O valor da analise bioquimica de Staphylococcus aureus
na determinacao da sensibilidade a eritromicina

The value of biochemical analysis of Staphylococcus aureus
determining erythromicin sensitivity

Alexandre S. Marcon ®
Giovanni M. Travi ®
Italo M. Marcon @
Zélia M. Corréa @

m

@

3)

Esse trabalho foi realizado no Servigo de Oftalmologia
daIrmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto
Alegre - Fundagdo Faculdade Federal de Ciéncias
Médicas de Porto Alegre. Porto Alegre, RS, Brasil.
Apresentado como Tema Livre no XIII Congresso
Brasileiro de Prevengdo da Cegueira e Reabilitagdo
Visual (Setembro de 1998, Rio de Janeiro).
Médicos residentes do segundoano do Curso de Espe-
cializagdo em Oftalmologia da Irmandade da Santa
Casa de Misericérdia de Porto Alegre (ISCMPA) -
Fundagio Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de
Porto Alegre (FFFCMPA). Porto Alegre, RS, Brasil.
Médico chefe do servigo e coordenador do Cursode
Especializagdio em Oftalmologia da ISCMPA -
FFFCMPA. Porto Alegre, RS, Brasil.

Professor regente de oftalmologia da FFFCMPA,
Porto Alegre, Brasil.

Médica chefe do departamento de retina e oncologia
ocular do servico de oftalmologia da ISCMPA -
FFFCMPA. Porto Alegre, RS, Brasil.

Osautores declaram que ndo possueminteresse finan-
ceiro no desenvolvimento ou marketing dos instru-
mentos ou medicagao referidos nesse estudo.

Endereco para correspondéncia: Alexandre S.
Marcon. Av. Nilo Peganha, 2421. Porto Alegre (RS)
Brasil CEP91330-001. E-mail: marcon@zaz.com.br

140 - ARQ. BRAS. OFTAL. 62(2), ABRIL/1999

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi calcular o valor da biotipagem
na determinacio da sensibilidade a eritromicina de miltiplos isola-
dos de Staphylococcus aureus de conjuntiva e borda palpebral de
olhos normais.

Métodos: Foram analisadas 42 amostras dessa bactéria, isoladas
de 100 voluntdrios, através dos painéis MicroScan® Pos-Combo type
6 (Dade International, West Sacramento, CA). As reac¢ées bioquimi-
cas foram organizadas em tabela. O nidmero do biotipo foi determi-
nado através da adi¢ao de valores para cada reacéo, de acordo com
as instrucoes do fabricante.

Resultados: O biotipo 317147 foi o mais prevalente (n =19),com 11
isolados sensiveis a eritromicina e oito resistentes. Qutros biotipos
foram analisados: 317163 (n = 8), 317167 (n = 6), 317347 (n = 2), etc.

Conclusdo: Concluiu-se que a biotipagem de maneira isolada nao
pode prever a sensibilidade a eritromicina para o biotipo 317147 de
S. aureus (IC 95% de 0,29-0,087 para os sensiveis e de 0,08-0,76 para
os resistentes).
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INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus é um dos principais isolados de conjuntiva
normal do olho humano !? e importante agente etioldgico de infec¢bes
oculares 3.

A eritromicina é um antimicrobiano do grupo dos macrolideos cujo
mecanismo de a¢do é uma inibigao da sintese protéica bacteriana®. Nao hé
estudos quanto a sensibilidade a eritromicina do Staphylococcus aureus
isolado de olhos normais.

A andlise de muiltiplos isolados de bactérias de uma mesma espécie pode
determinar se os mesmos representam uma tnica ou miltiplas cepas. Tal fato
reveste-se de importancia tanto para o clinico quanto para o pesquisador. O
primeiro pode desejar saber se diversos isolados de um mesmo paciente
representa uma unica cepa infecciosa ou miiltiplos contaminantes. Ja o
pesquisador pode, a partir destas informages analisar os novos conhecimen-
tos quanto a patogénese e a epidemiologia da infeccao.

De maneira geral, o termo isolado refere-se a uma tnica col6nia que
presumidamente representa um tnico organismo e o termo cepa representa
um conjunto de isolados que quando analisados por métodos de tipagem sdo
indistinguiveis uns dos outros e podem ser diferenciados de outros isolados?.
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Uma maneira conveniente de classificar sistemas de
tipagem € dividi-los em técnicas fenotipicas, como a bioti-
pagem e a suscetibilidade antimicrobiana, que detectam ca-
racteristicas expressas pelo microrganismo, e técnicas
genotipicas, que envolvem uma andlise direta do DNA 3. A
biotipagem é o método mais rdpido, direto e amplamente
difundido’. Este método utiliza-se de um padrao de atividades
metabdlicas, classicamente utilizadas para taxonomia, ex-
pressas por um isolado e pode incluir rea¢es bioquimicas
especificas, morfologia colonial, e tolerancia a fatores
ambientais °.

Na maioria dos laboratérios clinicos de microbiologia, a
biotipagem tem sido rotineira e fidedigna, utilizada através
de métodos automatizados designados para a identificagcdo
de espécies >°©.

O objetivo deste estudo foi calcular o valor de diversas
andlises bioquimicas (biotipagem) na determinag¢é@o da sen-
sibilidade a eritromicina de 42 amostras de S. aureus isola-
das de conjuntiva e borda palpebral de olhos normais.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 42 amostras de S. aureus, isoladas da
conjuntiva e borda palpebral de 100 voluntarios higidos, subme-
tidas ao sistema automatizado MicroScan® (Dade International,
West Sacramento, CA) de diagnéstico microbiolégico através
dos painéis Pos-combo type 6 para a obtenc¢io dos biotipos e do
padrio de sensibilidade a eritromicina dessas bactérias.

O nidmero do biotipo para os estafilococos, pelo método
MicroScan®, é gerado pela designagdo de um valor numérico
para todas as reagdes bioquimicas positivas dos painéis do
sistema.

As reacdes sdo organizadas em forma de tabelas. Cada
teste positivo da primeira linha recebe um valor de 4, os da
linha abaixo um valor de 2 e cada um dos testes positivos da
dltima linha recebe um valor de 1. O niimero do biotipo é
determinado pela adi¢do dos valores de cada reacdo de uma
mesma coluna. Todas as reagdes negativas recebem o escore
zero. Esse procedimento devera ser repetido para todas as seis
colunas para que o nimero do biotipo se complete. O biotipo
serd finalmente conhecido pela utiliza¢gdo dos nimeros encon-
trados apds a adi¢do dos valores das colunas dispostos na
ordem e que se encontraram apds esse procedimento.

Os nimeros dos biotipos séo listados em ordem numérica.
Cada biotipo € seguido por uma porcentagem estatistica de
certeza para a identificagdo do organismo encontrado. Todas
as possiveis espécies para cada biotipo até uma probabilidade
de 99.9% a 100% sao listadas.

Os testes utilizados para a identificacdo dos microrganis-
mos sdo, em ordem de cima para baixo em cada coluna, os
seguintes: cristal violeta (CV), micrococus screen (MS) e
nitrato (NIT) na primeira coluna; Novobiocina (NOV), PNP-
B-D-glicuronida (PGR) e indoxil fosfatase (IDX) na segunda
coluna; Voges-Proskauer (VP), optoquina (OPT) e fosfatase
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(PHO) na terceira coluna; Bile esculina a 40% (BE), L-
pirolidonil-B-naftilamida (PYR) e arginina (ARG) na quarta
coluna; PNP-B-D-galactopiranosida (PGT), uréia (URE) e
rafinose (RAF) na quinta coluna; Lactose (LAC), trealose
(TRE) e manose (MNS) na sexta coluna.

Os valores de freqiiéncia derivam de uma lista de organis-
mos baseada a partir da porcentagem de reagdes bioquimicas
positivas. Cinco ou menos microrganismos com o maior valor
de freqiiéncia com um ponto de corte pré-determinado sio
avaliados quanto a porcentagem de probabilidade. A determi-
nacdo € baseada a partir da somacdo das freqii€ncias e apos,
dividindo a freqiiéncia de cada organismo pelo valor total 7.

Para anélise estatistica utilizou-se o cdlculo do intervalo
de confianca.

RESULTADOS

Foram isoladas, biotipadas e testadas quanto a sensibilida-
de a eritromicina 42 amostras de S. aureus isoladas de
conjuntiva e borda palpebral (Tabela 1).

Dezenove amostras eram d o biotipo 317147; logo, foram
positivas para as reacdes de MS, NIT, IDX, VP, OPT, PHO,
ARG, PGT, LAC, TRE e MNS. Onze amostras sensiveis a
eritromicina e oito amostras resistentes.

Oito amostras eram do biotipo 317163, positivas para as
reagdes de MS, NIT, IDX, VP, OPT, PHO, ARG, PGT, URE,
TRE e MNS. Sete amostras sensiveis a eritromicina e uma
amostra com sensibilidade intermediaria.

Seis amostras eram do biotipo 317167, positivas para MS,
NIT, IDX, VP, OPT, PHO, ARG, PGT, URE, RAF, LAC, TRE
e MNS. Quatro amostras sensiveis a eritromicina, uma amostra
resistente e uma amostra com sensibilidade intermedidria.

Duas amostras do biotipo 317347, positivas para MS,
NIT, IDX, VP, OPT, PHO, PYR, ARG, PGT, LAC, TRE e
MNS. Ambas resistentes a eritromicina.

Duas amostras eram do biotipo 317143, positivas para
MS, NIT, IDX, VP, OPT, PHO, ARG, PGT, TRE e MNS.
Ambas as amostras sensiveis a eritromicina.

Uma amostra era do biotipo 317367, positiva para MS,
NIT, IDX, VP, OPT, PHO, PYR, ARG, PGT, URE, LAC,
TRE e MNS. Esta amostra era sensivel a eritromicina.

Uma amostra era do biotipo 327143, positiva para MS,
NIT, PGR, VP, OPT, PHO, ARG, PGT, TRE e MNS. Apre-
sentava-se sensivel a eritromicina.

Uma amostra do biotipo 357163 era positiva para MS,
NIT, PGR, VP, OPT, PHO, ARG, PGT, URE, TRE e MNS.
Esta amostra apresentava resisténcia a eritromicina.

Uma amostra do biotipo 377147 era positiva para MS,
NIT, NOV, PGR, IDX, VP, OPT, PHO, ARG, PGT, LAC,
TRE e MNS. Amostra resistente a eritromicina.

Uma amostra do biotipo 317563 era positiva para MS,
NIT, IDX, VP, OPT, PHO, BE, ARG, PGT, URE, TRE e
MNS. Esta amostra apresentou-se sensivel a eritromicina.

O biotipo mais prevalente foi o 317147. Das 42 amostras,
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Tabela 1. Apresentagdo de resultados das reacbes bioquimicas relacionado ao biotipo, e resultados da resisténcia a
eitromicina de amostras de Staphylococcus aureus isolados de conjuntiva e borda palpebral

Reagdes Bioquimicas E Biotipo N

CV MS NIT NOV PGR IDX VP OPT PHO BE PYR ARG PGT URE RAF LAC TRE MNS
- + + - - + + + + - - + + - - + + + S 317147 11
- + + - - + + + + - - + + - - + + + R 317147 8
= + + 8 - + + + + = = + + + - - + + S 317163 7
= + + - e + + + + - = + + + 3 = + + | 317163 1
- + + = = + + + + - % + + + + + + + S 317167 4
= + + g g + + + + < Z + + + + + + + | 317167 1
. + + - 5 + + + + e y + + + + + + + R 317167 1
- + + - - + + + + - + + + - - + + - R 317347 2
- + + - - + + + + - - + + - - - + + S 317143 2
- + + - - + + + + - + + + + - + + + S 317367 1
- + + 5 + - + + - - - + + - - - + + S 327143 1
- + + - + < + + + = = + + + - = + + R 357163 1
- + + + + + + + + “ - + + - E + + + R 377147 1
= + + = + + + + + = + + + = = + + S 317563 1

Total 42

27 foram sensiveis a eritromicina, 13 resistentes e duas apresen-
taram sensibilidade intermediaria. N&o foi possivel prever, com
abiotipagem de maneira isolada, a sensibilidade & eritromicina
para o biotipo 317147 de S. aureus (IC 95% de 0,29-0,087 para
os sensiveis e de 0,08-0,76 para os resistentes).

DISCUSSAO

A hipétese central motivadora dos estudos de tipagem € a de
que isolados obtidos de uma cepa epidemioldgica ou durante
uma infeccdo em um unico paciente sdo relacionados clonal-
mente, isto é, descendem diretamente de um precursor comum.
Os sistemas de tipagem s@o baseados na premissa de que isolados
clonalmente relacionados tém caracteristicas em comum que
podem diferencid-los de espécies ndo relacionadas °.

Nzo existe nenhum método considerado gold standard
para julgar os métodos de tipagem ou para definir de maneira
consistente os testes verdadeiro-positivos ou negativos 3.

Um estudo de cepas de S. aureus de animais comprovou
uma préxima correlagio entre a bioquimica, a sorologia e a
fagotipagem o que, segundo os autores, substancia a utilidade
prética da subdivisdo dessas bactérias em biotipos ®.

Outro estudo com cepas de S. aureus, isoladas de diversas
espécies de animais e de seres humanos refere, entre outras,
que todas as cepas obtidas a partir de frangos, cdes e pombos,
e a maioria das cepas de bovinos, porcos e seres humanos
eram classificdveis como pertencentes a diferentes biotipos.
Os autores concluem que esses resultados dao suporte ao
conceito da subdivisdo das espécies de S. aureus em biotipos
e ecotipos °.

Em ambiente hospitalar foi realizado um estudo epidemio-
l6gico de S. aureus, combinando biotipagem e sensibilidade
bacteriana a antibiéticos. Os autores concluem que a andlise da
propagacdo de S. aureus multiresistentes, utilizando esses dois
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métodos € efetiva na avaliacdo das medidas mais apropriadas
para a contengfio de uma endemia dessa bactéria '°.

Em uma andlise com 5511 isolados de estafilococos de
olhos, foi demonstrado que 93% dos S. aureus foram sensi-
veis a eritromicina !'.

Em outro estudo foi realizada uma tipagem epidemiolédgica
de estafilococos coagulase-negativo provenientes de infec¢des
nosocomiais que inclufa a biotipagem e antibiogramas. A
biotipagem ndo foi considerada um bom marcador para cepas.
Além disso, observaram algumas alteragdes nos padrdes de
sensibilidade de isolados de um mesmo paciente. Concluem
que nenhum método de forma isolada comprovou ser inteira-
mente satisfatério e que a combinacdo de métodos de tipagem
foi suficiente para evidenciar a correlacéo entre isolados de S.
epidermidis de um mesmo paciente '2,

Concluiu-se que a biotipagem de maneira isolada ndo pode
prever a sensibilidade a eritromicina para o biotipo 317147 de
S. aureus (IC 95% de 0,29-0,087 para os sensiveis e de 0,08-
0,76 para os resistentes).

SUMMARY

Purpose: To assess the reliability of biochemical pattern
(biotype) to determine erythromycin sensitivity of multiple
Staphylococcus aureus isolates from the conjunctiva and lid
margin of healthy eyes.

Methods: The authors analyzed 42 samples of S. aureus,
isolated from 100 volunteers, through MicroScan® (Dade
International, West Sacramento, CA) Pos-Combo type 6
panels. Biochemical reactions were organized in a table. The
biotype number was determined by adding values of each
reaction according to the manufacturer's instructions.
Results: Biotype 317147 was more prevalent (n = 19), 11
being sensitive to erythromycin and 8 resistant. Other
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