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Deteccao do gene mecA em estafilococos coagulase negativa
resistentes a oxacilina isolados da saliva de
profissionais da enfermagem

Detection of mecA gene in oxacillin-resistant coagulase-negative staphylococci
isolated from the saliva of nursing professionals
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Elucir Gir?, Cledmenes Reis', André Kipnis!, Silvia Rita Marin da Silva Canini*,
Fernando Belissimo-Rodrigues’ e Fabiana Cristina Pimenta'

RESUMO

Estafilococos coagulase negativa estdo frequentemente associados as infecgdes nosocomiais e os profissionais da satide podem ser reservatério e
dissemina-los no hospital e comunidade. O objetivo desse estudo foi identificar espécies de estafilococos coagulase negativa isolados da saliva de
profissionais da enfermagem, determinar o perfil de resisténcia e detectar o gene mecA. Foram selecionados 100 estafilococos coagulase negativa, sendo
41 identificados como Staphylococcus epidermidis, 25 Staphylococcus saprophyticus, 18 Staphylococcus haemolyticus, 8 Staphylococcus cobnii,
4 Staphylococcus lugdunenses, 3 Staphylococcus capitis, e 1 Staphylococcus Simulans. Desses, 32% apresentaram resisténcia a oxacilina, 84,4%
amupirocina, 32% a cefoxitina, e todos sensiveis a vancomicina. Dos estafilococos coagulase negativa resistentes 2 oxacilina, 93,7% desenvolveram-
se no agar oxacilina (6pg/ml) e o gene mecA foi detectado em 75%. Os resultados sinalizam que maiores investimentos devem ser direcionados a
identificacfio das espécies de estafilococos coagulase negativa nas institui¢des de satide e na comunidade.

Palavras-chaves: Estafilococos coagulase negativa. Equipe de Enfermagem. Saliva. Resisténcia. Gene mecA.

ABSTRACT

Coagulase-negative staphylococci are frequently associated with nosocomial infections, and healthcare professionals can be reservoirs and spread
them in hospitals and in the community. The aim of this study was to identify species of coagulase-negative staphylococci isolated from the saliva of
nursing professionals, determine the resistance profile and detect the mecA gene. One hundred coagulase-negative staphylococci were selected: 41
were identified as Staphylococcus epidermidis, 25 as Staphylococcus saprophyticus, 18 as Staphylococcus haemolyticus, eight as Staphylococcus
cobnii, four as Staphylococcus lugdunenses, three as Staphylococcus capitis and one as Staphylococcus simulans. Of these, 32% presented oxacillin
resistance, 84.4% mupirocin resistance and 32% cefoxitin resistance, and all were vancomycin sensitive. Among the oxacillin-resistant coagulase-
negative staphylococci, 93.7% developed in oxacillin agar (6pg/ml) and the mecA gene was detected in 75%. The results indicate that higher investments
should be directed towards identifying coagulase-negative staphylococcus species in healthcare institutions and in the community.

Key-words: Coagulase-negative staphylococci. Nursing team. Saliva. Resistance. mecA gene.
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(ECN). Estes microrganismos podem se apresentar como
bactérias oportunistas emergentes, especialmente em pacientes
hospitalizados, imunocomprometidos, prematuros e com
dispositivos implantados'® *. Podem causar infec¢io no sitio
primdrio de colonizagdo ou disseminarem causando infecgdes
hospitalares graves como bacteremias, spticemias e sepsis
neonatal'8 % %,

A similaridade dos ECN isolados do sangue e de cateter de

clientes hospitalizados, com os recuperados do mesmo paciente
em mucosas de orofaringe, orelha, nariz, axila, braco e perna tem
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sido relatada'”®. Estudo que avaliou pacientes submetidos a0
transplante de células tronco hematopoéticas, com quadro
clinico de bacteremias, constatou similaridade dos ECN
isolados do sangue com os recuperados da orofaringe®.
Os ECN apresentam uma importante habilidade de formar
biofilmes e podem estar associados a dispositivos no ambiente
hospitalar?® 3741,

Outro fator relevante em relacio aos ECN é a sua capacidade
de apresentar resisténcia a virios antimicrobianos, principalmente
aos utilizados no ambiente hospitalar, aumentando assim o risco
de falha terapéutica'® 417293,

Aresisténcia dos ECN 2 vancomicina apesar de pouco fregiiente,
ja é realidade no Brasil, conforme constatado em estudo® que
detectou 4 ECN (2 Staphylococcus capitis, um Staphylococcus
haemolyticus e um Staphylococcus epidermidis) resistentes
a esse antibi6tico em isolados de profissionais da satide. Casos
de infeccdes causadas por Staphylococcus sp resistentes a
vancomicina também tém sido descritos®.

A prevaléncia de ECN oxacilina resistente é elevada na maior
parte dos hospitais no Brasil e no mundo e a identificagio
das espécies desse grupo é de extrema importincia, pois
a interpretagdo dos halos de inibi¢io da oxacilina para
Staphylococcus epidermidis é diferente das outras espécies.
Um fator a ser considerado é que resultados discrepantes entre
oxacilina e cefoxitina podem ser encontrados quando os ECN sdo
avaliados pelo teste de disco difusao™.

Com relacdo as medidas de controle dos microrganismos
resistentes, entre eles os ECN, a literatura faz referéncia a
vigildncia microbioldgica prospectiva para identificar pacientes
colonizados. Medidas como o isolamento dos clientes colonizados
ou infectados, afastamento temporario do profissional colonizado
de suas atividades, a adesdo as precaugdes-padrio, higienizagio
das méos, limpeza cuidadosa do ambiente, controle da prescricio
dos antimicrobianos de amplo espectro e tratamento dos
pacientes colonizados e dos profissionais de satide envolvidos
nesses episddios devem ser implementadas'®?’ %, A coloniza¢io
e transmissao de ECN resistentes relacionadas ao profissional de
satde deve ser investigada'”¥.

ECN estdo associados a diversas infecgdes, o que requer o
estabelecimento de estratégias de controle e prevencio"'. Desta
forma, este estudo teve como objetivo identificar as espécies de
ECN isolados da saliva de profissionais da enfermagem, determinar
o perfil de resisténcia 2 oxacilina e detectar o gene mecA nos
isolados resistentes.

MATERIAL E METODOS

Estafilococos coagulase negativa. Foram selecionados
100 ECN isolados da saliva de profissionais da enfermagem, que
participaram de um estudo maior, participantes de um programa
interinstitucional de vigilancia de estafilococos resistentes a
oxacilina, de um estudo transversal realizado nas unidades de
terapia intensiva, clinica médica, clinica cirtirgica e gineco-
obstétrica de um hospital escolas de nivel tercidrio do interior do

estado de S0 Paulo. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo.

Foram incluidos todos os profissionais que aquiesceram
participar do estudo mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que estavam em exercicio
profissional ativo, no hospital, durante o periodo do estudo e
que ndo estavam em uso de antimicrobiano ou néo os tinham
utilizado nos 1ltimos 30 dias. As coletas de saliva ocorreram no
periodo de maio de 2007 a maio de 2008, de cada profissional
foram coletadas 3 amostras com intervalo médio de trés
meses.

Isolamento e identificacdo. A saliva foi homogenizada
por um minuto, submetida 2 diluicio decimal em solugdo salina
(0,8%) e semeada, em meio de cultura seletivo, agar manitol
salgado®. O perfodo de incubacio foi de 24 a 48 horas a 37°C.
A identificacdo dos estafilococos coagulase negativa foi baseada
em provas bioquimicas (catalase, coagulase em tubo e lamina,
DNAse, lecitinase, urease, acetoina, fermentacio de carboidratos
- frutose, manose, maltose, trealose, manitol, xilose, lactose e
sacarose, suscetibilidade 2 bacitracina, novobiocina e polimixina
e descarboxilagio da ornitina)® . O controle de qualidade foi
realizado com cepas ATCC de Staphylococcus aureus 25923
e 29213 Staphylococcus epidermidis 12228, Staphylococcus
baemolyticus 29970 e Staphylococcus saprophyticus 15305. A
produgio de lecitinase pelos ECN foi verificada pela inoculagio
em agar contendo gema de ovo — agar Naito® .

Teste de suscetibilidade. Os estafilococos coagulase
negativa identificados foram submetidos ao teste de disco-difusio,
segundo protocolo CLSI/M2-A9 (2005)°. Foram utilizados discos
de vancomicina, cefoxitina, oxacilina e mupirocina (Oxoid,
Basingstoke, Inglaterra).

Agar Mueller Hinton suplementado com 4% de cloreto de
s6dio e oxacilina (6pg/ml) foi utilizado como triagem para
confirmar a resisténcia a oxacilina. O desenvolvimento de até
mesmo uma colonia foi considerada prova positiva.

Deteccao do gene mecA. Os ECN que apresentaram
resisténcia 2 oxacilina e se desenvolveram no agar triagem
oxacilina, foram cultivados em 3mL de caldo triplice soja por
24 horas a 37°C para a extracio do DNA segundo Murakami
cols (1991).

0 gene mecA foi detectado pela técnida da
polymerase chain reation (PCR), utilizando os primers
mecA F5'-TGGCTATCGTGTCACAATCG-3" e mecA R5’-
CTGGAACTTGTTGAGCAGAG-3’ de acordo com Murakami cols®.
Os ciclos da reagdo foram: 1 ciclo de 94°C por 3 minutos;
35 ciclos de 92°C por 45 segundos; 50°C por 1 minuto; 72°C por
1 minuto; e 1 ciclo a 72°C por 4 minutos. Os produtos da PCR
foram submetidos 2 eletroforose em gel de agarose 1,5% contendo
brometo de etidio; foi utilizado marcador de massa molecular
de 1Kb. A presenca de fragmentos de 533pb resultantes dos
produtos de amplificacio foram visualizados em transiluminador
e fotografados.
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RESULTADOS

0sECNisolados da saliva de profissionais de enfermagem foram
identificados nas seguintes espécies: 41 (41%) Staphylococcus
epidermidis, 25 (25%) Staphylococcus saprophyticus, 18
(18%) Staphylococcus haemolyticus, 8 (8%) Staphylococcus
cobhnii, 4 (4%) Staphylococcus lugdunenses, 3 (3%)
Staphylococcus capitis e 1 (1%) Staphylococcus simulans
(Tabelas 1, 2 ¢ 3).

0Os resultados dos testes de suscetibilidade evidenciaram que
32 (32%) dos ECN isolados exibiram resisténcia a oxacilina, 84%
a mupirocina, 43,7% a cefoxitina, e todos os isolados exibiram
suscetibilidade 2 vancomicina (Tabelas 2 e 3). Dos 100 isolados
de ECN, 16% eram produtores de lecitinase, dentre eles 15,6%
eram oxacilina resistentes.

Dos 32 ECN detectados pelo teste de disco difusio como
resistentes a oxacilina, foram cultivados em agar triagem
oxacilina (6pg) suplementado com cloreto de sodio a 4% e
também submetidos 2 detecciio do gene mecA. Desses, 93,7%
desenvolveram-se no agar triagem oxacilina e o gene mecA
foi detectado em 24 (75%). Ressalta-se que dentre os 20
Staphylococcus epidermidis, 15 (62,5%) apresentaram o gene
mecA (Tabela 2).

DISCUSSAO

No presente estudo, os ECN foram identificados como
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus cohnii,
Staphylococcus lugdunenses, Staphylococcus capitis e
Staphylococcus simulans. A maioria das institui¢des de saide
ndo identifica as espécies de ECN de rotina, dada a necessidade
de execucdo de inimeros testes bioquimicos, o que se constitui
num trabalho relativamente laborioso e de custo elevado.

Rotineiramente, a identificagio dos estafilococos é baseada
apenas nos aspectos morfolégicos das colonias, coloracio de
Gram, catalase e produgio de coagulase, o que permite apenas
classificar esses estafilococos em coagulase negativa ou em
Staphylococcus aureus'. No presente estudo, foi utilizado um
esquema de 18 provas bioquimicas para determinar as espécies
dos 100 ECN selecionados, o que permitiu a caracterizacdo
das espécies. Ressalta-se que a identificacdo das espécies é
determinante para a escolha da terapéutica adequada, uma vez
que existem variagOes na interpretacio de halos no antibiograma
de acordo com a espécie de ECN*.

A identificacdo dos ECN é de grande importincia para a
associacao dessas espécies com casos de infeccdes especificas,

TABEILA 1

Identificagdo, padrio de suscetibilidade 2 oxacilina, cefoxitina, vancomicina e mupirocina de 100 estafilococos coagulase negativa isolados da saliva de profissionais da

enfermagem. Ribeirio Preto, SP, 2008.

Oxacilina Cefoxitina Vancomicina Mupirocina
resistente sensivel resistente sensivel resistente sensivel resistente sensivel
Identificacdo Ne n° % n° % n° % n° % n° % ne % n° % n° %
Staphylococcus epidermidis 41 20 488 21 512 17 415 24 585 0 0,0 41 100,0 36 87,8 5 122
Staphylococcus saprophyticus 25 5 200 20 80,0 2 80 23 920 0 0,0 25 100,0 23 92,0 2 8,0
Staphylococcus haemolyticus 18 5 278 13 72,2 7 389 11 61,1 0 0,0 18 100,0 12 66,7 6 333
Staphylococcus cobnii 8 0 0,0 8 100,0 3 37,5 5 625 0 0,0 8 100,0 75,0 2250
Staphylococcus lugdunenses 4 2 50,0 2 50,0 1 25,0 3 750 0 0,0 4 100,0 4 100 0 0,0
Staphylococcus capitis 3 0 0,0 3 100,0 1 33,3 2 667 0 0,0 3 100,0 2 66,7 1 333
Staphylococcus simulans 1 0 0,0 1 100,0 1 100,0 0 00 0 0,0 1 100,0 1 100,0 0 0,0
Total 100 32 68 32 68 0 100 84 16
TABEIA 2

Padrio de resiténcia a oxacilina por diferentes métodos em espécies de estafilococos coagulase negativa isolados de saliva de profissionais da saide da enfermagem. Ribeirdo

Preto, SP, 2008.

Disco difusdo Oxacilina 6pg Gene rmecA
Espécie Nimero ne % ne % ne %
Staphylococcus epidermidis 41 20 48,8 19 46,3 15 36,6
Staphylococcus saprophyticus 25 5 20 4 16 4 16
Staphylococcus haemolyticus 18 5 27,8 5 27,8 4 22,2
Staphylococcus lugdunenses 4 2 50 2 50 1 50
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TABEIA 3

Caracteristicas de espécies de estafilococos coagulase negativa (n°=32) isolados da saliva de profissionais da enfermagem, de acordo com o perfil de

suscetibilidade e deteccio do gene mecA . Ribeirao Preto, SP, 2008.

Niimero Espécie Oxacilina Cefoxitina Mupirocina ~ Vancomicina  Oxacilina 6pg  Gene mecA
15 Staphylococcus epidermidis R R R N + +
21 Staphylococcus epidermidis R R R N + -
29 Staphylococcus epidermidis R N R N - +
41 Staphylococcus epidermidis R R R N + +
57 Staphylococcus epidermidis R R R N + +
60 Staphylococcus epidermidis R R R N + -
63 Staphylococcus epidermidis R R R N + -
64 Staphylococcus epidermidis R S R N + -
85 Staphylococcus epidermidis R N R N + +
87 Staphylococcus epidermidis R N R N + +
90 Staphylococcus epidermidis R N R N + +

107 Staphylococcus epidermidis R R R N + +

121 Staphylococcus epidermidis R N R N + +

136 Staphylococcus epidermidis R N R N + +

138 Staphylococcus epidermidis R N R N + -

179 Staphylococcus epidermidis R N R N + +

209 Staphylococcus epidermidis R R R N + +

271 Staphylococcus epidermidis R N N N + +

277 Staphylococcus epidermidis R N N N + +

288 Staphylococcus epidermidis R R R N + +
67 Staphylococcus haemolyticus R R R N + -

157 Staphylococcus haemolyticus R R R N + +

164 Staphylococcus haemolyticus R R R N + +

216 Staphylococcus haemolyticus R R R N + +

277 Staphylococcus haemolyticus R N N N + +
63 Staphylococcus saprophyticus R N R N + -

188 Staphylococcus saprophyticus R N R N + +

205 Staphylococcus saprophyticus R R N N + +

210 Staphylococcus saprophyticus R N N N - +

224 Staphylococcus saprophyticus R N R N + +

125 Staphylococcus lugdunensis R N R N + -

303 Staphylococcus lugdunensis R R R N + +

Resistente (%) 100,0 43,7 84,4 0,0 93,7 75,0

R: resistente, S: sensivel

tendo em vista que além dos Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus saprophyticus, outras espécies de estafilococos
tém apresentado viruléncia e resisténcia intrinseca a diferentes
antimicrobianos, como o Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus lugdunensis e o Staphylococcus schleiferi.

Vale destacar que o Staphylococcus epidermidis foi a espécie
mais prevalente (41%) na saliva dos profissionais investigados,
0 que estd de acordo com a literatura, pois esta é a espécie de
ECN detectada com maior freqiiéncia em espécimes coletadas
dos casos de infecgdes em humanos, em particular naquelas
associadas com cateteres intravasculares. Além de ser o principal
agente causador de bacteremia, endocardite de vilvula protética,
infeccio relacionada 2 didlise peritoneal e ferida cirtrgica, no
ambiente hospitalar'® '3,

Entretanto, as espécies de Staphylococcus saprophyticus
e Staphylococcus haemolyticus também foram identificadas
com frequéncia na saliva desses profissionais, sendo 25%
e 18%, respectivamente. O Staphylococcus haemolyticus
representa a segunda espécie mais frequente em infeccdes
relacionadas a cateter, septicemia e endocardites, enquanto
que o Staphylococcus saprophyticus apresenta-se como
importante agente causador de infec¢io do trato urindrio em
mulheres jovens'. As infeccdes causadas por Staphylococcus
lugdunensis sao pouco freqiientes em humanos, nao obstante,
quando ocorrem sao graves e de progressdo fulminante. Esse
microrganismo tem sido associado a casos de endocardite de
valvula nativa, a qual é caracterizada por uma fraca resposta aos
tratamentos antimicrobianos convencionais, com importante
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destruicdo valvular, formagio de abscesso miocardial, altas taxas
de embolia periférica e aumento na mortalidade, incluindo os
€as0s com tratamento cirtirgico’?,

Dos 100 ECN identificados, 32% apresentaram resisténcia
a oxacilina nos testes de difusdo em disco, 84,4% a mupirocina
e 43,7% a cefoxitina, porém, todos os isolados apresentaram
suscetibilidade 2 vancomicina. A resisténcia elevada dos ECN 2
mupirocina tem sido evidenciada, provavelmente devido ao uso
dessa substancia para a descolonizacio de individuos portadores
de Staphylococcus aureus oxacilina resistentes’ . Esse resultado
sinaliza para, a importancia de se repensar as politicas de controle
de microrganismos multirresistentes nos servigos de satide.

Salienta-se ainda que, dos 32% ECN com resisténcia a
oxacilina, detectada pelo teste de difusdo de disco, 93,7%
desenvolveram no agar com oxacilina, confirmando o perfil
de resisténcia desses isolados. Estudo'” realizado com recém-
nascidos, evidenciou que 50% dos ECN isolados eram resistentes
a oxacilina. Investigacdo que avaliou Staphylococcus aureus e
ECN isolados da mucosa nasal de estudantes de medicina revelou
que 23,5% dos ECN foram resistentes 2 oxacilina, enquanto todos
os Staphylococcus aureus foram sensiveis a esse antibiotico,
ressaltando que os ECN podem funcionar como um reservatério
de resisténcia em seus portadores'’.

Outro ponto relevante diz respeito a capacidade desses
microrganismos em sintetizar a enzima lecitinase, capaz de
degradar a bainha de mielina, sendo esse mecanismo, um fator de
viruléncia de grande importancia para os estafilococos, tanto para
os Staphylococcus aureus, como para os ECN*. Nesse estudo,
foram identificados 16% de ECN produtores de lecitinase, dentre
eles 15,6% eram oxacilina resistentes, sinalizando o potencial de
viruléncia desses ECN nos individuos colonizados.

0 gene mecA codifica a proteina alterada denominada PBP 2a da
parede bacteriana, presente nos isolados de estafilococos oxacilina
resistentes. Com relacfio 2 detecgdo desse gene em estafilococos,
a maioria dos estudos enfoca os Staphylococcus aureus, cuja
freqiiéncia de deteccdo tem variado de 14% a 35,5%' 713 %2, Apesar
das investigacdes sobre a presenca do gene mecA em isolados de ECN
resistentes 2 oxacilina serem escassas, destaca-se que o percentual de
resisténcia 2 oxacilina tem variado de 68,2% a 71%"*. No presente
estudo, em 75% do ECN oxacilina resistentes detectou-se o gene ecA
dos isolados da saliva de profissionais de enfermagem.

0s ECN estdo entre os principais microrganismos emergentes,
nosocomiais e com resisténcia a varios antimicrobianos,
sendo que os ECN multirresistentes sio comuns em pacientes
hospitalizados. A emergéncia deste microrganismo tem limitado
o arsenal terapéutico o que contribui para um risco aumentado
de fracasso no tratamento'” %,

Vale ressaltar que este estudo é pioneiro no que se refere 2
presenca do gene mecA em ECN isolados da saliva de profissionais
da sadde sauddveis. Estes achados sinalizam que maiores
investimentos devem ser direcionados a identificacdo das espécies
de ECN tanto nas instituicdes de saide quanto na comunidade,
bem como o perfil de resisténcia desse grupo de microrganismos,
uma vez que os profissionais de satiide podem se constituir num
importante reservatorio desses estafilococos resistentes.
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