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Resumo

Os Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina se
tornaram um grande problema clinico e também
epidemioldgico nas iiltimas décadas. A deteccdo apro-
priada desta resisténcia é vital para que o uso de
antimicrobianos e as medidas de controle
epidemiologico sejam instituidos da forma mais ade-
quada. Com o objetivo de avaliar a acurdcia da pla-
ca de screening com oxacilina para detecgdo de re-
sisténcia em cepas de Staphylococcus aureus isola-
das de criangas internadas, nos estudamos 73 cepas
isoladas de pacientes da Santa Casa de Sdo Paulo.
Utilizamos como gold standard a presenca do gene
mecA. Das 73 cepas, 45 (61,6%) foram mecA-positi-
vas e 28 (38,4%) mecA-negativas. A placa de
screening com oxacilina foi 100% sensivel e especi-
fica para a presenca do gene mecA. . Portanto, trata-
se de um método que pode ser largamente utilizado
em nosso meio, em que existe alta prevaléncia de re-
sisténcia a oxacilina.
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Abstract

Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
has become a major epidemiological and clinical
problem over the last decades. In this setting, the
accurate detection of methicillin resistance may
ensure correct use of antibiotics and appropriate
epidemiological control. To evaluate the accuracy of
the oxacillin screening plate for detection of
methicillin resistance in Staphylococcus aureus
isolated from hospitalized children we have studied
73 clinical S. aureus isolates in Santa Casa. Detection
of mecA gene was considered the gold standard
method. Of the 73 strains, 45 (61,6%) were mecA-
positive and 28 (38,4%) were mecA-negative. The
oxacillin agar screening plate was 100% sensitive and
specific for mecA presence. Thus it can be used in our
setting, where we found a high prevalence of
methicillin resistance.

Key words: Staphylococcus aureus; Oxacillin; Drugs
resistance, microbial; Child, hospitalized

Introducao

Aresisténcia a oxacilina no S. aureus requer a pre-
senca de um gene localizado no cromossomo, o gene
mecA (Lowy, 2003). Este gene é responsavel pela sin-
tese das PBP2a (penicillin-binding protein 2a, também
chamada PBP2’, que substitui as outras PBPs na mem-
brana, e que tém baixa afinidade ndo s¢6 para a
oxacilina como também para os outros antimi-
crobianos beta-lactdmicos (Schito, 2006). O mecA faz
parte de uma ilha gendmica de resisténcia chamada
SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec).
Estas ilhas podem conter também outros genes de
resisténcia a antimicrobianos (Lowy, 2003).

Aresisténcia fenotipica a oxacilina é extremamen-
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te variavel, e depende da expressao do gene mecA.
Esta variabilidade é conhecida como heterorresis-
téncia fenotipica, e consiste em que, de toda popula-
¢ao bacteriana heterogeneamente resistente todas as
células carregam o gene mecA, marcador genotipico
da resisténcia, porém nem todas expressam fenotipi-
camente a resisténcia da mesma forma (Maranan et
al, 1997). Cada cepa de Staphylococcus aureus resisten-
te a oxacilina (MRSA) tem um perfil caracteristico da
proporcao de células que crescem na presenca de con-
centragdes especificas de oxacilina e de diferentes
condi¢oes ambientais (Maranan et al, 1997; Lowy,
2003). A expressao da resisténcia a oxacilina no S.
aureus é regulada por genes homdlogos aos regula-
dores do gene blaZ. Estes genes, mecl e mecR1, regu-
lam a resposta do mecA aos beta-lactimicos de uma
maneira similar a regulacdo do blaZ pelos genes blaR1
e blal frente a exposigdo a penicilina (Chambers, 1997;
Lowy, 2003).

Outro mecanismo (mais raro) de resisténcia a
oxacilina que pode ocorrer € através da hiper-produ-
¢do de beta-lactamases. Estes isolados que hiper-pro-
duzem beta-lactamases em geral apresentam resis-
téncia fenotipica limitrofe (Maranan et al, 1997).

Diversos métodos tem sido utilizados para a
deteccdo da resisténcia a oxacilina no Staphylococcus
aureus. Bsta deteccdo muitas vezes pode ser dificil,
devido ao fendmeno da heterorresisténcia do S. aureus
a oxacilina. Os métodos historicamente mais
comumente usados baseiam-se em modifica¢des na
tentativa de aumentar a expressao da resisténcia. Es-
tas modificagdes incluem: incubacao a 33-35°C ao in-
vés de 37°C, incubagdo por 24 horas, ao invés de 16-
18 horas, e adicao de cloreto de s6dio ao meio de cul-
tura. (Chambers, 1997; Felten et al, 2002).

A deteccdo do gene mecA por métodos mole-
culares é considerado o método gold standard para
avaliacao qualitativa da resisténcia a oxacilina
(Chambers, 1997). No entanto, este método ndo esta
amplamente disponivel nos laboratérios. Um méto-
do com acuracia proxima a 100% é a deteccao do pro-
duto do gene mecA, a PBP2a, através de métodos de
aglutinagdo em latex (Cavassini et al, 1999; van
Griethuysen et al, 1999; Felten et al, 2002), que tam-
bém ainda sao pouco difundidos e utilizados, princi-
palmente devido ao seu custo (Fernandes et al, 2005;
Velasco et al, 2005).

Para a detecgao rotineira da resisténcia a oxacilina
sao os testes de disco-difusdo os mais largamente uti-
lizados. Entre todas as penicilinas penicilinase-esta-
veis (cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina ,
meticilina e nafcilina), a oxacilina é a preferida para
teste in vitro através de disco-difusao (CLSI, 2005) e
tem sido utilizada por véarias décadas, com estudos
mostrando acurécias variadas (Cavassini et al, 1999;
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Kohner et al, 1999; Felten et al, 2002; Swenson et al,
2001; Skov et al, 2003; Pottumarthy et al, 2005;
Swenson et al, 2005). No entanto, diversos autores
tém mostrado, nos ultimos anos, a boa acuracia do
teste de disco-difusao com cefoxitina para o diagnds-
tico da resisténcia a oxacilina em estafilococos
coagulase-positivos (Felten et al, 2002; Skov et al, 2003;
Fernandes et al, 2005; Pottumarthy et al, 2005; Sharp
et al, 2005; Swenson et al, 2005; Velasco et al, 2005).

Além dos testes qualitativos, existem aqueles para
determinacao da CIM (concentragao inibitéria mini-
ma) de oxacilina para os estafilococos, incluindo mé-
todos de dilui¢do em 4gar e em caldo (macrodiluicao
e microdiluicdo), e de difusdo em agar (Etest®, AB
Biodisk, Solna, Suécia). Apesar destes métodos pos-
sibilitarem uma avaliacdo quantitativa da resisténcia
a oxacilina, eles parecem ndo ter acuracia significati-
vamente maior do que os testes fenotipicos qualitati-
vos (Weller et al, 1997; Gradelski et al, 2001; Swenson
et al, 2001; Velasco et al, 2005).

A acuricia dos métodos automatizados também
foi avaliada em alguns estudos. E dificil comparar os
resultados destes, ja que ha freqiientes mudangas de
software e diferentes cartdes ou painéis sao disponi-
veis. Alguns estudos demonstraram acuracia com-
paravel a dos testes de disco difusdo, porém outros
evidenciaram sensibilidade e especificidade baixas se
cepas heterorresistentes ou borderline eram testadas
(Sakoulas et al, 2001; Swenson et al, 2001; Felten et al,
2002).

Outro teste que pode ser utilizado é o teste de
screening com placa contendo agar Mueller-Hinton
suplementado com 4% de NaCl e com 6pg de
oxacilina por mL. Alguns estudos demonstraram
sensibilidade que variava de 82,5 a 100% e especifi-
cidade de 92 a 100%, dependendo da proporc¢ao de
cepas heterorresistentes ou borderline testadas
(Cavassini et al, 1999; Kohner et al, 1999; van
Griethuysen et al, 1999; Sakoulas et al, 2001; Swenson
et al, 2001; Felten et al, 2002; Sharp et al, 2005; Velasco
et al, 2005; CLSI, 2005). Uma das grande vantagens
deste método laboratorial de deteccao de resisténcia
a oxacilina em S. aureus é o baixo custo, quando com-
parado aos outros métodos, fator de grande impor-
tancia, principalmente no nosso meio. Em pacientes
pediétricos internados em nosso servigo, a taxa de
resisténcia do S. aureus a oxacilina beira 50% (Mimica
et al, 2005), sendo vital o diagnostico desta resistén-
cia por um método prético, barato e com boa acuracia,
para uso adequado de antimicrobianos possa ser as-
segurado.

Desta forma, decidimos avaliar a acurécia da pla-
ca de screening para detec¢do de resisténcia a oxacilina
em cepas de Staphylococcus aureus isoladas de crian-
cas internadas, utilizando-se a determinacdo da pre-
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senca do gene mecA por reacdo em cadeia pela
polimerase como gold standard.

Materiais e métodos
Amostra

Foram incluidas no estudo cepas de Staphylococcus
aureus isoladas de amostras clinicas de pacientes
pediétricos internados enviadas ao Laboratério de
Microbiologia do Servico de Controle de Infecgao
Hospitalar da Santa Casa de Sdao Paulo no periodo
de abril de 2004 a junho de 2005.

Foram excluidas as cepas isoladas de paciente que
ja havia anteriormente tido alguma cepa isolada en-
volvida no estudo (apenas a primeira cepa isolada
de cada paciente durante o periodo do estudo foi in-
cluida). Os isolados foram diagnosticados como
Staphylococcus aureus através da bacterioscopia e do
aspecto das coldnias, sendo confirmados com as pro-
vas bioquimicas de catalase e coagulase (slide test e
coagulase em tubo).

Deteccao do gene mecA

Uma tinica colénia bacteriana era obtida de uma
sub-cultura fresca e suspensa em 25uL de dgua este-
rilizada. A suspensao era entdo fervida a 95°C para
extracdo do DNA. Um microlitro de cada amostra
de DNA era adicionado al9uL da mistura para a PCR,
que consistia em 1U de Tag polimerase, 1X tampao
para polimerase [contendo 50 mM de KCl, 20 mM de
Tris-HCI (pH 8,4), 1.5 mM de MgCl,], 200 uM da mis-
tura de dNTPs e 0,5 pM de cada primer. As amplifi-
cacOes foram realizadas utilizando-se um termoci-
clador Perkin Elmer 2400 (Applied Biosystems,
California, USA). Apdés uma etapa inicial de
desnaturacdo (trés minutos a 94°C) 30 ciclos de am-
plificagdo eram feitos: desnaturagdao a 94°C por um
minuto, anelamento a 56°C por um minuto e exten-
sdao do DNA a 72°C por um minuto. A reacdo de am-
plificacdo concluia-se com uma etapa final de exten-
sdo a 72°C por sete minutos. O par de primers utili-
zados (M1, 5"-TGGCTATCGTGTCACAATCG-3" and
M2, 5-CTGGAACTTGTT-GAGCAGAG-3") foi des-
critos por Vannuffel et al (1995). O produto obtido
pela amplificagdo do gene mecA, se presente, era um
fragmento de DNA com 310 pb, que era entdo
visualizado ap0s eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corado com brometo de etidio, utilizando-se
luz ultra-violeta.

Placa de screening com oxacilina

In6culo equivalente a 0,5 da escala de McFarland
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era semeado em placa contendo agar Mueller-Hinton
suplementado com 4% de NaCl e 6 pg/mL de
oxacilina. A semeadura também era feita com swab (e
a retirada do excesso da mesma forma) em movimen-
to circular em uma pequena area da placa (10 a 15
mm). As placas eram entdo incubadas em 33 a 35°C
por 24 horas e entdo era feita a leitura utilizando-se
luz transmitida, conforme recomendado pelo CLSI
(CLSI, 2005). A presenga de crescimento indicava re-
sisténcia a oxacilina.

As cepas ATCC (American Type Culture Collection)
25923, 29213 e 33591 foram utilizadas no contole de
qualidade dos procedimentos.

Resultados

Foram incluidas 73 cepas durante o periodo do
estudo. Destas, 45 foram mecA-positivas (61,6%) e 28
mecA-negativas (38,4%). A Tabelal mostra a distri-
buicao das cepas por unidade de internacao:

TABELA 1

Presenca do gene mecA nas 73 cepas de S. aureus isoladas
de pacientes pediatricos em diferentes unidades no
periodo de abril de 2004 a junho de 2005

MecA
Unidade - Total

+
CI 1 0 1
Dialise 2 1 3
RETA 2 1 3
SEMI 3 4 7
UNN 24 8 32
Ortopedia 0 1 1
UP3 3 3 6
Ur4 2 2 4
UTI 8 8 16
Total 45 28 73

CI: cirurgia infantil; RETA: retaguarda do pronto-socorro
infantil; SEMI: unidade semi-intensiva pediatrica; UNN:
unidade neonatal; UP3: enfermaria-terceiro andar; UP4:
enfermaria-quarto andar; UTIL: unidade de terapia intensi-
va pediatrica

Em relacdo aos materiais clinicos em que foi iso-
lado Staphylococcus aureus, tivemos: sangue (14), se-
crecao de abscesso (4), fragmento de tecido (1) e pon-
ta de cateter (13), swabs (28), secregdo de canula (10),
secre¢do respiratéria em nao-FC (1), secrecdo respi-
ratéria em FC (2).

O teste de screening em placa de agar com
oxacilina e NaCl teve sensibilidade e especificidade
de 100% para a presenca do gene mecA, conforme
mostrado na Tabela 2
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TABELA 2

Correlacao entre resultado do teste de screening e
presenca do gene mecA nas 73 cepas de S. aureus

Placa de Screening

R S
mecA+ 45 0
mecA- 0 28

R: resistente; S: sensivel

Discussao

Desde o surgimento das primeiras cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina, o aumen-
to nas taxas de resisténcia tém sido um fenomeno glo-
bal Porém, a incidéncia de MRSA varia bastante geo-
graficamente, e mesmo dentro de uma regido quan-
do se comparam diferentes servigos de satide. Em
nosso estudo a taxa de MRSA, diagnosticados pela
presenca do gene mecA e pela placa de screening com
oxacilina, foi bastante alta: 61,6% das cepas eram
mecA-positivas. Em estudo prévio realizado por nos
avaliando cepas de Staphylococcus aureus isolados de
corrente sanguinea de pacientes pediatricos esta taxa
foi de no maximo 50% (Mimica et al, 2005).

Diversos estudos ja avaliaram a acuracia de tes-
tes diagndsticos fenotipicos para predizer a presenca
do gene mecA, que é o determinante genético da re-
sisténcia a oxacilina (e a todos os beta-lactamicos) nos
Staphylococcus spp. Um dos mais utilizados é a placa
de screening contendo agar Mueller-Hinton suple-
mentado com 4% de NaCl e 6 ng/mL de oxacilina.

A acuracia deste método relatada na literatura é
varidvel, mas em geral muito boa. Cavassini et al
(1999) encontraram sensibilidade baixa (82,5%), po-
rém as 80 cepas de MRSA incluidas no estudo eram
cepas previamente diagnosticadas como heteror-
resistentes. Uma menor sensibilidade da placa de
screening (90%) foi também encontrada por Swenson
et al(2001), mas assim como no estudo de Cavassini
et al (1999), estes autores analisaram cepas ja conhe-
cidas como muito heterorresistentes. As especifi-
cidades do método nestes estudos foi de 98,3%
(Cavassini et al, 1999) e 92% (Swenson et al, 2001).

Nas cepas analisadas, este método apresentou
sensibilidade e especificidade de 100%, sendo ainda
de fécil leitura, pratico, e possibilitando a avaliagao
de mais de uma cepa na mesma placa, diminuindo
assim o custo.

Sao limitagoes do presente estudo a amostra pe-
quena e a possibilidade de clonalidade. Porém nos-
sos resultados chamam a atengdo para a importancia
do diagnoéstico correto da resisténcia a oxacilina nos
estafilococos. Para o uso adequado de antimicro-
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bianos e de medidas de controle de infecgao hospita-
lar, principalmente em ambientes como o nosso, em
que o gene mecA estd amplamente distribuido, a uti-
lizacdo de um método com boa acuracia é indispen-
savel.
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