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Resumo

Staphylococcus coagulase-positivo é um importante
patdgeno encontrado na pele e mucosa dos seres
humanos e de outros animais. O aumento das infec-
coes causadas por cepas resistentes a oxacilina, prin-
cipalmente em hospitais, tem requerido tratamento
intravenoso com glicopeptideos, como vancomicina
e teicoplanina. O presente trabalho teve como objeti-
vo verificar a sensibilidade a oxacilina, vancomicina e
teicoplanina de cepas de estafilococos coagulase-po-
sitivas provenientes de trés diferentes Hospitais do
Municipio de Sao José dos Campos. Foram isoladas
104 cepas de amostras clinicas diferentes, e a sensibi-
lidade aos antibioticos foi verificada utilizando-se a
metodologia de difusao em agar. Das 104 cepas estu-
dadas 66 (63,46%) apresentaram resisténcia a oxacilina
e todas as amostras mostraram sensibilidade a
vancomicina e a teicoplanina. Os resultados confirma-
ram a alta ocorréncia de estafilococos coagulase-posi-
tivos resistentes a oxacilina, demonstrando a impor-
tancia da execucao do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos antes da prescricao destes para paci-
entes hospitalizados.
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INTRODUCAO

Estafilococos sao membros da familia
Micrococcaceae caracterizados como cocos Gram-po-
sitivos, que geralmente se dispoem em cachos irre-
gulares (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000). Sao micror-
ganismos ubiquos, podendo ser encontrados na
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microbiota normal da pele e das mucosas dos seres
humanos (MURRAY et al, 2000). O género
Staphylococcus é constituido de varias espécies, sen-
do algumas produtoras da enzima coagulase e a mai-
oria coagulase-negativa (KONEMAN, 2001).

Até a década de 80, S. aureus era considerada a
Unica espécie coagulase-positiva, sendo o resultado
deste teste definitivo para identificacao dessa espé-
cie. Ultimamente tém sido isoladas de infeccoes hu-
manas e animais, as espécies S. schleiferi(HERNANDEZ
et al., 2001), S. hyicus (WEGENER et al., 1994) e S.
intermedius (PETERSEN et al., 2003), também
coagulase-positivas. A diferenciacao destes
estafilococos baseia-se em propriedades fisiologicas,
enzimaticas e bioquimicas (CAPURRO; NILSSON;
OSTENSSON, 1999).

S. aureus é, sem duvida, o patdgeno humano mais
importante do género Staphylococcus. As manifesta-
coes clinicas das doencas causadas por S. aureus vari-
am desde intoxicacoes alimentares ou infeccoes
cutaneas de pouca importancia até infeccoes hospita-
lares graves, principalmente da corrente sangiiinea
(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000). Este microrganismo
pode fazer parte de microbiota normal sendo a
nasofaringe o principal local colonizado. Cerca de 15%
dos adultos sadios sao portadores nasofaringeos de S.
aureus, com maior incidéncia em pacientes hospitali-
zados, equipe médica e neonatos (MURRAY et al.,
2000; SILVA et al., 2003).

S. aureus sempre esteve presente na historia da
infeccao nosocomial e foi capaz de desenvolver rapi-
damente resisténcia aos antibioticos. Nos anos 40, logo
depois do surgimento das penicilinas, ja apareceram
estafilococos capazes de produzir penicilinase (FILE,

73



2000). Na década de 60, S. aureus tornaram-se rapida-
mente resistentes a meticilina e a oxacilina, antibioti-
cos semi-sintéticos resistentes a penicilinase
(FILE,2000).

O numero de cepas isoladas de S. aureus meticilina-
oxacilina resistente (MRSA/ORSA) vem aumentando e
hoje este microrganismo é um dos principais causa-
dores de infeccoes hospitalares, tornando-se um pro-
blema mundial (CHAMBERS, 1988). Septicemias por
MRSA estao associadas com significantes morbidades
e mortalidades, requerendo métodos rapidos de iden-
tificacao e sensibilidade aos antibidticos (TAN et al,
2001). Melzer et al., (2003), num estudo comparativo
de pacientes com infeccao nosocomial e bacteremia,
observaram que a proporcao de mortes por MRSA era
significantemente maior que aquelas causadas por
estafilococos sensiveis a meticilina. A transmissao
interpessoal € muito importante, particularmente quan-
do as cepas envolvidas forem multirresistentes aos
antibiéticos (LOCKSLEY et al., 1982).

Atualmente, cerca de 80% das infeccoes
estafilococcicas vém sendo tratadas com
glicopeptideos como a vancomicina e a teicoplanina
(CHAMBERS, 1988; PHILIPS; GOLLEDGE, 1992). Hoje
esta é, ainda, a classe antimicrobiana de escolha para
o tratamento de infeccoes causadas por MRSA, embo-
ra cepas com reduzida sensibilidade a vancomicina ja
tenham sido isoladas (WEBER et al., 2000).

O objetivo do presente trabalho foi verificar a sen-
sibilidade de cepas de Staphylococcus coagulase-po-
sitivas isoladas de pacientes hospitalizados a oxacilina,
vancomicina e teicoplanina.

MATERIAL E METODOS

Amostras estudadas

Foram estudadas 104 cepas de Staphylococcus
coagulase-positivas isoladas de amostras de pacientes
internados em trés hospitais de Sao José dos Campos.
As amostras foram colhidas de secrecoes purulentas
de diversas regioes: ponta de cateter, urina, escara,
escarro, ponta de intracth, secrecao de abscesso,
hemocultura, fragmento, secrecdo ferida, secrecao
traqueal, fistula, secrecao de ouvido, fragmento do
pé, secrecao de pus, liquido ascitico, secrecao
orofaringe, secrecao da parede abdominal, secrecao
ocular e secrecao do ombro.
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Semeadura

Os materiais clinicos foram coletadas de acordo
com o local da infeccao, colocados em tubos conten-
do meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion, Difco) e
incubadas por 24 horas, a 37°C. A seguir as amostras
foram semeadas por esgotamento em placas de Petri
contendo Agar Sangue de carneiro 5% (Agar base:
Columbia/ Merck) e Mannitol Salt Agar (Difco) e fo-
ram incubadas a 37°C, por 24 horas. Em agar sangue
as colonias de Staphylococcus, principalmente de
Staphylococcus aureus apareceram com coloracdo cre-
me/camurca circundadas por zona de hemolise com-
pleta. O agar salgado selecionou o crescimento de
estafilococos e permitiu a observacao da fermenta-
cao do Mannitol através da mudanca na coloracao do
meio (MAZA et al., 1999).

Identificacao de Staphylococcus coagulase-positivo
Primeiramente, foi executada a prova da catalase
para confirmacao da caracteristica do género. Este
teste foi realizado pela adicao de peroxido de hidro-
génio H,0, 3% a colonia do microrganismo sobre uma
lamina de vidro. O aparecimento de bolhas indicou
uma reacao positiva, significando que a catalase
hidrolisou H,0, em oxigénio e agua. Os estafilococos
sao catalase positivos (MAZA et al., 1999).
Posteriormente, foi feita a prova da coagulase, que
avalia a habilidade do microrganismo de coagular o
plasma pela producao desta enzima. Em um tubo de
ensaio colocou-se 500uL de plasma humano e 250uL
de suspensao do microrganismo em salina (NaCl a
0,85%) correspondente a escala 0,5 de Mac Farland, e
incubou-se a 37°C por 24 horas. As cepas que foram
capazes de formar coagulo foram consideradas
coagulase-positivas e, portanto, selecionadas.

Antibiograma

O método utilizado para o teste de sensibilidade
aos antimicrobianos foi 0 método de difusao em agar.
Trés a cinco col6nias com morfologia similar foram
selecionadas a partir de uma cultura recente em
Mannitol Salt Agar e foram suspensas em solucio de
NaCl 0,85%, obtendo-se turbidez de 0,5 na escala de
Mc Farland, correspondendo a aproximadamente 1,5
x 108 unidades formadoras de col6nias (UFC). A partir
desta suspensao, realizou-se semeadura com swab
em placa de Petri contendo meio Agar Mueller-
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Hinton (Difco), procurando assegurar distribuicao ho-
mogénea do indculo (MAZA et al., 1999). Depois dis-
so, discos de papel contendo oxacilina 1 mcg,
vancomicina 30 mcg e teicoplanina 30 mcg (Cecon),
foram depositados sobre a superficie do agar e pres-
sionados para melhor aderéncia ao meio. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura da
sensibilidade a oxacilina, a vancomicina e a
teicoplanina foi feita medindo-se a zona de inibicao
de crescimento em mm. Os resultados foram inter-
pretados segundo as Normas do National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), que consi-
dera Staphylococcus coagulase-positivo sensivel a
oxacilina quando o diametro do halo for > 13mm e
resistente quando < 12mm. Sensivel a vancomicina
quando o diametro for > 12 mm e resistente quando
< 12. Para teicoplanina considera-se sensivel quando
o diametro do halo for > 14 e resistente quando < 14.

A confirmacao da resisténcia a oxacilina foi reali-
zada segundo as normas preconizadas pelo NCCLS,
semeando-se Staphylococcus coagulase-positiva em
meio Mueller Hinton acrescido de 4% de NaCl com
6 ug/ml de oxacilina e meio MRSA(Probac). O cres-
cimento de microrganismos nestes meios confirma
o resultado de resisténcia a este antimicrobiano.

REsuLTADOS

Foram obtidas 104 cepas de Staphylococcus
coagulase-positivo. Das 71 cepas provenientes do Hos-
pital 1, 29 apresentaram-se sensiveis a oxacilina e 42
resistentes. Das 19 amostras provenientes do Hospital
2, 7 apresentaram-se sensiveis a oxacilina e 12 resisten-
tes. Das 14 amostras provenientes do Hospital 3, 2 apre-
sentaram-se sensiveis a oxacilina e 12 resistentes. As
amostras dos 03 Hospitais apresentaram sensibilidade a
vancomicina e a teicoplanina (tabela 01).

Tabela 1 Freqliéncia de sensibilidade de Staphylococcus coagulase-positivo em diferentes Hospitais de S&o José dos Campos.

OXACILINA VANCOMICINA TEICOPLANINA
HOSPITAL,
oS n Resistente Sensivel Resistente Sensivel Resistente Sensivel
1 71 i) 29 0 71 0 71
2 19 12 07 0 19 0 19
3 14 12 1) 0 14 0 14

A freqiiéncia do isolamento de Staphylococcus
coagulase-positivo resistente a oxacilina no Hospi-
tal 1 foi de 59,16%, das amostras provenientes do
Hospital 2 apresentaram 63,16%; no Hospital 3 apre-
sentaram 85,71% (Figura 01). Em relacao a

vancomicina e a teicoplanina nao ocorreu resistén-
cia em todos os hospitais. As 104 cepas de
Staphylococcus coagulase-positivo estudadas, 66
foram resistentes a oxacilina evidenciando um in-
dice de resisténcia de 63,46%.
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Figura 1 Sensibilidade Staphylococcus coagulase-positivo em relacao a Oxacilina em diferentes Hospitais de Sao José dos Campos.
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DiscussAo

Os indices crescentes de resisténcia aos antibioti-
cos de bactérias patogénicas tém resultado em mai-
or morbidade e mortalidade nas infeccoes
nosocomiais. As bactérias patogénicas mais proble-
maticas incluem bastonetes Gram-negativos, como
Pseudomonas e enterobactérias, e Gram-positivos,
com Staphylococcus coagulase-positivo (YATES, 2000).

Apesar da introducao da penicilina nos anos 40
ter oferecido um importante avanco terapéutico, e
solucionado o problema das infeccoes estafilococcicas,
a susceptibilidade a penicilina foi de vida curta, com
o primeiro caso confirmado de resisténcia em 1944
(FERREIRA, 2001).

No final dos anos 50, aproximadamente 50% das
cepas de Staphylococccus aureus ja eram resistentes
a penicilina (CHAMBERS, 1988). Essas cepas estavam
associadas a surtos de infeccoes hospitalares antes
do desenvolvimento da meticilina e oxacilina, em
1960. Cepas apresentando resisténcia a meticilina
(MRSA) comecaram a ser isoladas na Gra-Bretanha em
1961 (BARBER, 1961). Varios centros médicos da Eu-
ropa, na época, registraram simultaneamente a ocor-
réncia desses microrganismos, sendo o primeiro gran-
de surto de infeccao hospitalar descrito por Steward
e Holt, em 1963. No Brasil, infeccoes nosocomiais
associadas a este microrganismo também tém sido
relatadas (TRESOLDI et al, 1997; RAASCH R.H., 2000;
SILVA et al., 2003).

Neste trabalho procuramos analisar a sensibilida-
de das cepas de estafilococos coagulase-positivas iso-
ladas de pacientes hospitalizados em Sao José dos
Campos a oxacilina. Também analisamos a sensibili-
dade destas cepas a vancomicina e a teicoplanina,
devido a importancia desses antimicrobianos no tra-
tamento das infeccoes causadas por MRSA/ORSA. O
estudo mostrou que das cepas isoladas 63,46% eram
resistentes a oxacilina.

Este valor foi superior aos 43% encontrados por
Silva et al., (2003) em isolados de neonatos de Hos-
pital de ensino brasileiro. Esta diferenca pode ter ocor-
rido devido ao fato de nem todas as cepas terem
sido isoladas de infeccoes e, segundo Melzer et al.,
(2003), MRSA ¢é mais virulento e esta mais associado
a infeccoes graves que estafilococos sensiveis a
meticilina.

Em 1997, Tresoldi et al., analisando a freqiiéncia
relativa dos microrganismos isolados de infeccoes
hospitalares no Hospital das Clinicas da Unicamp no
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periodo de 1987 a 1994, observaram o aumento da
freqiéncia de MRSA. Segundo os autores, em 1990,
22,2% dos S. aureus isolados eram resistentes a
meticilina, em 1991, 42%, em 1992, 59,7%, em 1993,
53,2% e, em 1994, 53,2%. S. aureus foi o microrga-
nismo mais freqiiente, presente nas infeccoes de
ferida cirargica, da corrente sanguinea e nas artério-
venosas.

Os estafilococos também sdao as bactérias mais
freqiientes em infeccoes articulares e segundo Garvin,
Hinrihs e Urban (1999), 46,7% das cepas associadas
com infeccoes nestes sitios sao resistentes a meticilina.

Apesar da tendéncia dos estafilococos de desen-
volverem resisténcia a antibioticos, quase todas as
cepas sao uniformemente sensiveis aos glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina), sendo esta a classe
antimicrobiana de escolha para o tratamento de in-
feccoes causadas por MRSA/ORSA (CHAMBERS, 1988).

Analisando a sensibilidade das cepas isoladas fren-
te a vancomicina e a teicoplanina, pudemos observar
uma sensibilidade de 100% em relacao a eles.

A elevada prevaléncia de cepas Staphylococcus
coagulase-positivo e o conseqiiente emprego de
vancomicina nos hospitais brasileiros, somado a au-
séncia de controle do uso de antimicrobiano e as
condicoes precarias das instituicoes publicas de sau-
de, predispoem ao surgimento de cepas de sensibili-
dade intermediaria, ou reduzida a vancomicina (VISA
ou VRSA) (OLIVEIRA; MAMIZUKA, 2000).

Estas cepas tém sido estudadas no Japao, EUA,
Franca e recentemente no Brasil. Todas as estirpes
que apresentam esta caracteristica sao resistentes a
oxacilina (ORSA) e os pacientes acometidos por esta
bactéria fizeram uso de glicopeptideos, principalmente
vancomicina, por periodo prolongado. Portanto, até
esse momento, o desenvolvimento de resisténcia a
vancomicina parece estar relacionado com o contato
direto e prolongado do microrganismo com o
antimicrobiano (OLIVEIRA; MAMIZUKA, 2000).

Ike et al. (2001), estudando MRSA de 278 hospi-
tais japoneses, nao detectaram cepas resistentes a
vancomicina. Ja Oliveira et al.,(2001) observaram a
existéncia de cepas de S. aureus com sensibilidade
reduzida a vancomicina em Hospital brasileiro, sen-
do este o primeiro registro do isolamento de VRSA
no Brasil. Isto alerta para a possibilidade de VRSA ser
capaz de se propagar rapidamente uma vez que con-
troles adequados a infeccao nosocomial nao sao to-
mados.
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Também tem sido relatado que o uso de
cefalosporinas de terceira geracao aumentam a pos-
sibilidade do aparecimento de enterococos resisten-
te a vancomicina (VRE) e a resisténcia destes micror-
ganismos é particularmente problematica, visto que
ela é mediada por plasmideos e pode ser transferida
a outras bactérias (RAASCH R.H., 2000; MURRAY et al.,
2000).

E dificil prevenir e controlar as infeccoes que se
desenvolvem em pacientes hospitalizados por muito
tempo e que sao tratados com antibidticos de amplo
espectro. A implementacao de praticas apropriadas
de controle das infeccoes podem reduzir o risco de
colonizacao por bactérias multirresistentes. Isto in-
clui vigilancia continua e aperfeicoada, reducao do
uso desnecessario de antibioticos e aplicacao de no-
vas estratégicas profilaticas em pacientes portadores
de Staphylococcus para prevencao de infeccoes
estafilébcocicas mais graves por cepas
multirresistentes. Estas medidas devem ser tomadas
se queremos preservar o nosso arsenal antimicrobiano
para a proxima década.

ConcLusAo

A incidéncia de Staphylococcus coagulase-positivo
resistente a oxacilina, nos trés Hospitais de Sao José
dos Campos foi alta e todas as cepas isoladas apresen-
taram sensibilidade a vancomicina e a teicoplanina.
Os resultados demonstram a importancia do uso ade-
quado de antimicrobianos e do controle de microrga-
nismos resistentes.

ABSTRACT

The coagulase-positive Staphylococcus is an important
pathogen found in skin and mucous of humans and
other animals. The increase in infections caused by
oxacillin resistant Staphylococcus aureus has required
intravenous treatment with glycopeptides like
vancomycin and teicoplanyn. The objective of this
study was to verify the sensibility of coagulase-positive
Staphylococcus to oxacillin, vancomycin and
teicoplanyn in clinic samples from three different
hospitals of the city of Sao José dos Campos. The 104
samples studied, 63,46% presented resistance to
oxacillin and all of them showed sensibility to
vancomicin and teicoplanyn (100%). The results
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confirmed the high incidence of Staphylococcus
resistant to oxacillin and the importance of
antimicrobian sensibility test before their prescription
to hospitalized patients.

Key-woRrbs
Coagulase-positive Staphylococcus aureus. Oxacillin.
Vancomycin. Teicoplanyn.
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