibioticos
em relacdo aos outros tipos de SCCmec, pois esses tipos ndo contém genes de resisténcia,
com excecdo do mecA'™. SCCmec tipo I, Il e Il causam principalmente infeccoes
nosocomiais e s&o maiores que os tipos IV e V. O SCCmec tipo | tem um tamanho de 34,364
pb, € menor que 0s outros trés tipos e ndo carrega nenhum transposon ou plasmidio que

confira resisténcia a outras drogas além da meticilina e metais pesados*®

. O segundo cassete,
chamado SCCmec tipo Il, possui 53,017 pb, carrega o gene mecA e mecR1, que conferem
resisténcia a meticilina, e o transposon Tn554, responsavel pela resisténcia a eritromicina e
estreptomicina %1%,

O SCCmec tipo 111 é maior dos cinco tipos, tem um tamanho de 66,896 pb, carrega os
genes mecA e mecR1, os transposons Tn554, ¥YTn554 e o plasmideo pT181, sendo que o
transposon WPTn554 confere resisténcia ao cadmio e o plasmideo pT181 é responsavel pela
resisténcia a tetraciclina e mercurio.

O SCCmec tipo IV é responsavel principalmente por infeccbes adquiridas na
comunidade, este elemento é menor e ndo carrega genes de resisténcia com excec¢éo do gene
mecA. Este cassete apresenta multiplos subtipos, sugerindo que o SCCmec tipo IV seja
altamente transmissivel'*.

Embora a resisténcia mediada pelo gene mecA seja encontrada intrinsecamente em

todas as células de uma populacdo resistente, 0 gene pode ser somente expresso em uma

pequena porcentagem de células, prejudicando a interpretacdo do teste, fenémeno conhecido
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como resisténcia heterogénea. A expressao do fenotipo de resisténcia intrinseca a meticilina
tem sido classificada em quatro classes (classes 1 a 4), sendo a classe um a mais heterogénea
e a classe quatro a mais homogénea®'?’.

A resisténcia a meticilina tem sido descrita também em espécies que ndo carregam o
gene mecA, chamado de resisténcia borderline. Dois mecanismos tém sido propostos para
explicar este tipo de resisténcia: o primeiro envolve a inativagdo da oxacilina mediada pela
hiperproducao de beta-lactamase tipoA que resulta na hidrolise parcial do anel beta-lactamico,
estas cepas sdo conhecidas como BORSA (borderline oxacillin-resistant S. aureus), e o
segundo é chamado MODSA (modified pinicillin-binding protein S. aureus), devido a
producdo de PBPs modificadas com baixa afinidade pela oxacilina™®’%8:109.110,

O aumento no namero de infeccbes hospitalares causadas por ECN nos Ultimos anos e
sua frequente resisténcia as penicilinas resistentes as penicilinases (meticilina e oxacilina), a
qual indica resisténcia cruzada com todas as classes de beta-lactamicos incluindo
cefalosporinas, tém sido fonte de estudo de muitos pesquisadores em todo 0 mundo®. Embora
a maioria dos isolados de ECN clinicamente significantes apresente resisténcia aos beta-
lactdmicos, essas drogas oferecem vantagens pelas suas propriedades farmacocinéticas
favoraveis e baixo custo, sendo entdo recomendadas para o tratamento de isolados
sensiveis™!.

A resisténcia dos ECN a oxacilina esta geralmente acompanhada da resisténcia a
multiplos agentes antimicrobianos, e este fato tem como consequéncia 0 aumento no uso de
glicopeptideos para terapia empirica e até mesmo profilatica. No entanto, a selecdo de
resisténcia aos glicopeptideos e a potencial transmissao de tal resisténcia entre espécies tem
nos mostrado a necessidade do uso restrito desses antimicrobianos®®.

Outro importante mecanismo de resisténcia em estafilococos é a resisténcia induzida

aos antimicrobianos pertencentes ao grupo MLSg: macrolideos (eritromicina, claritromicina,
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azitromicina); lincosamida (clindamicina, lincomicina); e estreptogramina B (quinupristina e
pristinimicina). Essas classes sdo quimicamente distintas, mas apresentam mecanismos de
acdo similar e atuam na ligacéo do ribossomo e inibicdo da sintese protéica. Antibidticos do
grupo MLSg sdo opcgOes terapéuticas ao tratamento de infeccOes estafilocdcicas em pele e
tecidos moles, além de ser uma alternativa para pacientes alérgicos a penicilina'®’**2,

A resisténcia do Staphylococcus aureus ao grupo MLSg € conhecida desde 1956, logo
apos a introducdo da eritromicina na pratica terapéutica. A evolucdo da classe dos
macrolideos ocorreu a partir de 1990, com o desenvolvimento de moléculas semi-sintéticas
que apresentavam melhora da farmacocinética e tolerabilidade. No entanto, o
desenvolvimento crescente de resisténcia aos macrolideos em diferentes niveis tem limitado o
uso dessa classe de antibiéticos™”.

A resisténcia aos macrolideos e lincosamidas ocorre devido a trés mecanismos:
modificagdes no alvo de ligacdo no ribossomo: codificado pelo gene ermA ou ermC
(erythromycin ribosomal methylase), conferindo resisténcia cruzada aos macrolideos,
lincosamidas e estreptogramina B (resisténcia MLSg); efluxo ativo: codificado pelo gene
mrsA (specific methionine sulfoxide recductase), conferindo resisténcia a eritromicina aos
macrolideos e estreptogramina B; ou inativacdo da droga. A resisténcia ao MLSg pode ser
constitutiva ou induzivel, dependendo da exposicdo aos macrolideos. Na expressdo
constitutiva a resisténcia a eritromicina e clindamicina é detectada no antibiograma. A forma
induzivel pode apresentar resisténcia a eritromicina e falsa sensibilidade a clindamicina. A
deteccdo da resisténcia induzida pode ser feita pelo D-teste, um teste de disco
aproximacao™®’ 2,

Com a emergéncia de cepas de Staphylococcus aureus, estafilococos coagulase

negativo e outros cocos Gram-positivos resistentes aos glicopeptideos, novas classes de

drogas como as oxazolidinonas, os lipopeptideos e as estreptograminas surgiram como opcao



16

terapéutica para o tratamento de infecgdes por bactérias Gram-positivas, incluidas as cepas

multirresistentes®®**3,

Entretanto, 0 uso criterioso dessas novas classes é, no entanto,
imperativo para preservar essas opgdes terapéuticas.

Considerando que a vancomicina tem sido amplamente utilizada, e muitas vezes de
maneira indiscriminada, e que essa seja a maior causa do surgimento de isolados resistentes

aos glicopeptideos™****

, torna-se importante enfatizar a necessidade de realizacdo dos testes
de susceptibilidade aos antimicrobianos e identificacdo dos estafilococos meticilina/oxacilina
resistentes 0 mais precocemente possivel, para utilizar os agentes beta-lactdmicos quando
estes apresentarem-se sensiveis, diminuindo, com isso, 0 uso desnecessario de
glicopeptideos™®.

O aumento de populacdes de ECN com resisténcia heterogénea a oxacilina é uma das
causas, da grande dificuldade para deteccdo destas cepas em laboratérios de analises

clinicas®'’

. O teste de disco-difusdo é o método menos confiavel para a deteccéo da resisténcia
a oxacilina*®, embora seja 0 mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia clinica por
sua facil e rapida execucdo e pelo baixo custo. Apresenta baixa especificidade quando
comparado com outros testes, como descrito no trabalho publicado por Hussain et al.**°. Um
dos pontos criticos para a utilizacdo do teste de disco-difusdo é atribuida a qualidade dos
discos, sendo que, o uso de discos de melhor qualidade melhora os resultados e define uma
melhor terapia antimicrobiana?°.

Em 2004, o0 NCCLS" passou a recomendar o uso do disco de cefoxitina para prever a
susceptibilidade a oxacilina pelo teste de disco-difuséo e incluiu uma sec¢do para o0 novo teste
na tabela 2C em ambas as secOes de disco-difusdo (M2) e concentracdo inibitéria minina
(M7) do documento M100-S14. Estas alteragdes foram baseadas em um estudo realizado por

Swenson & Tenover'?, posteriormente publicado em 2005.

Em 2005, Frigatto et al.**® mostraram cinco isolados com resultados discrepantes entre
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a oxacilina e a cefoxitina pelo método de disco-difusdo, 0s quais se apresentavam resistentes
para a oxacilina e sensiveis para a cefoxitina. Todos os isolados foram identificados como S.
epidermidis e apresentaram padrdes distintos pela ribotipagem, descartando a possibilidade de
um surto causado por um isolado com fendtipo incomum. A presenca do gene mecA foi
confirmada pela PCR em todos os isolados. Com isto, este estudo ressalta a importancia de se
testar o disco de oxacilina concomitantemente e utilizar técnicas moleculares para confirmar o
resultado.

Palazzo e Darini'®* relataram a importancia do uso dos discos de cefoxitina em
conjunto com o CIM para oxacilina, para reduzir erros na deteccao de resisténcia a meticilina.
Como o0 gene mecA esta presente na maioria dos Staphylococcus resistentes a meticilina, ele
pode ser considerado como o melhor método (padrdo ouro) para predizer resisténcia a
oxacilina, embora discrepancias tenham sido relatadas em alguns ECN *%,

Considerando que o tratamento de infecgbes causadas por estafilococos depende da
resisténcia a meticilina'® e que ela é normalmente baseada nos testes de sensibilidade aos
discos de oxacilina e cefoxitina, a inconsisténcia de resultados pode implicar em uma terapia
inadequada. E importante ressaltar que as taxas de mortalidade sio maiores entre os pacientes

com bacteremia que receberam antibioticoterapia inadequada'®®

e que uma falsa resisténcia
contribui para o aumento dos custos, necessidade de realizacdo de um maior nimero de
culturas e uso desnecessario de antimicrobianos, como a vancomicina'?.

A identificacdo de Staphylococcus spp. e a deteccdo de resisténcia a oxacilina mediada
pelo gene mecA continua sendo um dos maiores problemas enfrentados pelos laboratérios de
microbiologia clinica, necessitando de uma identificacdo e detecgdo rapida, confiavel e de
baixo custo. Este estudo tem como objetivos principais comparar diferentes métodos de

identificacdo de Staphylococcus spp. isolados de pacientes com infec¢do do trato urinario e

identificar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em amostras comunitarias e



hospitalares.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Comparar trés metodos fenotipicos de identificacdo e avaliar o perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos em Staphylococcus spp. em amostras de urina de pacientes com infec¢éo
do trato urindrio encaminhadas a Secdo Técnica de Laboratdrios e Analises Clinicas — Setor

de Microbiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP.

2.2. Objetivos Especificos

e Correlacionar as espécies isoladas com o sexo, idade e procedéncia dos pacientes.

e Avaliar a utilizagdo da prova de desoxirribonuclease (meio de DNAse) para
identificacdo de Staphylococcus aureus em amostras de urina, correlacionando
com o teste da coagulase em tubo e 0 gene da coagulase (gene coa).

e Comparar trés métodos de identificacdo fenotipica para estafilococos encontrados
em amostras de urina: método simplificado de provas biogquimicas, prova de
sensibilidade ao disco de novobiocina e sistema automatizado de identificacéo
bacteriana Vitek | com a identificacdo genotipica através da técnica de ITS-PCR
(Internal Transcribed Spacer-PCR).

e Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos através do método de
disco-difusdo em agar (Kirby-Bauer), e a concentracao inibitéria minima (CIM)
aos antimicrobianos pelo método de E-teste® e pelo Vitek I.

e Detectar resisténcia induzida aos antimicrobianos pertencentes ao grupo MLSg
(macrolideos; lincosamidas e estreptogramina B) pelo método de disco
aproximacao (D-teste).

e Determinar a producéo de beta-lactamase pelo disco de nitrocefin e pelo Vitek I.
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Pesquisar em todas as amostras a presenca do gene mecA, e o tipo de SCCmec
(staphylococcal cassette chromosome mec) nas amostras positivas.
Comparar a deteccdo da resisténcia a oxacilina pelo método de difusédo em agar,

utilizando-se discos de cefoxitina (30pg), oxacilina (1ug), E-test® e Vitek |.



Materials e metodos
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3. Materiais e métodos

3.1. Amostras

Foram utilizadas no estudo 101 amostras de Staphylococcus spp. isoladas da urina de
diferentes pacientes. As amostras foram enviadas ao Laboratorio de Microbiologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB) no periodo de 10 de
mar¢o a 14 de novembro de 2008, e eram procedentes de enfermarias, ambulatorios, pronto
socorro e varios centros de satde de Botucatu e regido.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Medicina de Botucatu — UNESP (Of.-416/08-CEP) (Anexo A).

3.2. Criteérios de incluséo

Foram incluidos individuos de ambos os sexos e de todas as idades, que tiveram
uroculturas positivas para Staphylococcus spp., consideradas compativeis com ITU, com
contagem de colbnias igual ou superior a 100.000 unidades formadoras de colénias por

mililitro de urina (> 10° UFC/mL) segundo os critérios de avaliacdo de Kass?.

3.3. Critérios de exclusao
Foram excluidas amostras coletadas de sonda vesical, puncao suprapubica, uroculturas
positivas com contagem de col6nias inferior a 100.000 unidades formadoras de col6nias por

mililitro de urina (< 10° UFC/mL).

3.4, Céalculo amostral

A determinacdo do tamanho amostral foi calculada pela formula de Fisher & Belle'*’,

utilizando-se um intervalo de confianca de 95,0% e uma precisdo de 5,0% para a prevaléncia
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esperada de pacientes com ITU, utilizando-se como base a proporcao de pacientes com ITU
causada por Staphylococcus spp. que foi de 5,0% em estudo realizado no Laboratdrio de
Microbiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB).

Formula de Fisher & Belle:

Z2a/2.p.
N = Z/2.p.q
d2
Onde:
N= Tamanho amostral

Z%a/2 = Valor relativo a tabela de distribuicdo normal para intervalo de confianca de
95,0% = 1,96

p= Proporc¢éo de pacientes com ITU causada por Staphylococcus spp. = 5,0%

q= Proporc¢éo de pacientes sem ITU por Staphylococcus spp. = 95,0%

d= Preciséo = 5,0%

N= 1,96 x 0,05 x 0,95
0,052

N = 73 amostras
Apesar do calculo amostral ter sido realizado, foram utilizadas todas as amostras de
Staphylococcus spp. isoladas no periodo de 10 de marco a 14 de novembro de 2008, que

estavam de acordo com critérios de inclusdo e exclusao.

3.5. Coleta

Os pacientes foram orientados a coletar a urina de jato médio, com higiene prévia da
regido genital. Foi desprezado o primeiro jato e colhido o jato médio em frasco estéril
apropriado sendo o restante da mic¢do desprezado. Em criancas e recém-nascidos a amostra
foi obtida com auxilio de saco coletor colocado de maneira asséptica. O coletor foi trocado a

cada 45 minutos a 1 hora, repetindo a higiene para evitar contaminacdao fecal.
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3.6. Transporte

As amostras coletadas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina foram
transportadas em temperatura ambiente (20 a 25°C) e processadas no maximo em até 1 hora.
As amostras coletadas nos centros de sadde foram transportadas em caixas térmicas sob-

refrigeracao e processadas logo apds a chegada ao laboratorio.

3.7. Semeadura

A urina foi homogeneizada e semeada com alca descartavel (0,001 mL ou 1uL), sem
centrifugacdo. A alga foi imersa na urina de forma vertical e a semeadura realizada através da
técnica de esgotamento, utilizada para quantificacdo, sendo os resultados reportados em

unidades formadoras de col6nias por mililitro de urina (UFC/mL).

3.8. Isolamento primario

As amostras foram semeadas em placas contendo meio de agar Cled (Cysteine Lactose
Electrolyte-Deficient Medium) e &gar MacConkey (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). As placas
foram incubadas em estufa por 18 a 24 horas, a temperatura de 35°C e apds esse periodo foi

realizado a contagem do nimero de coldnias.

3.9. Identificacéo fenotipica dos estafilococos

Os isolados foram semeados em &gar Sangue com 5,0% de sangue de carneiro
(isolamento secundario) e corados pelo método do Gram, objetivando-se sua pureza e a
observacdo de sua morfologia e coloracdo especifica. Apds a confirmacdo dessas
caracteristicas, as linhagens foram submetidas as provas de catalase, DNAse e coagulase em
tubo (padrdo ouro), para distincdo das espécies de Staphylococcus aureus e estafilococos

coagulase negativa, conforme preconizado por Koneman et al.*%.
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3.9.a. Prova da catalase
O teste foi realizado utilizando-se peroxido de hidrogénio (H,O,) sobre uma cultura de
24 horas em caldo BHI (brain-heart infusion) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), sendo que a

imediata producéo de efervescéncia indica a conversdo de H,O, em 4gua e oxigénio gasoso*.

3.9.b. Prova da bacitracina e furazolidona

O género Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com base na prova de
resisténcia a bacitracina (0,04 U) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), indicada pela auséncia de
halo de inibicdo, ou formacdo de halo de até 9 mm, e pela sensibilidade a furazolidona (100

Hg) (Cecom, S&o Paulo, Brasil), caracterizada por halos de inibicdo >15 mm de diametro*?.

3.9.c. Prova da coagulase em tubo

A coagulase detectada por esse método é secretada extracelularmente (coagulase livre)
e reage com uma substancia presente no plasma denominado “fator de reacdo com coagulase
(CRF)” para formar um complexo que, por sua vez, reage com o fibrinogénio, formando
fibrina (formacéo de coagulos)*.

Foi colocado 0,5 mL de uma cultura “overnight” de Staphylococcus spp. em caldo
BHI, em um tubo contendo 0,25 mL de plasma de coelho. Os tubos foram incubados a 35°C, e

as leituras realizadas com 1, 4 e 24 horas.

3.9.d. Prova de desoxirribonuclease (meio de DNAse)

A prova da desoxirribonuclease tem elevada correlagdo com a producdo da coagulase,
sendo que S. aureus produz DNAse e endonuclease termoestavel, ambas as enzimas
hidrolisam &cido nucleico (DNA)*.

Foi utilizado agar DNAse com verde de metila (Difco, Sparks, USA), onde foi
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realizado um indculo denso de forma circular. A placa foi incubada por 24 horas a 35°C e a
prova foi considerada positiva quando ocorreu a formacdo de um halo claro ao redor do
crescimento bacteriano onde o DNA foi degradado.

Foram utilizados como controle positivo (S. aureus ATCC 33591) e controle negativo

(S. epidermidis ATCC 35983).

3.9.1. Identificacdo de Staphylococcus aureus

Os estafilococos coagulase positiva, além das provas descritas anteriormente foram
submetidos a prova de fermentacdo da trealose, para diferenciar as espécies de
Staphylococcus aureus de Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans .

Para identificacdo com aparelho de automacéo Vitek | (Biomérieux, Durham, USA) os
resultados das provas de catalase e coagulase foram informadas por marcacgdes externas

realizadas nos cartdes de identificacédo.

3.9.2. Identificacéo de estafilococos coagulase negativa
Os estafilococos coagulase negativa foram identificados através do método

simplificado de provas bioquimicas descritas por Cunha et al.®®

, 0 qual é dividido em duas
etapas. Durante a primeira etapa foram realizadas as provas de fermentacdo da Xxylose,
sacarose, trealose, maltose, manitol, producdo de hemolisinas e crescimento anaerobio em
tioglicolato. As provas realizadas na segunda etapa variam de acordo com os resultados
obtidos na primeira etapa e incluem produgdo de urease, redugio de nitrato, fermentacdo da f3-
D-frutose, descarboxilagdo da ornitina e resisténcia a novobiocina.

Além da identificacdo pelo método simplificado as amostras foram identificadas pelo

aparelho de automacdo Vitek I. O cartdo GPI (ldentificacdo de Gram-Positivo) contém 30

pocos, dos quais 29 poc¢os contém substratos onde sé@o realizadas as provas de: sensibilidade a
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bacitracina, sensibilidade a optoquina, tolerancia ao cloreto de sodio a 6,0%, tolerancia a bile
10,0%, toleréncia a bile 40,0%, hidrélise da esculina, arginina, uréia, tetrazolio vermelho,
sensibilidade a novobiocina, hemicelulase, dextrose, lactose, manitol, rafinose, salicina,
sorbitol, sacarose, trealose, arabinose, piruvato, pululano, inulina, melibiose, celobiose,
ribose, xilose, base de peptona e um caldo de controle negativo.

Um swab de algod&o estéril foi utilizado para colher coldnias recentes (24 horas) da
placa de agar Sangue (5,0%) para preparacdao de uma suspensao padronizada de acordo com a
escala 0,5 de MacFarland (zona vermelha no colorimetro Vitek 1), utilizando 1,8 mL de
solucdo salina esteril (0,45% a 0,5%) em tubo de ensaio 12 x 75 mm, descartavel,
transparente e estéril. O cartdo de identificacdo foi acoplado ao tubo, na secéo de apoio de
tubo do suporte de enchimento e levado até a camara de vacuo do aparelho, onde o cartéo foi
preenchido.

A prova de catalase foi informada pela marcacdo externa realizada nos cartdes de
identificacdo, sendo entdo selados e colocados no suporte do Leitor/Incubadora Vitek | onde
foram realizadas as leituras. O software analisa e guarda automaticamente o0s testes
bioguimicos liberando os resultados apds um periodo de incubacédo de 2 a 15 horas.

Foi realizada ainda uma identificacdo presuntiva de Staphylococcus saprophyticus
com base na resisténcia a novobiocina (5 pg) (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e auséncia de
hemolise. O resultado foi considerado resistente quando foram observados halos de até 12
mm ou auséncia de halo, e amostras sensiveis apresentaram halos >16 mm*2. As amostras
resistentes foram identificadas como Staphylococcus saprophyticus e as sensiveis foram

consideradas como espécies de Staphylococcus epidermidis*®.

3.10. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-difuséo

Foram avaliados o perfil de sensibilidade e o percentual de resisténcia aos
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antimicrobianos para oxacilina 1 pg, cefoxitina 30 pg, cefalotina 30 pg, gentamicina 10 ug,
linezolida 30 pg, norfloxacina 10 pg, penicilina G 10 UN, sulfametoxazol/trimetoprin 25 ug,
vancomicina 30 pg, nitrofurantoina 300 pg, amoxicilina/acido clavulanico 30 pg, eritromicina
15 pg e clindamicina 2 pg (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), conforme critérios recomendados
pelo CLSI** 2008 (Anexo B).

Para o preparo dos in6culos foi utilizada uma suspensdo direta das coldnias (cultura
pura com até 24 horas) em solucdo salina a 0,9% (Fresenius Kabi, Aquiraz, Brasil),
equivalente a solucdo padréo de turbidez da escala 0,5 de MacFarland. Ap6s homogeneizacdo
desta suspensao foi realizada a semeadura introduzindo um swab estéril que foi comprimido
na parede interna do tubo para retirada do excesso do indculo e semeado em quatro direcdes
diferentes na superficie do agar Mueller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). As placas
foram deixadas por 5 a 15 minutos, a temperatura ambiente, para que o indculo fosse
completamente absorvido pelo &gar antes de aplicar os discos. As placas foram incubadas em
estufa por 24 horas, a temperatura de 35°C, sendo os halos de inibicdo aferidos apos este
periodo. Para todos os estafilococos a leitura dos halos de oxacilina, vancomicina e linezolida
foi realizada com o uso de luz transmitida (placa vista de contraluz) para verificar crescimento
de coldnias dentro dos halos de inibicdo (heteroresisténcia), sendo que para os demais

antimicrobianos as leituras foram realizadas usando luz refletida.

3.11. Determinacdo da concentracgdo inibitéria minima (CIM) aos antimicrobianos pelo

método de E-teste®

A concentracdo inibitéria minima (CIM) dos isolados de S. aureus e estafilococos
coagulase negativa foi determinada por tiras de E-test® (AB Biodisk, Solna, Suécia) para 0s
seguintes antimicrobianos e intervalo de CIM em pg/mL respectivamente: penicilina G (0,002

a 32), eritromicina (0,016 a 256), clindamicina (0,016 a 256), oxacilina (0,016 a 256),
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linezolida (0,016 a 256) e vancomicina (0,016 a 256).

O E-test® é um método quantitativo usado para avaliar a sensibilidade de
microrganismos aos antimicrobianos. Consiste de uma fita de plastico inerte, transparente,
medindo 5,5 mm de largura por 60 mm de comprimento. De um lado da fita esta impressa
uma escala da CIM em pg/mL, e do outro lado existe um gradiente exponencial do
antimicrobiano, seco e estabilizado. A concentracdo varia de 0,016 a 256 pg/mL ou 0,002 a

32 pg/mL, dependendo do antimicrobiano distribuido ao longo da fita®*.

O preparo dos in6culos, semeadura e a incubagdo foram os mesmos descritos para o
método de disco-difusdo. A leitura foi realizada pela verificagdo, na escala da parte anterior
da fita, do valor correspondente a intersec¢do da zona de elipse de inibicdo do crescimento
bacteriano. Os resultados do estudo das CIMs das diversas drogas foram expressos por meio
de: CIMsoy (Concentracdo de droga necessaria para inibicdo de 50,0% da populacéo
bacteriana); ClMgoy, (Concentracdo necessaria para inibicdo de 90,0% da populacdo
bacteriana); a faixa de variacdo das CIMs e proporcao de amostras sensiveis a cada droga foi

determinada, segundo CLSI*** 2008 (Anexo B).

3.12. Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) aos antimicrobianos pelo
sistema Vitek |

O cartdo GPS (sensibilidade de Gram-Positivo) foi concebido para ser utilizado em
simultdneo com o cartdo GPI num modo interativo. Os cartdes foram inoculados com a
mesma suspensao do microrganismo e assinalados com nimeros de amostra e marcagdes de
reacao a catalase e coagulase idénticos.

O Vitek | obtém o resultado da CIM utilizando os dados do crescimento a partir do
cartdo GPS e a identificagdo do microrganismo do cartdo GPI.

Os principios do cartdo GPS, adaptado a uma técnica automatizada, baseiam-se na
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técnica de microdiluigdo da concentragéo inibitoria minima relatada por Maclowry & Marsh
31 & Gerlach™2. O cartdo é essencialmente uma versdo miniaturizada e abreviada da técnica
de dupla diluicdo para as CIM determinadas pelo método de microdiluicdo™.

O cartdo GPS contéem 45 pocos, sendo que o pogo de controle positivo determina a
forma como o microrganismo se desenvolve sem inibicdo bacteriana.

Cada um dos pocos restantes contém aliquotas, o equivalente a porc¢des pré-medidas e
pesadas individualmente, de um agente antimicrobiano especifico combinado com meios de
cultura microbiol6gicos.

O cartdo GPS realiza para estafilococos os testes dos seguintes antimicrobianos e
intervalo de CIM em pg/mL, respectivamente: ampicilina (< 0,12 a > 16), cefazolina (< 8 a >
32), ciprofloxacina (< 0,5 a > 4), clindamicina (< 0,5 a > 8), eritomicina (< 0,5 a > 8),
gentamicina (< 2 a > 16), linezolida (< 2 a > 16), oxacilina (< 0,25 a > 8), penicilina G (<
0,003 a > 16), rifampicina (< 0,25 a > 4), tetraciclina (< 1 a > 16) e vancomicina (< 0,5 a >
32).

O software determina a altura na qual um pog¢o demonstra crescimento (positivo), com
base na atenuagdo da luz, que é medida pelo leitor Optico de acordo com a alteracdo na

turbidez e cor dos pogos.

3.13. Testes para deteccéo de resisténcia a oxacilina

Foram utilizados discos de oxacilina 1 pg e cefoxitina 30 pg (Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra) para predizer a resisténcia a oxacilina mediada pelo gene mecA. O diametro da
zona de inibicdo foi interpretado de acordo com CLSI™°, documento M100-S18 (2008)
(Anexo B), considerando como ponto de corte para Staphylococcus aureus e S. lugdunensis
um didmetro < 12 mm para oxacilina e <21 mm para cefoxitina.

Para estafilococos coagulase-negativa exceto S. lugdunensis foi considerado como
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ponto de corte < 17 mm para oxacilina e <24 mm para cefoxitina.

3.14. Deteccdo da resisténcia induzida ao grupo MLSg (macrolideos; lincosamidas e
estreptogramina B)

Este teste foi realizado pela colocacdo do disco de eritromicina proximo ao disco de
clindamicina (15 mm a 26 mm) na placa de antibiograma, e com a difusdo da eritromicina
através do agar a resisténcia a clindamicina é induzida, resultando em um achatamento da
zona de inibig¢do, adjacente ao disco de eritromicina, com a forma da letra D (efeito D).

O resultado foi interpretado como negativo quando o halo de inibicdo ao redor do
disco de clindamicina foi circular, e positivo quando o halo de inibi¢do ao redor do disco de

clindamicina sofreu um achatamento®’.

3.15. Teste para deteccéo da producéo de beta-lactamase pelo disco de nitrocefin

A producdo de beta-lactamase foi detectada pelo uso de discos impregnados com
nitrocefin (cefalosporina cromogénica) (Becton Dickinson, Sparks, USA). O teste é baseado
na liberacdo de um radical cromogénico, que ocasiona uma mudanca de cor quando o anel
beta-lactamico é rompido pela acdo da beta-lactamase.

O disco foi umedecido com uma a duas gotas de agua destilada estéril e depositado
proximo a fita de E-test® de oxacilina, sobre uma cultura previamente incubadas por 24
horas, a temperatura de 35°C em placa de agar Mueller-Hinton. Os discos foram analisados
ap6s cinco minutos, e a reacdo positiva foi evidenciada pelo desenvolvimento de uma
coloracdo vermelha, e a negativa, pela ndo alteracdo de cor. Para as linhagens beta-lactamases
negativas, a reacao foi reexaminada apds uma hora, conforme recomendacGes do fabricante.

Foram utilizados como controle positivo (S. aureus ATCC 33591) e controle negativo

(S. xylosus ATCC 29979).
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3.16. Teste para deteccdo da producéo de beta-lactamase pelo Vitek |

A determinacédo da producédo de beta-lactamase pelo Vitek I foi realizada com o cartdo
GPS-652 inoculado conforme descrito no item 3.12. Quando uma penicilina entra em contato
com uma bactéria produtora de beta-lactamase, ela sera degradada e a beta-lactamase ira
romper 0 anel beta-lactamico presente na estrutura das penicilinas, assim as bactérias poderédo
crescer no pogo do cartdo do Vitek I que contém penicilina.

Em estafilococos, a resisténcia é induzida, por isso, para revelar a presenca da enzima
é utilizado um indutor (oxacilina) em baixa concentracdo (0,03 pg/mL) no pogo contendo
penicilina (1,15 pg/mL). Em outro pocgo, temos somente a penicilina em baixa concentracéo
(0,03 pg/mL), porgue, se a producéo de penicilinase for baixa, pode acontecer um resultado
de falsa sensibilidade, se a concentracdo da droga for muito alta.

O Vitek | mede a taxa de crescimento nos dois pogos: se a taxa de crescimento é
superior a 45,0% no primeiro, o teste de beta-lactamase foi positivo; se o limite ndo for
atingido, o aparelho ird avaliar o préximo pogo para confirmacdo, se a taxa de crescimento for
superior a 55,0% o teste de beta-lactamase é considerado positivo.

Quando o limite nao foi alcancado em nenhum dos pocos, o teste de beta-lactamase foi

considerado negativo.

3.17. Teste para deteccéo de hiperproducéo de beta-lactamase

As amostras foram testadas com um disco de amoxicilina/acido clavulanico 30 pg (20
ng amoxicilina e 10 pg de acido clavulanico), sendo que o ponto de corte para sensibilidade
foi a formacdo de um halo de inibicdo > 20 mm ap6s 24 horas de incubacgdo a 35°C™*“.

Foram consideradas hiperprodutoras de beta-lactamase as amostras que foram mecA
negativas, sensiveis ao disco de amoxicilina/acido clavulanico, resistentes a oxacilina e/ou

cefoxitina e beta-lactamase positiva em ambos os métodos utilizados (Vitek | e disco de
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nitrocefin).

3.18. Extracéo do acido nucleico

O éacido nucleico total foi extraido a partir de linhagens de Staphylococcus cultivadas
em gar sangue e inoculadas individualmente em caldo BHI e incubadas a 37°C por 24 horas.

A extracdo foi realizada com o Kit Illustra (GE Healthcare, Chalfont, Inglaterra) que
consiste na digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/mL) e
proteinase K (20 mg/mL). A seguir 500 uL da solucdo de extragdo foi adicionada a mistura e
centrifugada a 5.000 x g por um minuto. Em seguida o sobrenadante foi transferido para a
coluna e centrifugado a 5.000 x g por um minuto. O liquido coletado foi descartado e 500 pL
de solucdo de extracao foi adicionado novamente a coluna. Apds a centrifugacao e descarte do
liquido coletado, 500 uL da solucdo de lavagem foi adicionada a coluna e esta submetida a
centrifugacao a 14.000 x rpm por trés minutos. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo
de 1,5 mL onde foram adicionados 200 pL de agua Milli Q aquecida a 70°C que foi utilizada
para a eluicdo. As amostras foram centrifugadas a 5000 x g por um minuto, e a coluna

desprezada. O DNA extraido foi guardado sob-refrigeracéo a -20°C.

3.19. Identificacd@o genotipica de Staphylococcus spp.

As amostras de Staphylococcus spp. foram submetidas a identificacdo genotipica
usando primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S e 23S. Este método
descrito por Barry et al.?® e Couto et al.?' é conhecido como ITS-PCR (Internal Transcribed
Spacer-PCR).

A técnica foi realizada conforme descrito por Couto et al.**

usando os primers G1 (5'-
GAAGTCGTAACAAGG) e L1 (5'-CAAGGCATCCACCGT). A amplificacdo foi constituida

de um uma etapa de desnaturacdo a 94°C por quatro minutos e 25 ciclos de amplificacéo,
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sendo cada um desses com um minuto a 94°C, dois minutos de rampa a 55°C, sete minutos a
55°C, dois minutos de rampa a 72°C, dois minutos a 72°C, seguidos por uma etapa de
extensio adicional de sete minutos a 72°C™. Para controle dos resultados, foram utilizadas as
seguintes linhagens de referéncia internacional: S. auricularis (ATCC 33753), S. capitis
subsp. capitis (ATCC 27843), S. capitis subsp. urealyticus (ATCC 49325), S. caprae (ATCC
35538), S. cohnii (ATCC 49330), S. cohnii subsp. cohnii (ATCC 29974), S. epidermidis
(ATCC 12228), S. epidermidis (ATCC 35983), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis
(ATCC 27844), S. hominis subsp. novobiosepticus (ATCC 700237), S. lentus (ATCC
700403), S. lugdunensis (ATCC 700328), S. saprophyticus (ATCC 15305), S. schleiferi
subsp. schleiferi (ATCC 43808), S. sciuri subsp. sciuri (ATCC 29062), S. simulans (ATCC
27851), S. xylosus (ATCC 29979), S. warneri (ATCC 10209) e S. aureus (ATCC 29213).

A eficiéncia das amplificacGes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose metagen 3,0% (Agargen, Madri, Espanha) preparado em tampdo 1,0 X TBE e corado
com SYBR® Safe (Invitrogen, Eugene, USA). O tamanho dos produtos amplificados foi
comparado com o padrdo de 100 pb (Norgen, Thorold, Canada) e posteriormente

fotografados sob transiluminagéo UV.

3.20. Deteccao do gene mecA pelo método da reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

As reacOes de PCR foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL em
volumes totais de 25 pL contendo 10 pM de cada primer (mecAl: 5 AAA ATC GAT GGT
AAA GGT TGG e mecA2: 5 AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG), 10 U de Taq

polimerase, 100 uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 0,75 uL de MgCl, e 5 uL da

OTM

amostra. A incubacéo foi realizada em termociclador PTC-100" ™ (MJ Research, Watertown,

1
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USA), empregando os parametros descritos por Murakami et al.”, que consistem de: 40

ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento dos primers a 55,5°C por 30
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segundos e extensdo a 72°C por um minuto. Apés completar os 40 ciclos, os tubos foram
incubados a 72°C por cinco minutos antes de resfriar a 4°C. O resultado positivo foi indicado
pela observacdo da presenca de fragmentos de DNA de 533 bp. Em todas as reacdes
realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia para mecA positivo (S. aureus ATCC
33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

A eficiéncia das amplificacGes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose Ultrapure™ 1,5% (Invitrogen, Carlsbad, USA) preparado em tamp&o 1,0 X TBE e
corado com SYBR® Safe. O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o padrédo

de 100 bp e posteriormente fotografados sob transiluminacgéo ultravioleta.

3.21. Deteccao do gene coa pelo método da reagdo em cadeia de polimerase (PCR)

Para a reacdo de amplificacdo, foi adicionado 1 uL da amostra de DNA em 49 uL da
mistura de reacdo contendo MgCl, 4 mM, 200 uM de cada dNTP, 15 pM de cada primer
(coal: 5 GTAGAT TGG GCA ATT ACATTT TGG AGG 3 e coa2: 5 CGC ATCAGCTTT
GTT ATC CCATGT A 3)el1UdeTaq DNA polimerase.

A amplificaco foi realizada em termociclador PTC-100™, empregando os parametros

descritos por Kearns et al.**®

, que consistiram de: um minuto a 94°C, seguido por 15 ciclos de
30 segundos a 94°C, 30 segundos a 68°C e 30 segundos a 72°C. Apds, seguiram-se mais 20
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C e 30 segundos a 72°C, e uma extensdo
adicional de dois minutos a 72°C. O resultado positivo foi indicado pela observacdo da
presenca de fragmentos de DNA de 117 bp. Como controles foram utilizados linhagens de
referéncia para coa positivo (S. aureus ATCC 29213) e negativo (S. epidermidis ATCC
35983).

A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de

agarose Ultrapure™ 3,0% preparado em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5 X. Como
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padréo foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 bp. O DNA foi corado com

SYBR® Safe e posteriormente fotografados sob transiluminac&o ultravioleta.

3.22. Determinacédo do tipo de SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) para S.
aureus
A determinacédo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se o método de reacéo de

137

PCR Multiplex, conforme descrito por Oliveira & de Lencastre™" e atualizado por Milheirico

et al.’*®,
Foram utilizados 10 pares de primers descritos na Tabela 1, selecionados com base nas
sequéncias do elemento mec descritas previamente por Ito et al.,* e Oliveira et al.,***.

Como controle para a tipagem do SCCmec foram utilizadas as cepas COL para
SCCmec tipo I; N315 para SCCmec tipo IA; PER34 para 0 SCCmec tipo Il; AN546 para o
SCCmec tipo I11; HU25 parao SCCmec tipo 1A e MW?2 para 0 SCCmec tipo IV.

Para a reacdo de amplificacdo foi utilizada a seguinte mistura: tampdo de reacdo da
Taq 1 U, 200 uM de cada dNTP, 400 nM dos primers CIF2 F2, CIF2 R2, MECI P2, MECI
P3, RIF5 F10, RIF5 R13, PUB110 R1 e PT181 R1, 800 nM dos primers DCS F2, DCS R2,
MECA P4, MECA P7 e 1S431 P4, 200 nM dos primers KDP F1, KDP R1, RIF4 F3, RIF4 R9,
1,25 U de Taq polimerase e 20 ng de DNA. A amplificagdo foi realizada em termociclador
PTC-100™, empregando os parametros descritos por Oliveira e de Lencastre™’, que
consistiram de: quatro minutos a 94°C, seguidos por 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30

segundos a 53°C e um minuto a 72°C. O programa finalizou com uma extenséo adicional de

quatro minutos a 72°C.



38

Tabela 1. Oligonucleotideos para a deteccdo do cassete cromossémico estafilococico mec
(SCCmec) em Staphylococcus aureus.

Primer Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ SCCmec/R® TPA®
des F2 5’ — CATCCTATGATAGCTTGGTC — 3’ .
des R1 5~ CTAAATCATAGCCATGACCG - 3° L1l VeVl regiaoJs 342
mecA P4 5" ~TCCAGATTACAACTTCACCAGG 3" (oo oo o
mecA P7 5"~ CCACTTCATATCTTGTAACG - 3’ P
cif2 F2 5" _ TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG - 3’ | reqiio 11 495
cif2 R2 5"~ ATTTACCACAAGGACTACCAGC - 3’ 169
mecl P2 5"~ ATCAAGACTTGCATTCAGGC - 3’ e 1L commlexo mec 209
mecl P3 5"~ GCGGTTTCAATTCACTTGTC - 3’ » comp
fif5 F10 5"~ TTCTTAAGTACACGCTGAATCG — 3’ L. reqido 13 214
rif5 R13 5"~ GTCACAGTAATTCCATCAATGC - 3’ 169
cerC F2 5" - GTACTCGTTACAATGTTTGG - 3’
ccrC R2 5° — ATAATGGCTTCATGCTTACC - 3 v complexo cer 449
kdp F1 5"~ AATCATCTGCCATTGGTGATGC — 3’ L. reqido 11 -
kdp R1 5" CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG — 3’ 169
SCCmec V J1 F 5" - TTCTCCATTCTTGTTCATCC - 3° v/ reqido 1 277
SCCmec V JLR 5"~ AGAGACTACTGACTTAAGTGG — 3’ 169
ccrB2 F2 5"~ AGTTTCTCAGAATTCGAACG — 3’ and IV. complexocor 311
ccrB2 R2 5"~ CCGATATAGAAWGGGTTAGC — 3’ » comp
SCCmec I11J1 F 5" _ CATTTGTGAAACACAGTACG — 3’ L. reqido 11 043
SCCmec I11J1 R 5"~ GTTATTGAGACTCCTAAAGC — 3’ Te9

a: Tipo de SCCmec/regido; b: Tamanho do produto amplificado.
Fonte: Oliveira & de Lencastre™’; Milheirigo et al.*®.

A eficiéncia das amplificacGes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose Ultrapure™ 2,0% preparado em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5 X. Como
padréo foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 bp. O DNA foi corado com

SYBR® Safe e posteriormente fotografado sob transiluminacéo ultravioleta.

3.23. Determinacéo do tipo de SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) para

estafilococos coagulase negativa
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A determinacdo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando o método de reacdo PCR

Multiplex com quatro pares de primers para o locus A, B, D e E, descritos na Tabela 2

137.

(Oliveira & de Lencastre™’; modificado por Machado et al.**).

Para a reacdo de amplificagdo foi utilizada a seguinte mistura: tampéo de reacdo 1 X,
1,25U Tag polimerase , 200 uM de cada dNTP, 10 pM dos primers CIF2 F2, CIF2 R2, 6 pM

dos primers KDP F1 e KDP R1 e 5 pM dos primers RIF4 F3 e RIF4 R9 e 10 uL do DNA

OTN1

extraido. A amplificagdo foi realizada em termociclador PTC-100"", empregando 0s

137 I 139

parametros descritos por Oliveira & de Lencastre™" modificados por Machado et al.”, que
consistiram de: trés minutos a 92°C, seguidos por 30 ciclos de um minuto a 92°C, um minuto
a56°C e 1,5 minutos a 72°C.

A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose Ultrapure™ 2,0% preparado em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5 X. Como
padréo foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 bp. O DNA foi corado com

SYBR® Safe e posteriormente fotografados sob transiluminacéo ultravioleta.

Tabela 2. Oligonucleotideos para a deteccdo do cassete cromossomico estafilococico mec
(SCCmec) em estafilococos coagulase negativa.

Primer Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ SCCmec/R® TPA®
CIF2 F2 5’ —TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG -3’ | reqido J1 495
CIF2 R2 5" -~ ATTTACCACAAGGACTACCAGC -3’ + €9
KDP F1 5> — AATCATCTGCCATTGGTGATGC -3’ 1. reqido J1 284
KDP R1 5’ — CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG - 3 + €9
DCS F2 5’ —CATCCTATGATAGCTTGGTC -3’ -

DCS R1 5’ — CTAAATCATAGCCATGACCG - 3° 111, 1V regido J3 342
RIF4 F3 5" —GTGATTGTTCGAGATATGTGG -3’ I reio J3 414
RIF4 R9 5’ —CGCTTTATCTGTATCTATCGC -3’ g

a:Tipo de SCCmec/regido; b: Tamanho do produto amplificado.

Fonte: Oliveira & de Lencastre*®”; Machado et al.**°.



40

3.24. Anélise estatistica

Para avaliacdo da acurécia das provas de coagulase e DNAse, dos métodos fenotipicos
de identificacdo para Staphylococcus spp. (disco de novobiocina, método simplificado de provas
bioquimicas e sistema Vitek 1) e dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos (disco-difusao, E-
test® e Vitek 1) foram aplicados testes para a avaliagdo da sensibilidade e especificidade

segundo Fletcher et al.**°, utilizando a pesquisa do gene coa, o ITS-PCR e a deteccdo do gene

mecA como padrdo ouro, respectivamente.



Resultados
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4. Resultados

4.1. Procedéncia das amostras encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia do HC-

FMB.

Das 101 amostras de estafilococos estudadas, 50 (49,6%) eram de pacientes dos
Centros de Saude de Botucatu e regido, 30 (29,7%) de pacientes ambulatoriais, 17 (16,8%) de

enfermaria e 4 (3,9%) foram atendidos no Pronto Socorro (Figura 1).

16,8%

49,6% m Enfermaria

99.7% ® Ambulatério

Pronto Socorro
B Centro de Saude

3,9%

Figura 1. Procedéncia das amostras encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia do HC-FMB.

A Tabela 3 demonstra a correlacdo entra as espécies isoladas e a procedéncia das
amostras, enfatizando que 54 (94,8%) das 57 amostras de S. saprophyticus eram de pacientes
ndo hospitalizados, e dos 17 S. aureus isolados somente 4 (23,5%) eram procedentes de

enfermaria.



Tabela 3. Correlacao entre as espécies isoladas e a procedéncia das amostras.
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Procedéncia

Espécies Total Enfermaria Ambulatério cs® ps®
N % N % N % N % N %
S. saprophyticus 57 56,4 3 5,2 16 28,1 35 615 3 52
S. aureus 17 16,9 4 23,5 6 35,3 7 411 0 0,0
S. epidermidis 16 15,9 7 43,8 4 25,0 4 250 1 62
S. haemolyticus 8 7,9 2 25,0 3 37,5 3 375 0 00
S. warneri 2 19 0 0,0 1 50,0 1 50,0 0 00
S. lugdunensis 1 1,0 1 100 0 0,0 0 0,0 0 00
Total 101 100 17 16,8 30 29,7 50 49,6 4 39

a: Centro de Salde; b: Pronto Socorro

4.2. Idade e sexo dos pacientes com infec¢do do trato urinario.

Analisando a idade e sexo dos pacientes, 27 (26,8%) eram do sexo masculino e 74

(73,2%) do feminino, sendo que 56 (55,4%) das mulheres tinham entre 15 e 44 anos de idade

e 13 (48,1%) dos homens tinham mais de 55 anos (Tabela 4).

Tabela 4. Idade e sexo dos pacientes com infec¢do do trato urinario.

Idade (anos) Masculino Feminino Total (%)
<1 2 3 5(4,9)
la4 1 6 7(6,9)
15a30 1 38 39 (38,6)
31a44 5 18 23 (22,8)
45 a 54 5 6 11 (10,9)
>55 13 3 16 (15,9)
Total (%) 27 (26,8) 74 (73,2) 101 (100)
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4.3. Comparacdo entre a prova de DNAse, teste da coagulase em tubo e gene da

coagulase (gene coa).

Entre as 101 amostras estudadas, todos os 17 S. aureus foram positivos para
coagulase, DNAse (Figura 2) e gene coa (Figura 3), entretanto, dos 84 isolados de ECN dois
apresentaram DNAse positiva, porém foram negativos para coagulase e gene coa, sendo que
as 82 amostras restantes foram negativas para coagulase, DNAse e gene coa (Tabela 5). A
prova da DNAse apresentou uma sensibilidade de 100,0% e especificidade de 97,6% e a
coagulase obteve valores iguais ao método genotipico de referéncia (gene coa) com
sensibilidade e especificidade de 100,0% e taxas de concordancia de 98,0% para DNAse e

100,0% para coagulase (Tabela 6).

Figura 2. Placa de 4gar DNAse com verde de metila. Amostra U-13619: S. warneri; U-13483: S. epidermidis;
U-11637: S. aureus; Controle positivo: S. aureus ATCC 25923.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do gene coa (117 bp) pela técnica da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). Canaleta 1: marcador de peso molecular (100bp); 3, 6, 7 e 16: amostras positivas; 2, 4,5
e 8 ao 15: amostras negativas; 17: Controle positivo; S. aureus ATCC 29213; 18: Controle negativo; S.

epidermidis ATCC 35983; 19: H,0.

Tabela 5. Comparacdo dos testes de coagulase e DNAse com a presenca do gene coa.

Espécies DNAse + DNAse - Coagulase + Coagulase - Gene coa + Gene coa -
S. aureus 17 0 17 0 17 0
ECN®@ 2 82 0 84 0 84
Total 19 82 17 84 17 84

a: Estafilococos coagulase negativa.

Tabela 6. Teste de concordancia e acuracia para os métodos de DNAse e coagulase.

Meétodos
Teste de Acuracia
DNAse Coagulase

Sensibilidade (%) 100,0 100,0
Especificidade (%) 97,6 100,0
VPP® (%) 89,4 100,0
VPN® (%) 100,0 100,0
Concordancia (%) 98,0 100,0

a: valor preditivo positivo; b: valor preditivo negativo.
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4.4. Identificacdo fenotipica e genotipica dos Staphylococcus spp.

Em relacéo a identificagéo, utilizando-se o disco de novobiocina foram identificados
57 S. saprophyticus e 27 S. epidermidis, o método simplificado de provas bioquimicas
identificou 57 isolados como S. saprophyticus (Figura 4), 15 S. epidermidis, sete S.
haemolyticus, quatro S. warneri e um S. lugdunensis, enquanto o Vitek | identificou 48 S.
saprophyticus, 12 S. epidermidis, nove S. haemolyticus e quatro S. warneri (Figura 5). Pelo
ITS-PCR (Figura 6) foram identificados 57 S. saprophyticus, 16 S. epidermidis, oito S.
haemolyticus, dois S. warneri e um S. lugdunensis, entretanto seis amostras de S. auricularis,
quatro de S. simulans e um S. xylosus foram identificadas somente pelo Vitek 1. Os 17 S.

aureus encontrados foram identificados por todos os métodos (Tabela 7).

Figura 4. Amostra da espécie S. saprophyticus identificada pelo método bioquimico através da fermentacéo dos
acucares: (1) xilose negativa, (2) sacarose, (3) trealose, (4) maltose, (5) manitol e (8) frutose positivos, (6)
crescimento anaerébico em meio tioglicolato e (7) urease positivos.



Figura 5. Cartdo de identificacdo para Gram positivo (GPI) do Vitek |

Tabela 7. Comparagéo dos metodos de identificacao.
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Meétodos de identificacdo

Espécies Novaobiocina Vitek | Simplificado ITS-PCR
N % N % N % N %
S. saprophyticus 57 56,4 48 47,6 57 56,4 57 56,4
S. aureus 17 16,9 17 16,9 17 16,9 17 16,9
S. epidermidis 27 26,7 12 11,9 15 14,9 16 15,9
S. haemolyticus 0 0,0 9 8.9 7 6,9 8 7,9
S. auricularis 0 0,0 6 5,9 0 0,0 0 0,0
S. simulans 0 0,0 4 3,9 0 0,0 0 0,0
S. warneri 0 0,0 4 3,9 4 3,9 2 1,9
S. lugdunensis 0 0,0 0 0,0 1 1,0 1 1,0
S. xylosus 0 0,0 1 1,0 0 0,0 0 0,0
Total 101 100 101 100 101 100 101 100
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A principal falha na identificdo dos S. saprophyticus pelo Vitek | foi a ndo deteccao da

resisténcia a novobiocina, que ocorreu em seis dos nove isolados, seguido do teste de arginina

positivo (cinco isolados), sendo que quatro isolados apresentaram ambas as provas

discordantes. Os cinco S. epidermidis identificados como S. auricularis pelo Vitek | foram

sacarose negativos, e os dois S. warneri tiveram prova da urease negativa. Em relacdo as duas

espécies identificadas erroneamente pelo metodo simplificado de provas bioquimicas, o S.

haemolyticus apresentou resultado incorreto para prova de urease e o S. epidermidis para

prova da trealose (Tabela 8).

Tabela 8. Avaliacdo das provas bioguimicas que falharam na identificacdo das espécies.

ITS-PCR Método Simplificado Sistema Vitek |
N° Identificacio Identificacio Prov. incor. Identificacio Prov. incor.
1 S. saprophyticus S. saprophyticus - S. warneri Arg +; Rib +
1 S. saprophyticus S. saprophyticus - S. warneri Arg +; Nov S
1 S. saprophyticus S. saprophyticus - S. warneri Rib +
1 S. saprophyticus S. saprophyticus - S. warneri Nov S
2 S.saprophyticus S. saprophyticus - S. simulans Arg +; Nov S
1 S. saprophyticus S. saprophyticus - S. simulans Nov S
1  S.saprophyticus S. saprophyticus - S. xylosus Xil +
1 S.saprophyticus S. saprophyticus - S. haemolyticus  Arg +; Nov S; Ara +
4 S. epidermidis S. epidermidis - S. auricularis Sac -
1 S. epidermidis S. epidermidis - S. simulans Man +; Tre +
1 S. epidermidis S. warneri Tre + S. auricularis Sac -
1 S. warneri S. warneri - S. haemolyticus Ure -
1 S. warneri S. warneri - S. auricularis Ure -
1 S. haemolyticus S. warneri Ure + S. epidermidis Ure +; Arg -; Tre -
1 S. lugdunensis S. lugdunensis - S. epidermidis Lac -; Tre -
+ : positivo; - : negativo; S: sensivel; Prov. incor.: provas incorretas; Arg: arginina; Rib: ribose; Nov:

novobiocina; Xil: xilose; Ara: arabinose; Sac: sacarose; Man: manitol; Tre: trealose; Ure: urease; Lac: lactose.
Os resultados das provas bioquimicas foram comparadas as tabelas de identificacdo descritas por Koneman et al.,

2001.
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Figura 6. ITS-PCR (Internal Transcribed Spacer-PCR) para identificacdo genotipica das espécies de
Staphylococcus spp. Canaleta 1: marcador de peso molecular (100bp); 2: S. saprophyticus ATCC 15305; 3 ao
12: isolados de S. saprophyticus; 13: controle negativo (H,0).

Em relacdo a comparagdo da sensibilidade e especificidade entre os métodos de
identificacdo para todas as espécies estudadas, o disco de novobiocina obteve sensibilidade de
89,1% e especificidade de 89,1%, sendo que para Vitek | a sensibilidade e especificidade
foram de 81,2% e 92,0% respectivamente, e para 0 metodo simplificado de provas
bioquimicas a sensibilidade e especificidade foram de 98,0% (Tabela 9).

As Tabelas 10, 11 e 12 apresentam os resultados dos testes de concordancia entre os

métodos de identificacdo fenotipica e o ITS-PCR.

Tabela 9. Comparacéo da sensibilidade e especificidade entre os métodos com ITS-PCR.

Sensibilidade (%) Especificidade (%)
Espécies
Novobiocina  Vitek I  Simplificado Novobiocina  Vitek I  Simplificado

S.aureus 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
S.epidermidis 100,0 62,5 93,7 87,0 97,6 100,0
S. warneri 0,0 0,0 100,0 0,0 95,9 97,9
S. haemolyticus 0,0 87,5 87,5 0,0 97,8 100,0
S. lugdunensis 0,0 0,0 100,0 0,0 100,0 100,0
S. saprophyticus 100,0 84,2 100,0 100,0 100,0 100,0

Total (%) 89,1 81,2 98,0 89,1 92,0 98,0




Tabela 10. Taxa de concordancia entre o ITS-PCR e o disco de novobiocina.
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Novobiocina - — - ITS-PCR - - - Total
S.aureus  S.epidermidis  S.warneri S. haemolyticus S. lugdunensis S. saprophyticus

S.aureus 17 0 0 0 0 0 17

S.epidermidis 0 16 2 8 1 0 27

S. saprophyticus 0 0 0 0 0 57 57

Total 17 16 2 8 1 57 101

Concordancia 100,0% 100,0% 0% 0% 0% 100,0% 89,1%

Tabela 11. Taxa de concordancia entre o ITS-PCR e o sistema Vitek 1.

] ITS-PCR

Vitek | - — - - - - Total
S.aureus  S.epidermidis  S.warneri S. haemolyticus S. lugdunensis S. saprophyticus

S.aureus 17 0 0 0 0 0 17

S.epidermidis 0 10 0 1 1 0 12

S. warneri 0 0 0 0 0 4

S. haemolyticus 0 0 1 7 0 1

S. lugdunensis 0 0 0 0 0 0

S. saprophyticus 0 0 0 0 0 48 48

S. auricularis 0 5 1 0 0 0

S. simulans 0 1 0 0 0 3

S. xylosus 0 0 0 0 0 1

Total 17 16 2 8 1 57 101

Concordancia 100,0% 62,5% 0% 87,5% 0% 84,2% 81,2%

Tabela 12. Taxa de concordancia entre o ITS-PCR e o método simplificado de provas

bioquimicas.

L ITS-PCR

Simplificado - — - - - - Total

S.aureus  S.epidermidis  S.warneri S. haemolyticus S. lugdunensis  S. saprophyticus

S.aureus 17 0 0 0 0 0 17
S.epidermidis 0 15 0 0 0 0 15
S. warneri 0 2 1 0 0 4
S. haemolyticus 0 0 0 7 0 0
S. lugdunensis 0 0 0 1 0
S. saprophyticus 0 0 0 0 0 57 57
Total 17 16 2 8 1 57 101
Concordancia 100,0% 93,7% 100,0% 87,5% 100% 100,0% 98,0%
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4.5. Determinacdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos através do método de

disco-difusdo em agar (Kirby-Bauer).

Considerando o total de cepas estudadas, o maior percentual de resisténcia aos
antimicrobianos em Staphylococcus spp. foi a Oxacilina (76,2%) seguido da Penicilina
(72,2%). Todas as amostras foram sensiveis a vancomicina, linezolida e nitrofurantoina

(Figura 7).
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Figura 7. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-difusdo em Staphylococcus spp.
Antimicrobianos: FOX (cefoxitina), OX (oxacilina), KF (cefalotina), P (penicilina), SXT
(sulfametoxazol/trimetoprin), NOR (norfloxacina), CN (gentamicina), F (nitrofurantoina), LZD (linezolida), VA
(vancomicina), DA (clindamicina), E (eritromicina) e AMC (amoxicilina/acido clavulanico).

Os percentuais de resisténcia aos antimicrobianos em S. saprophyticus foram:
oxacilina 98,2%, penicilina 63,2%, eritromicina 31,6%, sulfametoxazol/trimetoprin 12,3%,
cefoxitina 12,2%, gentamicina e clindamicina 1,8%. Foram encontrados também 5,3% das
amostras com resultado intermediério para sulfametoxazol/trimetoprin. Todas as amostras
foram sensiveis & cefalotina, amoxicilina/acido clavulénico, norfloxacina, vancomicina,

linezolida e nitrofurantoina (Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-difusdo em S. saprophyticus.
Antimicrobianos: FOX (cefoxitina), OX (oxacilina), KF (cefalotina), P (penicilina), SXT
(sulfametoxazol/trimetoprin), NOR (norfloxacina), CN (gentamicina), F (nitrofurantoina), LZD (linezolida), VA
(vancomicina), DA (clindamicina), E (eritromicina) e AMC (amoxicilina/acido clavulanico).

Figura 9. Amostra de S. saprophyticus resistente apenas a novobiocina e oxacilina, mostrando sensibilidade a
todos os demais antimicrobianos testados.
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Em relacéo a Figura 10 os percentuais de resisténcia aos antimicrobianos em S. aureus
foram: penicilina 82,4%, eritromicina 53,0%, cefoxitina e amoxicilina/acido clavulanico
29,4%, oxacilina, cefalotina, norfloxacina e clindamicina 23,5%, gentamicina e
sulfametoxazol/trimetoprin 11,8%. Foram encontrados também 5,9% das amostras com
resultado intermediario para norfloxacina e 11,8% para eritromicina. Todas as amostras foram

sensiveis a vancomicina, linezolida e nitrofurantoina (Figuras 11).
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Figura 10. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-difusdo em S. aureus.
Antimicrobianos: FOX  (cefoxitina), OX (oxacilina), KF (cefalotina), P (penicilina), SXT
(sulfametoxazol/trimetoprin), NOR (norfloxacina), CN (gentamicina), F (nitrofurantoina), LZD (linezolida), VA
(vancomicina), DA (clindamicina), E (eritromicina) e AMC (amoxicilina/acido clavulanico).
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Figura 11. Amostra de S. aureus multirresistente, mostrando sensibilidade apenas a vancomicina, linezolida, e
nitrofurantoina e resisténcia a todos os demais antimicrobianos testados, os outros dois discos sensiveis sdo
novobiocina e furazolidona utilizados para identificacéo.

4.6. Determinacao do gene mecA e classificacdo do SCCmec

Dentre as 101 amostras estudadas foram encontrados 18 estafilococos mecA positivos
(Figura 12 e Tabela 14), sendo seis S. epidermidis, dos quais trés possuiam SCCmec tipo Il e
trés do tipo 1V; quatro S. aureus, dois do tipo 11l e dois do tipo Il (Figuras 13 e 14); cinco S.
haemolyticus, dois do tipo Il e trés ndo tipaveis, um S. warneri do tipo Ill e dois S.
saprophyticus, ambos do tipo 1V (Tabela 13 e Figura 13).

Dos S. aureus mecA positivos quatro foram isolados de pacientes de enfermaria, dois
possuiam o SCCmec tipo Il, e tinham o mesmo perfil de sensibilidade, e os outros dois
carregavam o SCCmec tipo 111, e também possuiam o mesmo perfil (Tabela 14). Dois isolados
de S. haemolyticus carregavam o SCCmec tipo 11, sendo um de paciente de enfermaria e outro

de ambulatorio; trés S. epidermidis com SCCmec tipo I, sendo um de paciente de
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ambulatorio e dois de enfermaria; um S. warneri do tipo Il de um paciente ambulatorial, e
trés S. epidermidis com SCCmec tipo 1V, sendo um de paciente do pronto socorro, um do
centro de saude e um de ambulatério (Tabela 14).

Foram encontrados ainda dois S. saprophyticus com SCCmec tipo IV, isolados de
pacientes dos centros de saude, sendo que ambos possuiam o mesmo perfil de sensibilidade
(Tabela 14).

A comparacdo dos testes para deteccdo da resisténcia a oxacilina revelou que, dos 18
estafilococos mecA positivos, 15 (83,3%) foram resistentes aos discos de cefoxitina e
oxacilina concomitantemente, dois foram sensiveis a cefoxitina e resistente a oxacilina (S.
saprophyticus) e um foi sensivel a ambos os discos (S. epidermidis). Dos 57 S. saprophyticus
estudados, 7 (12,2%) foram resistentes ao disco de cefoxitina e nenhum apresentou o gene
mecA, enquanto 56 (98,2%) demonstraram resisténcia ao disco de oxacilina e somente 2

(3,5%) apresentaram o gene mecA (Tabela 15).

Tabela 13. Determinacgdo pela técnica da PCR do tipo de SCCmec (staphylococcal cassette
chromosome mec) dos estafilococos.

Total S. saprophyticus  S. epidermidis  S.aureus  S. warneri S. haemolyticus
SCCmec N (%) N (%) N (%) N %) N (%) N (%)
Tipo Il 4(22,2) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (11,1) 0 (0,0) 2 (11,1)
Tipo I 6 (33,3) 0 (0,0) 3 (16,7) 2 (11,1) 1(5,5) 0 (0,0)
Tipo IV 5 (27,8) 2 (11,1) 3 (16,7) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
N3o tipavel 3 (16,7) 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) 3 (16,7)

Total 18 (100) 2 (11,1) 6 (33,4) 4(22,2) 1 (5,5) 5 (27,8)
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do gene mecA (533 bp) pela técnica da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Canaleta 3, 7, 10 e 12: amostras positivas; 1, 2, 4, 5, 6, 8, 9 e 11. amostras
negativas; 13: Controle negativo S. aureus ATCC 29213; 14; Controle positivo S. aureus ATCC 33591; 15: H,0O
e 16: marcador de peso molecular (100bp).
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Figura 13. PCR multiplex para detec¢do do tipo de SCCmec para estafilococos coagulase negativa. Canaleta 1:
marcador de peso molecular (100bp); 2: S. saprophyticus apresentando SCCmec tipo IV; 3: S. epidermidis
SCCmec tipo Il1; 4: amostra ndo tipavel (S. haemolyticus); 5: S. warneri SCCmec tipo IlI; 6: S. haemolyticus
SCCmec tipo I1; 7 e 8: S. epidermidis SCCmec tipo IV; 9: controle negativo (H,0).
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Figura 14. PCR multiplex para deteccdo do tipo de SCCmec para S. aureus. Canaleta 1 e 11: marcador de peso
molecular (100bp); 2: amostra de S. aureus apresentando SCCmec tipo Il; 3: cepa Col (tipo 1); 4: cepa Per (tipo
IA); 5: cepa N315 (tipo I1); 6: cepa AN546 (tipo I11); 7: cepa HU25 (tipo I11A); 8: cepa USA300 (tipo 1V); 9:
amostra de S. aureus SCCmec tipo 1V( ndo incluida no estudo); 10: controle negativo (H,0).

4.7. Determinacdo da sensibilidade e especificidade dos métodos fenotipicos para

deteccdo de resisténcia a oxacilina em Staphylococccus spp.

O método de difusdo com disco de oxacilina, E-test® e Vitek | apresentaram
sensibilidade de 94,4%, porém com baixa especificidade (Tabela 16), enquanto que a

cefoxitina teve uma sensibilidade de 83,3% e especificidade de 85,5%.

Tabela 16. Sensibilidade e especificidade dos métodos fenotipicos para deteccdo de
resisténcia a oxacilina em Staphylococccus spp.

Teste de Acuracia Cefoxitina Oxacilina Oxacilina Oxacilina
(disco) (disco) (E-test®) (Vitek I)
Sensibilidade (%) 83,3 94,4 94,4 94,4

Especificidade (%) 85,5 28,9 26,5 24,0
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4.8. Detecgdo da resisténcia induzida aos antimicrobianos do grupo MLSg.

A prova para deteccdo da resisténcia induzida aos antimicrobianos (D-teste)
pertencentes ao grupo MLSg (macrolideos; lincosamida e estreptogramina B) foi positiva em
10 (9,9%) isolados: 6 (60%) S. saprophyticus, 3 (30%) S. aureus e em 1 (10%) S.

haemolyticus (Figura 15 e 16).

10,0%

30,0% = S, saprophyticus

60,0% S, aureus

S. haemolyticus

Figura 15. Deteccdo da resisténcia induzida aos antimicrobianos pertencentes ao grupo MLSg.

Figura 16. A: D-teste positivo para deteccdo da resisténcia induzida aos antimicrobianos pertencentes ao grupo
MLSg, apresentanndo resisténcia ao disco de eritromicina e o achatamento do halo da clindamicina; B: D-teste
negativo.
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4.9. Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) aos antimicrobianos pelo

método de E-test®.

Do total dos Staphylococccus spp. submetidos ao E-test®, 77 (76,3%) foram
resistentes a oxacilina, com a CIMs de 0,75 pg/mL e CIMg > 8,0 pg/mL, entretanto somente
18 isolados foram positivos para pesquisa do gene mecA e 85 (84,1%) apresentaram
resisténcia a penicilina G, com a CIMso de 0,25 pg/mL e CIMgy > 32,0 pg/mL. Todos os
isolados foram sensiveis a linezolida com a CIMs, de 0,75 pg/mL e a CIMgo de 1,0 pg/mL, e

a vancomicina (Figura 17) com a CIMs, de 1,0 pg/mL e a CIMg de 1,5 pg/mL (Tabela 17).

Figura 17. Amostra S. aureus sensivel a vancomicina e linezolida, beta-lactamase positiva e resistente a
penicilina, oxacilina, clindamicina e eritromicina.
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Tabela 17. Concentracdo inibitoria minima (CIM) pelo método de E-test® para

Staphylococcus spp.
o . Sensivel Intermediario  Resistente  CIMsy CIMgy  CIM minimo CIM maximo

Antimicroniano

N (%) N (%) N (%) pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL
Oxacilina 23 (22,8) 1(0,9) 77 (76,3) 0,75 >8,0 0,094 >256
Penicilina G 16 (15,9) 0(0,0) 85 (84,1) 0,25 >32 0,012 >32
Linezolida 101 (100) 0(0,0) 0(0,0) 0,75 1,0 0,25 1,0
Vancomicina 101 (100) 0(0,0) 0 (0,0) 1,0 15 0,5 2,0
Clindamicina 94 (93,1) 0(0,0) 7 (6,9) 0,125 0,19 0,064 >256
Eritromicina 61 (60,4) 0(0,0) 40 (39,6) 0,25 >256 0,094 >256

Em relacdo aos 57 S. saprophyticus avaliados pelo método do E-test® todos foram
resistentes a oxacilina com a CIM de 0,5 a 3,0 pg/mL e a CIMs de 0,75 pg/mL e CIMg 1,0
pg/mL (Figura 18), porém somente dois isolados foram mecA positivo e 48 (84,2%)
apresentaram resisténcia a penicilina G, com a CIMsy de 0,19 pg/mL e CIMg 0,38 pg/mL.
Todos os isolados foram também sensiveis a linezolida, com a CIMsy de 0,75 pg/mL e a
CIMgo de 1,0 pg/mL e a vancomicina com CIMsp de 1,0 pg/mL e a CIMgy de 1,0 pg/mL

respectivamente (Tabela 18).

Tabela 18. Concentracdo inibitéria minima (CIM) pelo método de E-test® para S.
saprophyticus.

o . Sensivel Resistente CIMy CIM g CIM ninimo CIM raimo
Antimicroniano

N (%) N (%) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Oxacilina 0(0) 57 (100) 0,75 1,0 0,5 3,0
Penicilina G 9 (15,8) 48 (84,2) 0,19 0,38 0,19 15
Linezolida 57 (100) 0 (0,0) 0,75 1,0 0,5 1,0
Vancomicina 57 (100) 0 (0,0) 1,0 1,0 0,5 1,5
Clindamicina 56 (98,2) 1(1,8) 0,125 0,19 0,094 >256
Eritromicina 39 (68,4) 18 (31,6) 0,25 >256 0,19 >256
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Figura 18. Amostra de S. saprophyticus resistente a penicilina e oxacilina, beta-lactamase negativa, e sensivel a
clindamicina, eritromicina, linezolida e vancomicina.

4.10. Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) aos antimicrobianos pelo
Vitek 1.

Das 101 amostras avaliadas pelo sistema Vitek I, 81 (80,2%) foram resistentes a
oxacilina, com a CIMsp de 0,5 pg/mL e CIMgo > 8,0 pg/mL, 98 (97,1%) dos isolados foram
resistentes a penicilina, com a CIMsy e CIMgo > 16,0 pg/mL. Nesse sistema todos os isolados
também foram sensiveis & vancomicina e linezolida, sendo a CIMsp e CIMg de 2,0 pg/mL
para vancomicina, e a CIMso de < 2,0 pg/mL e a CIMg de 4,0 pg/mL para linezolida (Tabela

19 e Figura 19).
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Tabela 19. Concentracdo inibitoria minima (CIM) pelo Vitek | para Staphylococcus spp.

L Sensivel Intermedidrio  Resistente  CIMsy CIMgy  CIM minimo ~ CIM maximo
Antimicrobiano
N (%) N (%) N (%) pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL

Oxacilina 20 (19,8) 0(0,0) 81 (80,2) 0,5 >8,0 <0,25 >8,0
Penicilina G 3(2,9) 0(0,0) 98 (97,1) >16 >16 <0,03 >16
Linezolida 101 (100) 0(0,0) 0(0,0) <2,0 4,0 <2,0 4,0
Vancomicina 101 (100) 0(0,0) 0(0,0) 2,0 2,0 <0,5 2,0
Clindamicina 95 (94,1) 0(0,0) 6 (5,9) <0,5 <0,5 <0,5 >8,0
Eritromicina 62 (61,4) 4(3,9) 35 (34,7) <0,5 >256 <0,5 >8,0

Figura 19. Cartdo para avaliacao da sensibilidade de bactérias Gram positivas (GPS-652) do Vitek |.

Todos os S. saprophyticus avaliados pelo sistema Vitek | foram resistentes a oxacilina

com a CIMsg e CIMgo de 0,50 pg/mL e a penicilina G com a ClIMsg e CIMgg > 16,0 pg/mL,

entretanto somente dois isolados foram mecA positivo. Todos os isolados foram também

sensiveis a linezolida, com a CIMsp < 2,0 pg/mL e a ClIMgo de 4,0 pg/mL e a vancomicina

com CIMs e a ClIMg de 2,0 pg/mL (Tabela 20).
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Tabela 20. Concentracdo inibitoria minima (CIM) pelo Vitek | para S. saprophyticus.

o Sensivel Intermediario  Resistente  CIMsy; CIMgy  CIM minime CIM maximo
Antimicrobiano
N (%) N (%) N (%) pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL
Oxacilina 0(0,0) 0(0,0) 57 (100) 0,5 0,5 0,5 4,0
Penicilina G 0(0,0) 0(0,0) 57 (100) >16 >16 >16 >16
Linezolida 57 (100) 0(0,0) 0(0,0) <2,0 4,0 <2,0 4,0
Vancomicina 57 (100) 0 (0,0 0(0,0) 2,0 2,0 1,0 2,0
Clindamicina 56 (98,2) 0(0,0) 1(1,8) <0,5 <0,5 <0,5 >8,0
Eritromicina 39 (68,4) 2(3,6) 16 (28,0) <0,5 >8,0 <0,5 >8,0

4.11. NUumero de resisténcias e determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM)

aos antimicrobianos em amostras MRS e MSS.

A concentracdo inibitoria minima em amostras de Staphylococcus spp. resistentes a
meticilina/oxacilina (MRS) apresentaram CIMsy e CIMg, mais elevadas pelo método do E-
test® e Vitek I, para oxacilina, penicilina e clindamicina, entretanto outras drogas nao
apresentaram diferengas como a vancomicina e eritromicina. Para a linezolida os resultados
da CIMsg e CIMgy, foram mais baixos em Staphylococcus spp. sensiveis a meticilina/oxacilina
(MSS) que em MRS pelo método de E-test®, entretanto foram iguais pelo Vitek | (Tabela

21).

Tabela 21. Concentracéo inibitoria minima em amostras MRS e MSS.

E-test®

Vitek |

CIM o (ng/mL)

CIM g0 (ug/mL)

CIM s (pg/mL)

CIM o (ug/mL)

Drogas MRS MSS MRS MSS MRS MSS MRS MSS
N=18 N=83 N=18 N=83 N=18 N=83 N=18 N=83
oX 8,0 0,75 >256 1,0 >8,0 05 >8,0 40
P 16 0,25 >32 0,75 16 >16 >32 >16
LDZ 0,38 0,75 05 1,0 <2,0 <2,0 4,0 4,0
VA 1,0 1,0 1,5 1,5 2,0 2,0 2,0 2,0
DA 0,094 0,125 >256 0,19 <05 <0,5 >8,0 <05
E 0,25 0,25 >256 >256 <05 <05 >8,0 >8,0

Antimicrobianos: OX (oxacilina), P (penicilina), LZD (linezolida), VA (vancomicina), DA (clindamicina), E

(eritromicina).
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Em relagdo ao nimero de resisténcias as drogas em amostras MRS e MSS, os isolados
MRS foram na grande maioria multirresistentes, apresentando resisténcia a multiplos
antimicrobianos de varias classes, sendo que 12 (66,6%) dos 18 isolados possuiam de 5 a 10
resisténcias. Por outro lado 71 (85,5%) dos isolados MSS apresentaram somente trés ou
menos resisténcias (Tabela 22).

Tabela 22. Namero de resisténcias aos antimicrobianos em amostras MRS e MSS obtidas pelo
método de disco-difusdo.

o . MRS MSS
N° de Resisténcia N % N %
0 Resisténcia 0,0 0,0 3,0 3,6
1 Resisténcia 3,0 16,7 21,0 25,3
2 Resisténcias 0,0 0,0 33,0 39,8
3 Resisténcias 1,0 5,6 14,0 16,8
4 Resisténcias 2,0 11,1 7,0 8,5
5 a 7 Resisténcias 6,0 33,3 50 6,0
8 a 10 Resisténcias 6,0 33,3 0,0 0,0
Total 18,0 100,0 83,0 100,0

4.12. Taxa de concordancia da sensibilidade aos antimicrobianos

No teste de concordancia entre os trés métodos utilizados para avaliar a sensibilidade
aos antimicrobianos, as maiores taxas de concordancia foram para a linezolida e vancomicina
(100%), enquanto que as menores taxas encontradas foram para a penicilina G e ficaram entre

76,2% e 87,1% (Tabela 23).

Tabela 23. Taxa de concordancia da sensibilidade aos antimicrobianos nos trés métodos
utilizados.

Taxa de concordancia (%)

Antimicrobiano Disco X E-test® Disco X Vitek E-test X Vitek
Oxacilina 96,0 95,0 97,0
Penicilina G 79,2 76,2 87,1
Linezolida 100,0 100,0 100,0
Vancomicina 100,0 100,0 100,0
Clindamicina 100,0 99,0 99,0

Eritromicina 96,0 89,1 93,0
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4.13. Determinacéo da producéo de beta-lactamase

O teste de beta-lactamase pelo disco de nitrocefin foi positivo somente em 37 (36,6%)
amostras, entretanto pelo Vitek | foram encontradas 88 (87,1%) amostras positivas (Figura

20).

120
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20

= Negativo
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N° de Amostras

Disco de Vitek |
nitrocefin

Figura 20. Deteccdo da produgdo de beta-lactamase pelos métodos do disco de nitrocefin e Vitek I.

Utilizando o disco de nitrocefin para deteccdo da producéo de beta-lactamase, dos 57
S. saprophyticus encontrados, 52 (91,2%) foram beta-lactamase e mecA negativos, outros trés
foram p-lactamase positivos e mecA negativos, ¢ os dois restantes foram [-lactamase
negativos e mecA positivos (Tabela 24), enquanto que pelo Vitek |1 somente 5 (8,8%) foram

beta-lactamase negativos.
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Tabela 24. Deteccdo da producdo de beta-lactamase pelo método do disco de nitrocefin em
amostras de S. saprophyticus.

Disco-difusdo E-test® Vitek | B-lactamase
Espécie N (%) mecA OX FOX AMC 0OX 0oX Nitrocefin
S. saprophyticus 44 (77,1) Neg. R S S R (0,5-1,5) R (0,5-4,0) Negativo
S. saprophyticus 7 (23,3) Neg. R R S R (0,75-3,0) R (0,75-4,0) Negativo
S. saprophyticus  1(1,8) Neg. S S S R (0,5) R (0,5) Negativo
S. saprophyticus  3(5,2) Neg. R S S R (0,75-1,0) R (0,5-4,0) Positivo
S. saprophyticus 2 (3,6) Pos. R S S R (0,75-1,0) R (0,5) Negativo

S: sensivel; R: resistente.
Antimicrobianos: OX (oxacilina), FOX (cefoxitina) e AMC (amoxicilina/acido clavulanico).

Sete amostras foram consideradas hiperprodutoras de beta-lactamase, pois foram
negativas na deteccdo do gene mecA, resistentes ao disco de oxacilina e/ou cefoxitina,
sensiveis ao disco de amoxicilina/acido clavulanico e beta-lactamase positiva em ambos 0s
métodos utilizados, sendo que 3 (43,0%) foram identificadas como S. saprophyticus, 2
(28,5%) S. epidermidis, e 2 (28,5%) S. haemolyticus. Os trés S. saprophyticus foram
resistentes a oxacilina com a CIM entre 0,75 e 1,0pg/mL pelo E-test® e de 0,5 a 1,0 pg/mL
pelo Vitek | e sensiveis a cefoxitina, os dois S. epidermidis e os dois S. haemolyticus foram
resistentes a oxacilina e cefoxitina concomitantemente com a CIM para oxacilina entre 1,0 e
2,0 pg/mL pelo metodo do E-test® e de 4,0 a > 8,0pg/mL pelo Vitek I, porém um S.
haemolyticus teve uma CIM com valor intermediario para oxacilina (0,38 pg/mL) pelo

meétodo do E-test®, mas foi resistente pelo disco-difuséo e pelo Vitek | (Tabela 25).

Tabela 25. Amostras hiperprodutoras de beta-lactamase.

Disco E-test® Vitek | B-lactamase

Espécie mecA (mm) (ng/mL) (ng/mL)

OoX FOX AMC OoX OoX Nitrocefin  Vitek |
S. saprophyticus  Neg. R (16) S(28) S(26) R (0,75) R (4,0) Positivo  Positivo
S. saprophyticus  Neg. R(14) S(28) S(22) R (1,0) R (0,5) Positivo Positivo
S. saprophyticus  Neg. R (12) S(25) S(30) R (0,75) R (0,5) Positivo  Positivo
S. epidermidis Neg. R(@0) R(@0) S(27) R (1,0) R (4,0) Positivo Positivo
S. epidermidis Neg. R(@) R(@5 S(27) R (1,0) R (>8,0) Positivo Positivo
S. haemolyticus Neg. R((10) R (@17) S(21) R (2,0) R (>8,0) Positivo Positivo
S. haemolyticus Neg. R(11) R (20) S (26) 1 (0,38) R (>8,0) Positivo  Positivo

S: sensivel; I: intermedidrio; R: resistente.
Antimicrobianos: OX (oxacilina), FOX (cefoxitina) e AMC (amoxicilina/acido clavulanico).
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5. Discussao

A infeccdo do trato urinario (ITU) é uma das doencas infecciosas mais comuns na
pratica clinica, figurando como a segunda infec¢do mais frequente no ser humano, sendo sua
incidéncia apenas inferior as do trato respiratorio.

Os agentes etiologicos, mais frequentemente envolvidos com ITU séo as
enterobactérias, nao fermentadores, fungos, enterococos e os estafilococos. Dentre as espécies
de estafilococos as mais comuns e as mais importantes em relacéo as ITUs sdo os S. aureus e
S. saprophyticus, porém, outras espécies de estafilococos coagulase negativa vem adquirindo
importancia nos Gltimos anos.

Staphylococcus saprophyticus € o segundo agente etiologico mais frequente de ITU na
comunidade e raramente € isolado de pacientes hospitalizados ou como contaminantes de
cultura de urina®, entretanto em nosso estudo foram isolados 3 S. saprophyticus de pacientes
internados e com infeccdo urinaria, sendo que, duas destas pacientes estavam na enfermaria
da obstetricia, e uma na enfermaria da urologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu/UNESP (HC-FMB), porém, ap6s analise dos prontuarios desses
pacientes, as infec¢es ndo foram consideradas nosocomiais, devido ndo estarem relacionadas
a procedimentos hospitalares, e a manifestacdo clinica de infeccdo se apresentou antes de 72
horas apds a admissao.

Segundo Nicolle® e Vieira™ a incidéncia de ITU varia de acordo com a faixa etéria e
no primeiro ano de vida é mais comum no sexo masculino, entretanto em nosso estudo, apesar
do pequeno nimero de amostras de criangcas com menos de um ano, a incidéncia foi
semelhante em ambos 0s sexos nessa faixa etaria, onde foram encontrados dois pacientes do
sexo masculino e trés do sexo feminino.

Avaliando a idade e sexo dos pacientes, 74 (73,2%) eram do sexo feminino, sendo que

56 (55,4%) das mulheres tinham entre 15 e 44 anos de idade. Braoios et al.*** relataram em
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seu estudo que a maioria dos pacientes com ITU pertencia ao sexo feminino (69,1%) e tinham
entre 20 a 49 anos (52,9%), deste modo nossos dados corroborram os achados desses autores,
demonstrando que, na vida adulta, a incidéncia de ITU aumenta e ocorre um predominio no
sexo feminino, com picos de maior acometimento no inicio ou relacionado a atividade sexual.

Dos 16 pacientes com idade superior a 55 anos, 13 (81,2%) eram homens e somente 3
(18,8%) eram mulheres, evidenciando que os homens com mais de 50 anos tornam-se mais
suscetiveis a ITU, como relatado por Heilberg & Schor™®. Em relagdo a espécie S.
saprophyticus, ndo foi encontrado nenhum isolado em homens com mais de 50 anos,
entretanto, 43 (75,4%) eram de mulheres que tinham entre 15 e 44 anos.

Dados da literatura demonstram que S. saprophyticus causa infec¢des urinarias agudas
e sintomaticas em criangas e adolescentes de ambos 0s sexos em auséncia de anomalias
estruturais das vias urinarias (Abrahamsson et al.*'; Tolaymat & Aliayousi*®). Higashide et
al.'*? isolaram S. saprophyticus de dois pacientes do sexo masculino, um deles estava
internado, sendo que os dois isolados eram mecA positivos, deste modo, o autor sugere que as
ITUs causadas por S. saprophyticus em homens podem estar associadas com internacao,

conforme relatado anteriormente (Nicolle et al.**®

). Neste estudo foi encontrada apenas uma
amostra de S. saprophyticus (mecA negativo) isolada de uma crianca de seis anos de idade, do
sexo masculino, atendida no posto de satde de Porangaba, regido de Botucatu, confirmando a
observacdo de Hovelius & Mardh'** de que UTI por S. saprophyticus em homens pode
ocorrer em qualquer idade.

A comparacdo da prova da coagulase com a producdo de DNAse revelou que todas as
amostras identificadas como S. aureus pela prova da coagulase em tubo, foram também
DNAse positivas. Rao et al.** relataram quatro isolados de MRSA com prova negativa para

DNAse, que foram confirmados como S. aureus com a prova de aglutinacdo em latex para

deteccdo do fator “Clumping”, coagulase em tubo, identificagdo pelo kit Rapid ID32 Staph e
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tipados pelo PFGE (pulsed-field gel electrophoresis), sendo identificados como subtipos
variantes do EMRSA-15 (epidemic methicillin-resistant S. aureus), ainda ndo descritos
anteriormente, entretanto em nosso estudo ndo foi encontrada nenhuma amostra DNAse
negativa identificada como sendo S. aureus.

Kateete et al.}*®

avaliaram ainda a sensibilidade e especificidade do teste de DNAse
onde observaram sensibilidade de 75,0% e especificidade de 96,0%, valores inferiores aos
obtidos neste estudo, que foram de 100,0% de sensibilidade e 97,6% especificidade,
resultados semelhantes também aos encontrados por Bello & Qahtani**’, onde a sensibilidade
e especificidade foram de 93,0% e 96,0% respectivamente. Os mesmos autores encontraram
entre 0s 180 S. aureus analisados, 7 (3,9%) isolados produtores de fibrinolisinas que lisaram o
coagulo dentro de quatro horas, mostrando a importancia da leitura dessa prova apos 1, 4 e 24
horas para prevenir erros de identificacdo, porém apesar do nimero menos expressivo de
amostras avaliadas, nesse estudo ndo foi verificado a lise do codgulo em nenhum dos isolados
de S. aureus, sugerindo que nenhuma amostra foi produtora de fibrinolisina.

Cunha et al.*®

encontraram em 59 amostras de ECN clinicamente significantes, sete
amostras produtoras de DNAse, sendo trés S. epidermidis, trés S. lugdunensis e um S.
haemolyticus, relatando que a concentracdo da enzima é importante para a deteccdo da
mesma, podendo ser melhorada pelo método de cultura em saco de diélise. Neste estudo ndo
foi utilizada metodologia para concentracdo da enzima, pois a prova de DNAse foi um dos
testes empregados com objetivo de distinguir as espécies de S. aureus dos ECN. Mesmo sem
a utilizacdo da concentracdo foram encontradas entre as 84 amostras de ECN, 2 (2,3%)
amostras positivas para o teste da DNAse, confirmando a producdo dessa enzima por espécies
de ECN, portanto, essa prova deve ser utilizada com cautela para esse objetivo, ja que pode

identificar amostras de ECN como S. aureus ou S. aureus como ECN como relatado em

outros estudos (Rao et al.'**; Kateete et al.'*®; Bello & Qahtani*’).
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Alcaraz et al.*®

analisaram 92 amostras de ECN, sendo 45 isoladas de materiais
clinicos e 47 de ambiente, identificadas pelos sistemas ID 32 Staph e API Staph
(Biomérieux). Entre os isolados clinicos 13 cepas de ECN eram de amostras urinarias, entre
as quais foram encontradas 4 (30,7%) S. saprophyticus, 4 (30,7%) S. haemolyticus, 2 (15,4%)
S. epidermidis, 2 (15,4%) S. hominis e um S. lugdunensis (7,8%). Esse achado sugere que
apesar de ndo ter sido avaliado um grande nimero de amostras, deve existir uma ampla
variedade de espécies de ECN associadas com infeccdo urinéria, além de S. saprophyticus,
entretanto, nossos resultados revelaram que a grande maioria das espécies isoladas foi de S.
saprophyticus (56,4%), porém outras espécies foram encontradas com menor frequéncia: S.
aureus (16,9%); S. epidermidis (15,9%); S. haemolyticus (7,9%); S. warneri (1,9%) e um S.
lugdunensis (1,0%).

Staphylococcus aureus é relativamente incomum em ITU na populagdo em geral
(Barrett et al.*®), todavia em alguns pacientes, causa colonizacdo e infeccdo através da via
ascendente, outros fatores de risco como a instrumentacdo do trato urinario e a presenca de
cateterizacdo aumentam o risco de ITU por este microrganismo (Coll et al.>!). Neste estudo S.
aureus foi a segunda espécie mais encontrada em isolados de origem hospitalar (23,5%)
sendo apenas menos frequente que S. epidermidis (41,1%), entretanto, também foi encontrada
uma alta taxa de S. aureus (16,2%) em amostras ndo hospitalares (ambulatérios e centros de
saude).

A resisténcia aos antibioticos é geralmente codificada por plasmidios, e dessa forma é
possivel a transferéncia de genes de resisténcia a novobiocina inter e entre espécies. Neste
estudo ndo foi encontrada nenhuma outra espécie ndo S. saprophyticus resistente a
novobiocina, porém, varios autores relataram a resisténcia a novobiocina em outras espécies
de ECN ndo S. saprophyticus (Cunha & Lopes™; Large et al.**; D’Azevedo et al. *%),

incluindo amostras isoladas de pacientes com ITU (Mctaggart & Elliott*; Higashide et al.**?).
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Trabulsi et al.*?®

sugeriram que as trés principais espécies de interesse clinico
poderiam ser identificadas pelo teste da coagulase e sensibilidade a novobiocina (S. aureus:
coagulase positiva e sensivel a novobiocina; S. epidermidis: coagulase negativa e sensivel a
novobiocina e S. saprophyticus: coagulase negativa e resistente a novobiocina). Em nossa
avaliacdo todos os S. aureus e S. saprophyticus foram identificados corretamente utilizando
somente o0s resultados da prova da coagulase e resisténcia a novobiocina, porém entre as 27
amostras coagulase negativa sensiveis a novobiocina identificadas como S. epidermidis,
foram encontradas outras espécies, sendo que 11 amostras foram identificadas incorretamente
utilizando somente esses parametros, deste modo, torna-se necessario a realizacdo de provas
adicionais para uma correta identificacéo.

Em nosso estudo a concordancia entre o ITS-PCR e o Vitek | foi de 81,2%. O Vitek |
identificou 100% dos S. aureus, 84,2% dos S. saprophyticus, 62,5% dos S. epidermidis e
87,5% dos S. haemolyticus, porém néo identificou os isolados de S. warneri e S. lugdunensis.
Bannerman et al.®® compararam o Vitek | (Biomérieux) com testes bioquimicos convencionais
em 500 isolados clinicos, obtendo 89,0% de concordancia. O Vitek | identificou corretamente
92,0% dos isolados de S. epidermidis, 95,0% de S. haemolyticus, 88,0% de S. capitis subesp.
capitis e 100,0% de S. saprophyticus; encontraram ainda trés isolados de S. warneri que
foram identificados como S. epidermidis, S. simulans, e S. conhii; uma cepa de S. simulans foi
erroneamente identificada como sendo S. warneri ou S. hominis. Dos 37 isolados de S.
hominis, sete foram identificados de maneira incorreta, sendo 3 (43,0%) como S. epidermidis,
3 (43,0%) S. saprophyticus e 1 (14,0%) S. warneri. Em nossa avaliagdo o Vitek | identificou
incorretamente seis amostras de S. epidermidis, sendo cinco como S. auricularis e um S,
simulans; os dois S. warneri encontrados pelo ITS-PCR foram identificados de maneira
incorreta pelo Vitek I, um como S. haemolyticus e outro S. auricularis, ndo ocorrendo

nenhuma concordancia entre os metodos; dos oito S. haemolyticus um foi identificado como
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S. epidermidis; dos 57 S. saprophyticus o Vitek I identificou nove isolados de maneira
incorreta, quatro como S. warneri, trés S. simulans, um S. haemolyticus e um S. xylosus.

1
l. 50

Caierdo et a compararam 94 isolados de ECN pelo método bioguimico

convencional (Bannerman et al.®®

) com o sistema Vitek I, constatando que 20 isolados foram
identificados incorretamente, sendo que 11 eram S. hominis. O sistema automatizado Vitek |
conseguiu caracterizar corretamente 74 dos 94 isolados (78,7%), resultados similares aos
obtidos neste estudo, onde o Vitek I identificou corretamente 82 (81,1%) dos 101 isolados,

porém um pouco inferior aos resultados encontrados por Bannerman et al.%

que identificaram
corretamente 454 dos 500 isolados (90,8%).

O método simplificado de provas bioquimicas descrito por Cunha et al.* apresentou
uma concordancia de 98,0% com o ITS-PCR, com taxas de 93,7% para S. epidermidis, 87,5%
para S. haemolyticus e 100% para S.aureus, S. warneri, S. lugdunensis e S. saprophyticus. Um
dos grandes desafios na identificacdo dos ECN esta ligado a expressdo dos genes, que podem
muitas vezes nao ser expressos dificultando a identificacdo de determinadas cepas dentro de
uma mesma espécie. Além disso, isolados de pacientes submetido a terapia prolongada com
antimicrobianos podem alterar suas caracteristicas bioquimicas tipicas, sendo entdo o ITS-
PCR uma ferramenta para identificacdo de fendtipos raros e espécies aberrantes.

Em relacdo ao teste de acuracia, o0 método simplificado de provas bioquimicas e a
prova de sensibilidade a novobiocina tiveram sensibilidade e especificidade de 100,0% para
identificacdo de S. saprophyticus, sendo que o Vitek | apresentou 84,2% de sensibilidade e
100,0% de especificidade. Apesar da rapida identificacdo (2 a 15 horas) e do grande nimero
de provas bioquimicas (29 provas) o Vitek | falhou em identificar as espécies de ECN mais
encontradas em amostras de urina (S. saprophyticus), devido principalmente a ndo deteccdo

da resisténcia a novobiocina em alguns isolados (6/9), e S. epidermidis o segundo ECN mais

frequente em amostras urinarias e o primeiro em outros materiais clinicos, pela falha na prova
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da sacarose (5/5). Em relacdo as duas espécies identificadas erroneamente pelo método
simplificado de provas bioquimicas, o S. haemolyticus apresentou resultado incorreto para
prova de urease, sendo que 0 mesmo isolado também foi urease positiva no Vitek I, sugerindo
que raras espécies de S. haemolyticus possam apresentar urease positiva, e o S. epidermidis
apresentou prova da trealose positiva, podendo ter ocorrido uma possivel contaminacdo do
acucar, visto que o mesmo isolado foi trealose negativa no Vitek I.

O método simplificado mostrou-se superior na identificacdo, devido ao fato do Vitek I
ndo realizar algumas provas essenciais para identificacdo de determinadas espécies, e pela
necessidade de um tempo mais prolongado de incubacdo para algumas provas de fermentacao
de acucares (72 horas) como observado por Cunha et al.®°. As espécies mais dificeis de
identificar, foram S. warneri e S. haemolyticus, dificuldade relatada também por outros

autores (Bannerman et al.?*; Cunha et al ®® e leven et al.™>

), sendo que este achado pode ser
explicado pela falta de testes complementares e essenciais como a producdo de hemolisinas.
Kim et al.*** compararam os resultados de 120 amostras clinicas de ECN identificadas
pelo Vitek 2 e pelo Microseq 500 system (Applied Biosystems Inc. [ABI], Foster City, CA,
USA) um sistema comercial para analise do gene 16S rRNA. O Vitek 2 identificou
corretamente 105 (87,5%) dos isolados, e incorretamente 6 (5,0%), e quando o resultado com
baixo nivel de discriminacdo e a correta identificacdo foram consideradas em conjunto, o
indice de concordancia foi de 95,0% (114/120). Portanto, mesmo quando foram utilizados um
aparelno mais atual e um software atualizado, as taxas de concordancia entre o método
genotipico de identificagdo e a automacéo, foram inferiores as taxas de concordancia entre o
método simplificado de provas bioquimicas (98,0%) e o método genotipico, encontrados em

nosso estudo, confirmando que, 0s sistemas automatizados apesar de mais rapidos, ainda ndo

sdo capazes de fazer uma diferenciacdo confiavel entre as diferentes espécies de ECN.
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O método simplificado de provas bioguimicas obteve taxas de concordancia de 98,0%
em relacdo ao ITS-PCR, enquanto que o Vitek | apresentou 81,2% e o disco de novobiocina
89,1% de concordancia com o ITS, ressaltando que a baixa concordancia do Vitek I deve-se
principalmente a identificacdo de nove S. saprophyticus identificados como sendo de outras
espécies, enquanto a melhor correlagdo do disco de novobiocina com o ITS, foi justamente
por ter identificado todos os S. saprophyticus e ndo ter sido isolado entre as amostras
estudadas nenhuma outra espécie de ECN resistente a novobiocina além de S. saprophyticus.
E importante enfatizar que nesse método todas as espécies que foram sensiveis a novobiocina
foram identificadas como S. epidermidis, assim quando analisamos a concordancia com o
ITS-PCR temos uma falsa impressdo de que seria um bom método para identificacdo de S.
epidermidis (100,0% de concordancia), porém as outras espécies sensiveis a novobiocina
(oito S. haemolyticus, dois S warneri e um S. lugdunensis) seriam identificadas como S.
epidermidis se somente esse teste fosse realizado, com a especificidade do disco de
novobiocina para esta espécie de 87,0%. Deste modo, em laboratdrios que ndo possuem
automacao, ou onde ndo sao realizadas as provas bioquimicas para identificacdo das espécies,
a melhor recomendacdo seria liberar esses resultados como ECN, evitando-se assim erros de
identificacéo.

O disco de novobiocina mostrou ser ainda uma alternativa viavel para identificacdo de
S. saprophyticus em amostras urinarias em laboratorios com recursos limitados, sendo que o
ITS-PCR e 0 método simplificado de provas bioquimicas mostraram maior confiabilidade que
0 sistema automatizado para a identificacdo de estafilococos. Apesar da diminuicdo dos
precos das técnicas moleculares nos Gltimos anos, esse método ainda continua apresentando
um custo muito elevado para ser utilizado na rotina em laboratorios de microbiologia clinica,

|.65

porém o método bioquimico simplificado proposto por Cunha et al.” é uma alternativa viavel,

ja que apresenta menor custo, é de facil execucdo e apresenta resultados confiaveis, sendo que
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0 tempo para identificacdo ainda pode ser reduzido com a realizacdo das provas de urease e
novobiocina logo na primeira etapa para identificacdo de Staphylococcus spp. em amostras
urinarias.

Embora as infec¢cbes do trato urinario por S. saprophyticus tenham sido bem
documentadas, a resisténcia antimicrobiana e a disseminagdo desta espécie ndo sdo bem
estudadas. Segundo o documento M100-S20 (2010) do CLSI*** ndo é recomendado realizar
testes rotineiros de sensibilidade em isolados urinarios de S. saprophyticus, porque esses
microrganismos sdo normalmente sensiveis aos agentes antimicrobianos utilizados no
tratamento de infeccbes agudas ndo complicadas do trato urinario (nitrofurantoina,
sulfametoxazol/trimetoprin ou uma fluoroquinolona). Entretanto nossos resultados
apresentaram cepas resistentes a sulfametoxazol/trimetoprin, com taxas de resisténcia de
17,6%, podendo levar a falha terapéutica quando utilizada de modo empirico para tratamento
de ITU. A resisténcia aos antimicrobianos tem se tornado emergente também em espécies de
S. saprophyticus, assim como em outras espécies de ECN, necessitando, aléem de uma correta
identificacéo, a realizacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos.

Kahlmeter®** realizou um projeto (ECO-SENS) em 252 centros de satde de 17 paises,
para avaliar a sensibilidade aos antimicrobianos de patdgenos isolados de ITU comunitaria
ndo complicada em mulheres. Foram avaliadas 3278 culturas positivas e 0s percentuais de
sensibilidade encontrados para S. saprophyticus foram: gentamicina 95,7%, amoxicilina/acido
clavulanico 98,3%, sulfametoxazol/trimetoprin e nitrofurantoina 100,0%, sendo que em nosso
estudo as taxas de sensibilidade a gentamicina (98,2%) e amoxicilina/acido clavulanico
(100,0%) foram discretamente maiores, em relagdo a sulfametoxazol/trimetoprin a taxa de
sensibilidade foi menor (87,7%) e para nitrofurantoina os resultados foram iguais, com 100%

de sensibilidade.
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Em outro estudo multicéntrico realizado por Gupta et al.’*®, foram isolados 855 S.
saprophyticus e 1762 S. aureus de mulheres com ITU comunitéria, sendo que 94,0% foram
sensiveis a sulfametoxazol/trimetoprin para ambos 0s microrganismos, 96,5% dos S.
saprophyticus e 98,5% dos S. aureus foram sensiveis a nitrofurantoina. Comparando 0s
resultados com os desses autores, o indice de sensibilidade ao sulfametoxazol/trimetoprin
também foi menor, 87,7% para S. saprophyticus e 88,2% para S. aureus, enquanto a
nitrofurantoina apresentou melhores resultados com 100% de sensibilidade para ambas as
espécies de estafilococos estudadas.

Neste estudo, para S. saprophyticus os resultados da determinacdo da sensibilidade
para amoxicilina/acido clavulanico, cefalotina, norfloxacina, nitrofurantoina foi de 100%, e

1
. 56

gentamicina 98,2%, resultados semelhantes aos encontrados por Camargo et a e Braoios

et al.'*

que avaliaram o perfil de sensibilidade em amostras comunitarias desta espécie no
interior do Estado de S&o Paulo, com excecdo de sulfametazol/trimetoprin que foi um pouco
inferior (87,7%).

Braoios et al.'*!

relataram indice de resisténcia a oxacilina em S. saprophyticus de
apenas 8,6% pelo método de disco-difusdo, contrastando com o deste estudo (98,2%), ndo
havendo uma explicacdo para essa grande variacdo, sendo que para 0s outros antimicrobianos
ndo foram observadas diferencas significativas.

Para S. aureus as taxas de sensibilidade encontradas foram de 76,5% para cefalotina,
clindamicina e norfloxacina; 70,6% para amoxicilina/acido clavulanico e 88,2% gentamicina
e sulfametazol/trimetoprin, resultados semelhantes aos de Braoios et al.***. Os resultados para
nitrofurantoina foram iguais aos desses pesquisadores, tanto para S. saprophyticus quanto
para S. aureus (100,0%). Entretanto, encontramos maiores taxas de resisténcia para penicilina

(82,4%), eritromicina (53,0%) e para oxacilina (23,5%), podendo este fato estar relacionado

aos quatro S. aureus multirresistentes isolados de pacientes internados no HC-FMB.
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Nossos resultados mostraram resisténcia induzida a clindamicina em 10 (9,9%)
isolados (seis S. saprophyticus, trés S. aureus e um S. haemolyticus) detectados pelo D-teste.
Devemos ressaltar ainda que o Vitek |1 ndo consegue detectar esse tipo de resisténcia, porém
emite no laudo resultados para clindamicina e eritromicina. Nossos dados demonstraram que
dos 10 isolados com D-teste positivo, todos apresentaram sensibilidade a clindamicina pelo
Vitek I, enfatizando a necessidade de realizar sua deteccdo pelo teste de disco aproximacéo,
ou que esses resultados ndo sejam liberados para o clinico. A clindamicina ndo € um
antimicrobiano normalmente utilizado no tratamento de ITU, podendo eventualmente ser
usada em alguns casos especificos, portanto a ndo constatacdo desse tipo de resisténcia pode
levar a uma falha terapéutica, além disso, a clindamicina e eritromicina sdo marcadores
importantes em alguns tipos de SCCmec.

A nitrofurantoina é um antimicrobiano especifico do trato urinario, com poucos efeitos
colaterais, baixa toxicidade e baixo custo, surgindo em nosso estudo como uma boa
alternativa terapéutica até mesmo para os S. aureus multiressistentes, os quais foram sensiveis
somente a vancomicina e linezolida entre todos os antimicrobianos testados.

Normalmente os isolados de ITU hospitalares apresentam maior resisténcia aos
agentes antimicrobianos, e a maioria dos trabalhos sobre a sensibilidade dos patdgenos
urinarios refere-se a isolados de ITU nosocomiais, necessitando assim de estudos que reinam
dados epidemiologicos e demonstrem a real situacdo em diferentes locais e regides.

Higashide et al.*#3*>

investigando a sensibilidade de 101 isolados de S. saprophyticus,
também, verificaram que todos apresentaram resisténcia ao disco de oxacilina (1 pg) e
mostraram CIM na faixa de resisténcia (> 0,5 pg/mL) pelo método de diluicdo em &gar, 93
isolados tiveram CIM na faixa de 0,5 a 4 pg/mL e foram todos mecA negativos, enquanto 0s

oito isolados com CIM superiores a 64 pg/mL foram mecA positivos com a CIMs, de 0,5

pg/mL e CIMgp de 1,0 pg/mL para oxacilina.
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Em nossa pesquisa, dos 57 S. saprophyticus encontrados 56 (98,2%) demonstraram
resisténcia ao disco de oxacilina apresentando zona de inibicdo < 16 mm em 47 (82,4%)
isolados, sendo que todos foram resistentes pelo E-teste® e pelo Vitek | coma CIM de 0,5 a
3,0 ug/mL e 0,5 a 4,0 pug/mL respectivamente, e somente 2 (3,5%) apresentaram 0 gene
mecA, corroborando os resultados relatados por Higashide et al.™>’. Por outro lado um dos
isolados mecA positivo apresentou CIM de 0,5 e outro de 1 pg/mL, discordando dos
resultados elevados (CIM > 64ug/mL) encontrados por esses autores nas amostras mecA

1.'® em estudo com 83

positivas. Dados similares foram observados por Ramotar et a
amostras de S. saprophyticus, sendo que todas foram mecA negativas e resistentes a oxacilina
com diametro de inibicdo < 17 mm pelo método de disco-difusdo, 77 resistentes pelo método
de microdiluicdo em caldo, 73 pelo método de diluicdo em &gar e todos os 83 resistentes pelo
Vitek I coma CIM de 0,5 pg/mL.

No estudo de Higashide et al.”’, o disco de cefoxitina (30 pg) apresentou didmetro de
inibicdo < 16 mm para mecA positivo e de 22 a 33 mm para mecA negativo. Considerando o
atual breakpoint quatro isolados mecA negativos foram resistentes pelo disco de cefoxitina,
portanto, o autor recomenda um breakpoint de 19 mm para caracterizar corretamente a
resisténcia mediada pelo gene mecA em S. saprophyticus. Em nosso estudo 7 (12,2%) dos 57
S. saprophyticus foram resistentes a cefoxitina com diametro de inibicdo de 23 a 24 mm, com
excecdo de um isolado que apresentou didmetro de 16 mm e nenhum foi mecA positivo, deste
modo utilizando o breakpoint recomendado pelos autores somente um isolado seria
resistente.

Uma vez que o disco de cefoxitina (30 pg) pode ser usado como uma alternativa ou
em conjunto com a oxacilina para melhorar a deteccdo do gene mecA, em nossa avaliacéo

encontramos dois S. saprophyticus que foram mecA positivos e apresentaram diametro do

halo de inibicdo de 27 e 28 mm (sensiveis) para cefoxitina e de 12 e 17 mm (resistentes) para
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oxacilina, demonstrando que mesmo se reconsiderarmos 0 ponto de corte para cefoxitina
como proposto por Higashide et al."™’, ainda é possivel encontrar resultados inconsistentes
para ECN, como S. saprophyticus.

Neste estudo, os resultados da sensibilidade obtidos pelo método de E-test® e pelo

Vitek | foram inferiores aos encontrados por Higashide et al.**

para eritromicina, sendo que
pelo E-test® 39 (68,4%) das amostras foram sensiveis e 18 (31,6%) resistentes com a CIM de
0,19 a > 256 ug/mL ¢ pelo Vitek | 62 (61,4%) foram sensiveis, enquanto 35 (34,7%) foram
resistentes e 4 (3,9%) apresentaram resultados intermediarios com a CIM de < 0,5 a > 8
Hg/mL, entretanto como observado também por Higashide et al.*** todos os isolados foram
sensiveis a linezolida, com a ClMsy de 0,75 pg/mL e a ClMgo de 1,0 pg/mL e a vancomicina
com CIMsp e a CIMgo de 1,0 pg/mL.

Palazzo & Darini*** relataram a importancia do uso dos discos de cefoxitina em
conjunto com o CIM de oxacilina, para reduzir erros na detecgédo de resisténcia a meticilina,
embora discrepancias tenham sido observadas em alguns ECN'?*'??, Das 18 cepas de
estafilococos mecA positivos encontradas neste estudo, 15 (83,3%) foram resistentes aos
discos de cefoxitina e oxacilina concomitantemente, além disso foram resistentes também a
oxacilina pelo E-test® e pelo Vitek I. Um isolado de S.epidermidis foi sensivel a ambos os
discos, sensivel também pelo E-test® e pelo Vitek | & oxacilina com a CIM de 0,125 pg/mL e
< 0,25 pg/mL respectivamente, e dois isolados de S. saprophyticus mecA positivos foram
sensiveis a cefoxitina e resistentes a oxacilina, sendo que a resisténcia a oxacilina foi
confirmada pela CIM no E-test® e Vitek I. Em 2005, Frigatto et al.**® mostraram cinco
isolados S. epidermidis com resultados discrepantes entre a oxacilina e a cefoxitina pelo
método de disco-difusdo, os quais eram resistentes a oxacilina e sensiveis a cefoxitina.

122

Swenson & Tenover =" também sugeriram que o disco de cefoxitina mostra resultados

inconsistentes na deteccdo de isolados mecA positivos entre os ECN incluindo S.
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saprophyticus, indicando que o correto ponto de corte para o disco de cefoxitina deva ser
reconsiderado.

Em relacdo a deteccdo de resiténcia a oxacilina, o0 método de difusdo com disco de
oxacilina, E-test® e Vitek | apresentaram melhor sensibilidade (94,4%) do que o disco de
cefoxitina (83,5%), porém com baixa especificidade (28,9%, 26,5% e 24,0%
respectivamente), devido principalmente a grande quantidade de S. saprophyticus (57/101),
enquanto que o disco de cefoxitina obteve uma melhor especificidade (85,5%). Alguns
autores™*#1% tem relatado sensibilidade de 92,5 a 94,5% e especificidade de 96,0 a 98,8%
para o disco de oxacilina e sensibilidade e especificidade de 92,5 a 100% e 90,7 a 98,8%,
respectivamente para o disco de cefoxitina, entretanto nesses estudos havia nenhuma ou uma
infima quantidade de isolados de S. saprophyticus, justificando desta maneira a baixa
especificidade encontrada em nosso estudo.

Um dos pontos criticos para a utilizagdo do teste de disco-difusdo € atribuida a
qualidade dos discos, sendo que, o uso de discos de melhor qualidade melhora os resultados e
define uma melhor terapia antimicrobiana'?®, porém neste estudo foram utilizados discos de
uma das melhores marcas disponiveis no mercado, e mesmo assim tivemos trés isolados mecA
positivos que foram sensiveis a cefoxitina.

A partir de 2009 o documento M100-S19 do CLSI*® n#o relata mais os pontos de
corte para disco-difusdo para oxacilina, sendo necessaria a realizacdo da CIM, dificultando
ainda mais a deteccdo desses isolados principalmente em laboratérios de pequeno porte, onde
ndo existem aparelhos de automacdo e o custo para determinacdo da CIM pela tira de E-test®
ainda é muito elevado.

A distribuicdo da CIM entre mecA positivo e negativo demonstrada por Higashide et
al.’" é claramente distinguivel, sendo que todos os isolados mecA positivos apresentaram uma

CIM entre 64 a 256 pug/mL e os mecA negativos tiveram uma CIM entre 0,5 a 4,0 pg/mL
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sugerindo que a CIM poderia ser utilizada para predizer resisténcia a oxacilina se o atual
ponto de corte for reconsiderado. Porém em nosso estudo os dois isolados mecA positivos
tinham CIM para oxacilina de 0,75 pg/mL e 1,0 pg/mL, bem abaixo dos valores encontrados
por Higashide et al."®’, demonstrando que um aumento no valor da CIM, pode também n&o
detectar alguns isolados.

Em resumo, os métodos de disco-difuséo, E-test® e Vitek | ndo sdo recomendados
para deteccdo da resisténcia a oxacilina em isolados de S. saprophyticus porque as espécies
negativas para 0 gene mecA serdo consideradas resistentes utilizando-se o atual breakpoint, o
que implica em resultados superestimados de resisténcia a oxacilina. Resultados similares

1
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foram observados por Ramotar et a para 0s métodos de microdiluicdo em caldo, diluicéo

em égar, Vitek | e disco-difusdo, e também por Higashide et al.**®'*’

pelos métodos de
diluicdo em agar e disco-difuséo.

Em relagdo a susceptibilidade aos antimicrobianos, foi relatado anteriormente a
prevaléncia da resisténcia aos beta-lactamicos em isolados de S. saprophyticus no Japo™®®,

posteriormente no Canada''®, Estados Unidos'?* e Brasil*®*

, porém existem poucos relatos
sobra a resisténcia mediada pelo gene mecA em S. saprophyticus principalmente em isolados
urinarios.

A prevaléncia de S. saprophyticus mecA positivo encontrada em nosso estudo foi de
3,5% (2/57), inferior a relatada anteriormente por Higashide et al.™®’ 7,9% (8/101) dos
isolados. A frequéncia de isolamento de S. saprophyticus ndo tem sido reportada até agora,
sugerindo que a prevaléncia de resisténcia a oxacilina esteja aumentando em isolados clinicos,
e a rapida e correta deteccdo de resisténcia é imperativa para o tratamento de ITU por esse
microrganismo, sendo necessarios mais estudos para dimensionar o aumento da resisténcia e a

presenca de isolados mecA positivos.

O CLSI nédo recomenda a realizacdo do teste de sensibilidade para S. saprophyticus,
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porém nos locais onde o teste é realizado, esta ocorrendo um dos problemas mais graves em
relacdo a deteccdo da resisténcia em S. saprophyticus, onde o resultado da resisténcia a
oxacilina estd sendo superestimada. De acordo com o CLSI, quando essa resisténcia é
detectada, todos os beta-lactdmicos devem ser reportados como resistentes, deste modo 0s
aparelhos de automacédo como o Vitek | ja emitem esses resultados corrigidos em seus laudos,
diminuindo dessa maneira o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em S. saprophyticus e
aumentando o0 uso desnecessario de antimicrobianos de maior espectro.

O aumento de populagdes de ECN com resisténcia heterogénea a oxacilina é uma das
causas, que dificultam sua deteccdo em laboratérios de anélises clinicas'*’, entretanto néo foi
observada neste estudo nenhuma amostra de estafilococos expressando resisténcia
heterogénea visivel, tanto pelo método de disco-difusdo quanto pelo E-test®, ao contrario de
varios outros relatos de ECNSs isolados de outros materiais clinicos. Entretanto, um isolado de
S. epidermidis foi mecA positivo e apresentou sensibilidade a oxacilina em todos 0s métodos
utilizados e ao disco de cefoxitina, sugerindo que este isolado apresente resisténcia
heterogénea.

Apesar do método de disco-difusdo apresentar algumas desvantagens em relagéo ao E-
test® e aos métodos automatizados, como a ndo determinacdo da CIM, apresenta como
vantagem, principalmente o custo, muito inferior aos métodos citados, sendo que quando
realizado corretamente apresentou uma otima correlacdo com o E-test® e com o Vitek | para
todos os antimicrobianos testados, com excecdo da penicilina que também ndo demonstrou
boa correlagdo quando comparamos o E-test® com o Vitek I.

Em 2009, Soderquist & Berglund'®’encontraram na Suécia oito isolados de S.
saprophyticus mecA positivos de diversas origens, que carreavam pelo menos trés diferentes
tipos de SCCmec. Foram caracterizados cinco isolados com SCCmec tipo Il os quais foram

indistinguiveis ou estreitamente correlacionados pelo PFGE, e 3 isolados ndo puderam ser
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tipados. Entretanto em nosso estudo os dois S. saprophyticus mecA positivos encontrados
foram caracterizados como sendo do tipo IV, os dois foram isolados de pacientes de centros
de salde e possuiam o mesmo perfil de sensibilidade, sendo resistentes somente a oxacilina e
sensiveis a todos 0s outros antimicrobianos testados. O SCCmec do tipo IV ndo carreia outros
genes de resisténcia a ndo ser 0 gene mecA, sendo responsavel principalmente por infeccdes

adquiridas na comunidade e pode apresentar miltiplos subtipos. Segundo Ito et al.'%?

, COMO 0
SCCmec do tipo IV € um elemento menor, pode ser adquirido mais frequentemente porque a
eficiéncia da transferéncia € maior quanto menor o DNA, sugerindo que a prevaléncia de
doencas causadas por clones que contém o SCCmec do tipo IV tende a aumentar, desta
maneira, S&0 necessarios mais estudos com espécies isoladas de urina.

Foram isolados também trés S. epidermidis com SCCmec tipo 1V, sendo um de
paciente do ambulatério, um do centro de satde e um do pronto socorro, porém esses isolados
mostraram uma maior resisténcia aos antimicrobianos, sendo os trés resistentes a cefoxitina,
oxacilina, penicilina, sulfametazol/trimetoprin e norfloxacina, e dois foram ainda resistentes a
gentamicina e amoxicilina/acido clavulanico.

Os demais isolados mecA positivos foram identificados e caracterizados como: trés S.
epidermidis com SCCmec tipo Il1; quatro S. aureus, dois do tipo Il e dois do tipo II; cinco S.
haemolyticus, dois do tipo Il e trés ndo tipaveis e um S. warneri, do tipo I1l. De acordo com a
literatura, isolados que possuem o SCCmec tipo Il contém um grande nimero de genes de
resisténcia®®, e nossos resultados mostraram que todos os isolados com SCCmec tipo 11 e 111
foram resistentes a cefoxitina e oxacilina, e apresentaram maior resisténcia aos
antimicrobianos, com excecdo de um S. epidermidis do tipo Il resistente somente a
penicilina, além de um S. haemolyticus do tipo Il que foi resistente somente a oxacilina,
cefoxitina, penicilina e intrigantemente sensivel a eritromicina, uma vez que o SCCmec tipo Il

carreia o transposon Tn554, responsavel pela resisténcia a essa droga.
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Um dos pontos mais relevantes € que os SCCmec tipo Il e Il possuem um grande
nimero de genes de resisténcia, e essa informacdo é importante epidemiologicamente,
principalmente para o controle de infec¢do hospitalar. Em relacdo ao niamero de resisténcias
as drogas pelo método de disco-difusdo, os isolados MRS foram na grande maioria
multirresistentes, apresentando resisténcia a multiplos antimicrobianos de vérias classes, com
66,6% apresentando cinco a dez resisténcias comparados com 6,0% nas amostras MSS. Por
outro lado 85,5% dos isolados MSS apresentaram somente trés ou menos resisténcias

Até a data da realizacdo desse estudo ja foram publicados oito tipos de SCCmec, sendo
que o SCCmec tipo V ja foi descrito em ECN, particularmente em S. haemolyticus'®,
sugerindo que provavelmente os trés S. haemolyticus que foram caracterizados como néo
tipaveis podem eventualmente apresentar esse tipo de SCCmec, o qual ndo estava no
protocolo utilizado neste estudo.

O teste de beta-lactamase realizado pelo disco de nitrocefin (cefinase) foi positivo
somente em 37 (36,6%) das amostras de Staphylococcus spp. estudadas, entretanto Cunha &
Lopes™ estudaram ECN isolados de recém-nascidos internados na unidade neonatal do HC-
FMB e relataram que 71,8% das amostras de ECN estudadas foram produtoras de beta-
lactamase, ressaltando que todas as amostras eram de origem hospitalar. Hovelius e Mardh***
verificaram que a cefalosporina cromogénica (nitrocefin) ndo detecta a producéo de beta-
lactamase em S. saprophyticus, entretanto Latham et al.*®® avaliaram 67 isolados de S.
saprophyticus e 50 (75,0%) produziram beta-lactamase pelo método da cefalosporina
cromogeénica.

McDougal e Thornsberry'® avaliaram a producdo de beta-lactamase em 66 amostras
de S. aureus utilizando o disco de nitrocefin, e todas as cepas foram positivas, porém quando
0 CIM da penicilina foi baixo (< 16pg/mL) a mudanca de cor foi fraca. Nesse estudo, todas as

amostras de S. saprophyticus negativas para o disco de nitrocefin apresentaram valores da
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CIM para penicilina entre 0,125 e 0,38 pg/mL, com exce¢do de uma amostra com CIM de
0,94 ug/mL, enquanto que das trés amostras positivas, duas tiveram CIM mais elevado (1,0 e
1,5 ug/mL) e uma apresentou uma CIM de 0,19ug/mL.

Mais recentemente, Pitkala et al.'®* utilizaram como método de referéncia a deteccéo
do gene blaZ por PCR, para avaliar varios métodos comerciais para deteccdo da producdo de
beta-lactamase em Staphylococcus ssp., incluindo o disco de nitrocefin, e encontraram 19
amostras com reacdo muito fraca para nitrocefin, das quais 15 foram positivas para pesquisa
do gene blaZ. Diferentes beta-lactamases apresentam diferencas em especificidades de
substrato, o que pode explicar a mudanca parcial na reacdo de cor, podendo ocorrer um
aumento de falsos-negativos para todos os testes baseados nesse principio®®. Apesar do
nitrocefin ser um dos melhores testes para deteccao de beta-lactamase, as reacdes enzimaticas
podem ser incompletas, levando a um grande nimero de resultados falso-negativos, podendo
ser este 0 motivo da grande quantidade de beta-lactamase negativa para espécies de S.
saprophyticus encontrada em nosso estudo, entretanto seria necessario avaliar se realmente
essa espécie normalmente ndo é produtora de beta-lactamase, necessitando da confirmacédo
genotipica pela pesquisa pela PCR do gene blaZ.

Quando comparamos os resultados positivos da beta-lactamase (36,6%) pelo disco de
nitrocefin com o Vitek | (87,1%) foi observado uma maior detec¢do pelo Gltimo método,
portanto o Vitek | apresentou uma melhor correlacdo com os resultados da CIM da penicilina
pelo método do E-test®, onde foram encontradas 84,1% de amostras resistentes, porém
algumas discrepancias foram observadas.

Sete amostras foram consideradas hiperprodutoras de beta-lactamase, pois foram
negativas na deteccdo do gene mecA, resistentes ao disco de oxacilina e/ou cefoxitina,
sensiveis ao disco de amoxicilina/acido clavulanico e beta-lactamase positiva pelo disco de

nitrocefin e Vitek | , sendo que 3 (42,8%) foram identificadas como S. saprophyticus, 2
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(28,5%) S. epidermidis, e 2 (28,5%) S. haemolyticus. Os 3 S. saprophyticus foram resistentes
a oxacilina coma CIM entre 0,75 e 1,0 pg/mL pelo E-test® e de 0,5 a 1,0 pg/mL pelo Vitek I
e sensiveis a cefoxitina, os 2 S. epidermidis e 0os 2 S. haemolyticus foram resistentes a
oxacilina e cefoxitina concomitantemente com a CIM para oxacilina entre 1,0 e 2,0 pg/mL
pelo método do E-test® e de 4,0 a > 8,0ug/mL pelo Vitek I, porém um S. haemolyticus teve
uma CIM com valor intermediario para oxacilina (0,38 pg/mL) pelo método do E-test®, mas
foi resistente pelo disco-difuséo e pelo Vitek 1.

A grande quantidade de isolados resistentes a oxacilina ocorreu provavelmente devido
a uma alteracdo de outra PBP que ndo a PBP2a, ou ainda, que o ponto de corte preconizado
pelo CLSI possa superestimar a resisténcia a oxacilina em S. saprophyticus, sugerindo que

modificagdes sdo necessarias para deteccdo dessa resisténcia.
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6. Conclusoes

e Dos pacientes com ITU a maioria era mulher e tinha entre 15 e 44 anos de idade. Das
infeccbes causadas por S. saprophyticus 94,8% ocorreram em pacientes nao
hospitalizados, e o restante ndo foi caracterizado como infeccdo nosocomial. Somente
23,5% dos S. aureus foram procedentes de enfermaria e as espécies S. epidermidis e S.
haemolyticus foram isoladas tanto de pacientes hospitalizados como ambulatoriais.

e A prova da DNAse demonstrou uma boa correlagdo com a prova da coagulase e com a
pesquisa do gene coa para identificacdo de Staphylococcus aureus, entretanto essa
prova deve ser utilizada com cautela para esse objetivo, ja que pode identificar
amostras de ECN como S. aureus ou S. aureus como ECN.

e O método simplificado de provas bioquimicas mostrou maior confiabilidade que o
sistema automatizado Vitek | para a identificacdo de estafilococos e o disco de
novobiocina mostrou ser ainda uma alternativa viavel para identificacdo de S.
saprophyticus em amostras urinarias em laboratérios com recursos limitados.

e O maior percentual de resisténcia encontrado pelo método de disco-difusdo foi a
Oxacilina (78,0%) seguido da Penicilina (73,0%), sendo que todas as amostras foram
sensiveis a vancomicina, linezolida e nitrofurantoina. O método de disco-difusdo
apresentou uma Otima correlacdo com o E-test® e Vitek I.

e O teste de resisténcia induzida a clindamicina (D-teste) deve ser realizado em
Staphylococcus spp. sempre que a sensibilidade a clindamicina for relatada, porque a
ndo deteccdo desse tipo de resisténcia pode levar a uma falha terapéutica.

e A deteccdo de beta-lactamase com disco de nitrocefin ndo apresentou concordancia
com o Vitek | principalmente para a especie de S. saprophyticus, entretanto foi

observada uma maior deteccdo e uma melhor correlacdo do Vitek I com os resultados
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da CIM da penicilina pelo método do E-test®.

Foram encontrados 18 estafilococos mecA positivos, sendo 6 S. epidermidis, dos
quais 3 possuiam SCCmec tipo Il e 3 do tipo 1V; 4 S. aureus, 2 do tipo 111, um do tipo
Il e um ndo tipavel; 4 S. haemolyticus, 2 do tipo Il e 2 ndo tipaveis; 2 S. warneri, um
do tipo 111 e o outro ndo tipavel e 2 S. saprophyticus, os dois do tipo IV (comunitario),
e 0s que carreavam o SCCmec do tipo Il (hospitalar) foram os que apresentaram
maior resisténcia aos antimicrobianos.

O método de difusdo com disco de oxacilina, E-test® e Vitek | apresentaram
sensibilidade de 94,4%, porém com baixa especificidade (28,9%, 26,5% e 24,0%
respectivamente), devido ao grande nimero de espécies de S. saprophyticus, enquanto
que a cefoxitina teve uma boa sensibilidade (83,3%) e uma melhor especificidade
(85,5%) para deteccdo da resisténcia a oxacilina.

Os métodos de E-test®, disco-difusdo e o Vitek | ndo sdo recomendados para deteccao
da resisténcia a oxacilina em isolados de S. saprophyticus porque as amostras
negativas para o gene mecA sdo consideradas resistentes utilizando-se o atual

breakpoint.
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