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RESUMO

A producao de slime é um importante fator deviruléncia
dos estafilococos coagulase-negativa, permitindo-lhes
aderir sobre as superficies lisas de biomateriais, e por
IS0, € associada aos processos de infecgdo de implantes.
No presente estudo a producéo de sime em 27 cepas de
estafilococos coagulase-negativa foi investigada por
cultura em agar vermelho Congo (77,7% de
positividade), método espectrofotométrico ou da
microplaca (81,4% de positividade) e microscopia
eletrbnica de varredura (88,9% de positividade). Foi
também avaliada a resisténcia de estafilococos coagulase-
negativa a varios antimicrobianos usando a técnica do
disco difusdo. A porcentagem deresisténcia a penicilina
G, oxacilina, eritromicina, clindamicina e gentamicina
em estafilococos produtores dedimefoi respectivamente
de 88,9%; 70,4%; 81,5%; 66,7% e 59,2%; todos o0s
estafilococos coagulase-negativa foram vancomicina
sensiveis. As cepas isoladas de cateter venoso central
foram identificadas por método convencional e sistema
API Staph. Os 27 estafilococos coagulase-negativa foram
identificados como: S. saprophyticus (3,7%), S. xylosus
(7,4%), S. haemolyticus (14,8%), S. epidermidis (37,0%),
S. warneri (14,8%), S. lugdunensis (7,4%), S. hominis
(7,4%), S. schleiferi (3,7%) e S. chromogenes (3,7%).
Pode-se concluir que entre a maioria das espécies
Staphylococcus coagulase-negativa houve associacao
entre a producéo de slime, origem nosocomial das cepas
ereduzida sensibilidade aos antimicr obianos, sugerindo
potencial patogénico no ambiente hospitalar.
Palavras-chave: estafilococos coagulase-negativa; slime;
fatores de viruléncia; polissacarideo extracelular; biofilme;
sensibilidade aos antimicrobianos.

INTRODUCAO

Os estafilococos coagul ase-negativa representam o
maior componente da microbiota cuténea e por viverem em
equilibrio com esse ecossistema foram descritos como
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protétipo de microrganismos avirulentos (Menichetti, 2005).
Os estafilococos coagul ase-negativa podem ser divididos em
dois grupos de acordo com a sensibilidade ou resisténciaa
novobiocina; os estafilococos sensiveis incluem:
Saphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, S hominis e
S lugdunensis; entre os resistentes: S saprophyticus e S.
xylosus (Heilmann & Peters, 2000; von Eiff et al., 2002).
Considerados por longo tempo como contaminantes
inofensivos, recentemente, emergiram como capazes de
causar vérias infecgdes humanas, que frequentemente
conduzem a uma infeccao persistente, principa mente apos
cirurgia de implantes; também, sdo responsaveis por doencas
em pacientes imunocomprometidos (Vandenesch et ., 1995;
Arciolaet al., 2002; Costerton et al., 1999; Costerton et al .,
2005). Algumas espécies produzem um muco ou slime
(polissacarideo extracelular) que permite a bactéria aderir
as superficies, sendo importante para a colonizagdo. A
producdo de slime é considerado um fator de viruléncia
(Tenover et al., 1988; Veenstraet d., 1996; Vuong & Otto,
2002). O dlime pode reduzir também a resposta imune aos
fagocitos, interferindo com os mecanismos de defesa do
hospedeiro.

Varios estudos mostraram que os estafilococos
coagulase-negativa produzem esta substancia extracelular
durante crescimento sobre superficies inertes, como
biomateriais, facilitando a aderéncia e aformagéo do biofilme
(Christensen et al., 1982; Pfaller et al., 1988; Costerton et
a., 1999; Vuong & Otto, 2002). A formacdo do biofilme
pode ser determinada por diferentes métodos, sendo com
mais freqiiéncia demonstrada pelo da microplaca, que avalia
espectrofotometricamente o filme bacteriano corado. Outro
método utiliza o &gar vermelho Congo (Christensen et al.,
1982; Baselga et a., 1993), para identificar estafilococos
produtores de slime, o qual baseia-se no cultivo de
estafilococos sobre um meio de agar sélido, suplementado
com o corante vermelho Congo, sendo os estafilococos
classificados como produtores ou ndo produtores de slime.
Ainda, pode-se avaliar a habilidade dos microrganismos em
produzir biofilme sobre superficie abidtica, por meio do
microscopio eetronico de varredura (Pizzolitto, 1997). Este
método permite observar 0s microrganismos agrupados sobre
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asuperficie do biomaterial, apés culturaem meio liquido.

Os objetivos deste estudo foram identificar os
estafilococos coagul ase-negativa isolados de cateter venoso
central, investigar a producdo de slime usando trés diferentes
métodos, determinar o padrao de resisténcia destes
microrganismos contra diferentes antimicrobianos e
estabelecer uma provével relacdo entre estes fatores e a
producgéo do slime.

MATERIAL E METODOS
Cepasbacterianas

Foram examinadas 27 cepas de estafilococos
coagulase-negativa isoladas de cateter venoso central
removido de pacientes que receberam atendimento em
Unidade de Terapia Intensiva de um hospital no interior do
Estado de S&o Paulo. Este estudo teve a permissao do Comité
de Etica dagquele hospital (ProcF300903).

Os estafilococos foram identificados, de acordo com
0 método modificado por Kloos & Bannerman (1999);
adaptado por Bernardi et al. (2001), Murray et al. (2003) e
MacFaddin (2000), observando-se as caracteristicas morfo-
tintoriais da colbnia (coloragdo de Gram) e as provas
bioquimico-fisioldgicas (producdo da catalase; resisténciaa
bacitracina, novobiocina e polimixina; teste da coagulase
livre e ligada; atividade de pyrrolidonyl- -naphthylamide-
PYR e a utilizac@o dos carboidratos: sacarose, manose,
treal ose, manitol, celobiose, maltose e xilose); seguindo-se
confirmacgdo pelo sistema APl Staph (bio-Mérieux-
Jacarépagua, Rio de Janeiro-RJ, Brasil). Pararealizacdo deste
estudo foram incluidas cepas padrdo de estafilococos (S.
epidermidis - ATCC 35984) produtor de slime e (S.
epidermidis- ATCC 12228) ndo produtor de slime.

Deteccdo da producéo de dlime

Os estafilococos coagulase-negativa foram
avaliados quanto a produc&o do slime concomitantemente
por trés métodos:

Agar vermelho Congo

No método desenvolvido por Freeman et al. (1989)
0 meio de cultura denominado &gar vermelho Congo é
congtituido de caldo infusdo cérebro-coragéo 37g/L, sacarose
50g/L, &gar 10g/L e corante vermelho Congo 0,8g/L. O
corante vermelho Congo foi preparado como solucdo aquosa
concentrada, autoclavado separadamente a 121°C por 15
minutos, sendo adicionado ao agar quando este atingiu a
temperatura de 55°C. Os estafilococos coagulase-negativa
foram semeados sobre 0 meio por esgotamento com al¢a
bacterioldgica, incubados em aerobiose a 35-37°C por 24
horas e apds, deixados em temperatura ambiente por mais
18 horas. Os estafilococos que produziram col6nias negras
foram considerados slime positivo, enquanto que as coldnias
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gque mostraram cor vermelha foram consideradas slime
negativo.

Espectrofotométrico

A determinacdo quantitativa foi realizada por
método espectrof otométrico, descrito por Christensen et
al. (1985), usando placas de cultura de tecidos com 96 pogos
efundo em U. As cepas de estafilococos coagul ase-negativa
foram inoculadas em tubos contendo 3,0mL de caldo
triptona soja complementado com 0,25% de glicose e
incubados a 35-37°C, em estufa bacterioldgica, por uma
noite. Apos este periodo esta cultura foi diluida e
padronizada no mesmo meio para conter 10° unidades
formadoras de coldnias por mL. A seguir, aliquotas de
0,2mL desta suspensdo foram transferidas para cada um
dos pocos da placa de poliestireno esterilizada e estas foram
incubadas por 18 horas a 37°C. Apés este periodo, o
contetdo de cada poco foi aspirado com uma pipeta
automatica multicanal e foram lavadas quatro vezes com
0,2mL de tampéo fosfato salinapH 7,2. A secagem da placa
foi realizada em estufa a 60°C por uma hora. A seguir, 0s
pocos foram corados com solugdo de Cristal Violeta de
Gram por um minuto, lavados com agua de torneira e a
seguir, adicionada solucéo a 1% de dodecil sulfato de sodio
(SDS). A densidade éptica (D.O.) dos biofilmes bacterianos
aderidos e corados foi lidacom o auxilio de um leitor para
ELISA em comprimento de onda de 570nm. Caldo triptona
soja (TSB) esterilizado foi usado como controle negativo.
As leituras foram realizadas em triplicata e os valores da
densidade 6ptica foram tomados como a média das leituras.

A intensidade de cor azul nos pogos da placa de
poliestireno, indicou aderéncia bacteriana e foi agrupada em
trés categorias sendo classificadas de acordo com a reago
de aderéncia em: ndo aderente (D.O. <0,120nm), fracamente
aderente (D.O. 0,120 a 0,240nm) e fortemente aderente
(D.O. =0,240nm) (Christensen et al., 1985).

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A producéo in vitro de slime foi verificada
utilizando-se segmentos de cateter esterilizados
representando uma superficie abidtica, como descrito por
Pizzolitto (1997). Os estafilococos foram inoculados
isoladamente em tubos cénicos (Falcon-CORNING)
contendo caldo Mueller Hinton e um segmento de 0,5cm de
cateter venoso central de Vialon (Cédigo 384917,
14GX30cm, i-Cath B-D®). Esses tubos foram incubados em
agitacdo constante a 100 rpm/37°C por 72 horas. Apds esse
periodo os segmentos de cateter foram retirados e imersos
em solucdo de glutaraldeido 2,5%; fixados em uma série de
alcoois (15, 30, 50, 70, 90 e 100%) por 15 minutos cada um
respectivamente; secos em centrifuga a vacuo (DNA mini
WIKA HETO LAB Equipment) por cinco minutos;
metalizados com ouro e montados em suportes metalicos e
observados em microscépio eletronico de varredura (JEOL
JSM-T330A), para evidenciagdo da formagdo do biofilme.
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Teste de sensibilidade aos antimicr obianos

Para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos
os estafilococos foram suspensos em caldo triptona soja e
a suspensdo foi ajustada para uma turbidez equivalente a
0,5 da escala de MacFarland. O teste de sensibilidade foi
realizado usando a técnica do disco difusdo (Bauer et al.,
1966). Os estafilococos foram categorizados como
sensiveis, moderadamente sensiveis e resistentes, baseados
no critério de interpretacdo desenvolvido pelo National
Committee for Clinical Laboratory Sandards (2000).
Foram usados 0s seguintes antimicrobianos: Eritromicina
(ERI/15mcg), Clindamicina (CL1/2mcg), Cloranfenicol
(CLO/30mcg), Ciprofloxacina (CIP/5mcg), Gentamicina
(GEN/10mcg), Levofloxacina (LVX/5mcg), Oxacilina
(OXA/1mcg), Penicilina G (PEN/10unid), Rifampicina
(RIF/30mcg), Sulfazotrim (SUT/25mcg), Teicoplamina
(TEC/30mcg), Tetraciclina (TET/30mcg), Vancomicina
(VAN/30mcg)

RESULTADOS
I dentificacdo de estafilococos coagulase-negativa

A Tabela 1 mostra aidentificagdo por espécie dos
27 estafilococos coagulase-negativa isolados de ponta de
cateter venoso central.

Producéo de slime

Os resultados dos testes estdo mostrados na Tabela 2.
A porcentagem de producéo de slime por estafilococos
coagulase-negativa, caracterizada como positiva usando os
métodos de agar vermelho Congo, espectrofotométrico e
microscopia eletrbnica de varredura foi respectivamente:
77,7%; 81,4% e 88,9%.

A Figura 1 mostra em ilustragdo o resultado da
producdo de slime por espécies de estafilococos coagul ase-
negativa usando o método espectrofotométrico.

Tabela 1 - Identificacdo das 27 cepas de estafilococos coagul ase-negativa.

Espécies de estafilococos coagulase-negativa Total isolados Porcentagem

S epidermidis 10 371
S haemolyticus 4 14,8
S warneri 4 14,8
S xylosus 2 7.4
S lugdunensis 2 74
S hominis 2 7.4
S saprophyticus 1 37
S schieiferi 1 3,7
S chromogenes 1 37
TOTAL 27 100
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Figura 1. A: controle negativo a esquerda (S. epidermidis-ATCC12228) e controle positivo a
direita (S. epidermidissATCC35984). B: na placa de poliestireno, a variagdo daintensidade
da cor indica: cor azul escuro*=forte producéo de slime ou bactéria fortemente aderente;
azul mais claro**=fraca producdo de slime ou bactéria fracamente aderente e, azul
transparente* **=ndo produtor de slime ou bactéria ndo aderente.
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Tabela 2 - Distribuicdo por métodos agar vermelho Congo-AV C, espectrofotométrico-ESP e
microscopia eletrénica de varredura-MEV na producdo de slime por estafilococos coagulase-

negativa.
Espécie N°de Identificacio AVC' ESF MEV?
isolados laboratoria
S chromogenes 01 C Negra Forte Negativa
S. epidermidis 10 E; Negra Forte Positiva
E, Negra Forte Positiva
Es Negra Forte Positiva
E4 Negra Forte Positiva
Es Negra Forte Positiva
Es Negra Forte Positiva
E; Negra Forte Positiva
Es Negra Forte Positiva
Eq Negra Forte Positiva
Eio Negra Forte Positiva
S. haemolyticus 04 Ha Negra Fraca Positiva
Ha Negra Forte Positiva
Has Negra Forte Negativa
Hay Negra Forte Positiva
S. hominis 02 Ho Vermelha Fraca Positiva
Ho, Vermelha Fraca Positiva
S. lugdunensis 02 Ly Vermelha Forte Positiva
L, Vermelha Forte Positiva
S. saprophyticus 01 Say Vermelha Forte Positiva
S. schleiferi 01 Sc Vermelha Fraca Positiva
S. xylosus 02 X1 Negra Forte Positiva
Xz Negra Forte Positiva
S. warneri 04 W, Negra Fraca Negativa
W, Negra Forte Positiva
W3 Negra Forte Positiva
Wy Negra Forte Positiva

Legenda: AV C'=éagar vermelho Congo; ESP*=espectrof otdmetro; M EV3=microscopia eletronica de varredura.

O dlimefoi detectado em todos os isolados clinicos
de S epidermidis nas provasdo AVC, ESPe MEV.

A Figura 2 (A-C) mostra em micrografia eletronica
de varredura o slime caracterizado por uma massa amorfa
que envolve as células bacterianas aderidas entre si formando
um agrupamento, como indicado pela flecha. O biofilme
apresenta o aspecto da matriz de polissacarideo extracelular
em pseudo tridimensional .

A Tabela 3 mostra a distribui¢&o da producéo dedlime
€ resisténcia aos agentes antimicrobianos entre as 27 cepas de
Saphylococcus coagulase-negativa. Entre as 10 cepas S.
epidermidis, 90,0% foram resistentes a eritromicina, oxacilina,
penicilina G e 80,0% a gentamicina. Entre as quatro cepas S
haemolyticus, 100,0% foram resistentes a eritromicina,
gentamicing, penicilina G e 75,0% a oxacilina. Entre as quatro
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cepas S. warneri, 75,0% foram resistentes a eritromicina,
50,0% a gentamicina, 75,0% a oxacilina e 100,0% a penicilina G.

Os resultados do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos estdo mostrados na Tabela 4. A porcentagem
de resisténcia dos estafilococos coagul ase-negativa contra
0S agentes antimicrobianos eritromicina, gentamicina,
oxacilina e penicilina G foi respectivamente 81,5%; 59,3%;
70,4% e 88,9%.

DISCUSSAO
A espécie de estafilococos coagulase-negativa mais

isolada de microbiota normal, bem como de amostras clinicas é o
S. epidermidis (Heilmann & Peters, 2000; De Paulis et al., 2003).
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Figura 2. Micrografia eletronica de varredura (5000X) mostra a formagéo de biofilme e
producdo de slime observada como massa amorfa sobre superficie abidticaem: (A) S
epidermidis; (B) S xylosus; (C) S. hominis.

Tabela 3 - Distribuicdo da producdo de slime e resisténcia aos agentes antimicrobianos
entre as 27 cepas de Staphyl ococcus coagul ase-negativa.

Microrganismos Producéo de slime Resi sténcia aos antimicrobianos
AvVC' ESP* MEV®
Schromogenes C; + + - CIP, CLI, ERI, LVX, OXA ,PEN, SUT, TEC
S epidermidis E; + + + CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN,
TET
E, + + + N&o houve

Es + + + CLI, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF, TET

E, + + + CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN,
RIF, SUT

Es + + + CLI, CLO, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN, RIF,
SUT

Es + + + CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN,
RIF, SUT

E;, + + + CIP, CLI, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN, RIF,
SUT

Es + + + CIP, ERI, LVX, OXA, PEN, SUT

By + + + CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF,
SUT, TET

Eip + + + CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, OXA, PEN, RIF,
SUT

S haemolyticus Ha + + + CIP, CLI, ERI, GEN, LVX, PEN, SUT, TET
Hop + + + CIP, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN, SUT, TEC,
TET
Ha + + - CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN,
RIF, SUT, TET
Ha + + + CIP, CLI, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN, SUT,

S hominis Hor - + + PEN
Hoz - + + PEN, SUT, TET
S lugdunensis L, - + + N&o houve
L, - + + CIP, CLI, CLO, ERI, GEN, LVX, OXA, PEN,
Ssaprophyticus Sy - + + CIP, CLI, CLO, ERI, LVX, OXA, PEN, SUT,
TET
S schleiferi Sa - + + CLI, ERI
S xylosus Xy + + + CIP, CLI, CLO, ERI, LVX, OXA, PEN, SUT
Xy + + + ERI, PEN,
Swarneri W, CLI, ERI, GEN, OXA, PEN, SUT, TET

+ + -
W, + + + ERI, PEN

+ + + CLI, ERI, GEN, OXA, PEN, TEC

W, + + + CIP, CLO, LVX, OXA, PEN

Legenda: +=positivo (produziu slime); -=negativo (ndo produziu slime); CIP = Ciprofloxacina, CLI =
Clindamicina CLO = Cloranfenicol, ERI = Eritromicina, GEN = Gentamicina, LV X = Levofloxacina, OXA =
Oxacilina, PEN = Penicilina G, RIF = Rifampicina, SUT = Sulfazotrim, TEC = Teicoplanina, TET = Tetraciclina,
VAN = Vancomicina

61



Producéo de slime por estafilococos isolados de cateter

Tabela4 - Perfil de sensibilidade e resisténcia aos antimicrobianos das 27 cepas de Saphylococcus

coagul ase-negativa.

Microrganismos

Cl
Ci R R S R S
E; R R R R R
E> s § § S S
Es S R S R R
E4 R R R R R
Es S R R R R
Es R R R R R
E; R R S R R
Es R § S R S
Eq R R R R R
Eio R R R R R
Hay R R S R R
Hap R § S R R
Hag R R R R R
Hay R R S R R
Hoy s § § § S
Ho, s § § S S
Ly s § § § S
L> R R R R R
Scy S R S R S
Say R R R R S
X1 R R R R R
X2 S § S R S
Wy S R S R R
W S § S R S
W3 S R S R R
W, R § R S S

R

NIV IOVIOVOVDIONHLWNWAD

(2] awm nwm 0000

Py

Jnonnw wnio

ANTIMICROBIANOS
P CLI CLO ERI GEN LVX OXA PEN RIF SUT TEC TET VAN

R R S R R S S
R R S S S R S
S S S S S S S
R R R S S R S
R R R R S S S
R R R R S S S
R R R R S S S
R R R R S S S
R R S R S S S
R R R R S R S
R R R R S S S
S R S R S R S
R R S R R R S
R R R R S R S
R R S R S S S
S R S S S S S
S R S R S R S
S S S S S S S
R R S S S S S
S S S S S S S
R R S R S R S
R R S R S S S
S R S S S S S
R R S R S R S
S R S S S S S
R R S R S S S
R R S S S S S

Legenda: C, = Staphylococcus chromogenes, E, -E

1 10

Staphylococcus epidermidis, Ha -Ha, Staphylococcus haemolyticus,

Ho,-Ho, Staphylococcus hominis, L,-L, Saphylococcus lugdunensis, Sc, = Staphylococcus schieiferi, Sa, = Staphylococcus
saprophyticus, X -X, = Saphylococcus xylosus, W,- W, = Saphylococcus warneri; CIP = Ciprofloxacina, CLI =
Clindamicina CLO = Cloranfenicol, ERI = Eritromicina, GEN = Gentamicina, LVX = Levofloxacina, OXA = Oxacilina,
PEN = Penicilina G, RIF = Rifampicina, SUT = Sulfazotrim, TEC = Teicoplanina, TET = Tetraciclina, VAN = Vancomicina.

No presente estudo, os resultados de identificacgo
das bactérias isoladas de cateter venoso central mostraram
que 37,0% eram S. epidermidis, seguido de outras espécies
como S. haemolyticus (14,8%), S. warneri (14,8%), S
lugdunensis (7,4%), S. hominis (7,4%), S. xylosus (7,4%),
S. chromogenes (3,7%), S. saprophyticus (3,7%) e S
schleiferi (3,7%), como mostrado na Tabela 1. A distribuig&o
das espécies para S. epidermidis e S. haemolyticus foi
consistente com Hussain et a. (2000), Petinaki et al.(2001)
eAlcaréz et a. (2003).

Dentre a maioria das infeccOes atribuidas a estas
bactérias estéo, as hospitalares que tem como fonte de
contaminagdo a pele e as mucosas e, como porta de entrada
o cateter intravascular. Ainda, segundo De Paulis et al. (2003)
aidentificacéo de estafilocococos coagul ase-negativa € muito
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importante para o conhecimento das caracteristicas
fisiopatolégicas, clinicas e em estudos epidemiol égicos.
Algumas cepas, deste microrganismo, produzem uma
substéncia extracelular, como se fosse um muco, chamada
de dime (Turkyilmaz & Esklizmirliler 2006).

A producéo de slime é encontrada em cepas de
estafilococos associados com a infec¢do, envolvendo
cateteres intravasculares ou biomateriais (Christensen et al.,
1985; Kloos & Bannerman, 1994; O'Gara & Humphreys,
2001) e varios métodos para detectar 0s microrganismos
aderidos a superficies tém sido usados (Christensen et al.,
1985; Ludwickaet al., 1985; Zufferey et al., 1988; Freeman
et al., 1989; Donlan et a., 2001; Johannes et a., 2002).

Neste estudo (Tabela 2), 27 cepas de estafilococos
coagulase-negativa, isoladas de cateter venoso central, foram
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examinadas por trés diferentes métodos, agar vermelho
Congo; espectrofotométrico e microscopia eletrénica de
varredura, para detectar, nas bactérias estudadas, a producéo
de slime e formag&o de biofilme. As porcentagens de
positividade em cada um dos testes, respectivamente, foi de
77,7%, 81,4% e 88,9%. A habilidade de produzir slime e
formar biofilme entre as diversas espécies de estafilococos
coagulase-negativa foi demonstrada por microscopia
eetronica de varredura (Figura 2). Os dados obtidos, no
presente estudo, foram consistentes com Peters et a. (1982),
Christensen et al. (1993), Kockro et al. (2000), Arciolaet al.
(2002), Bonaventura et a. (2004) que mostraram a producgao
de slime usando 0 mesmo método da microscopia eletrdnica
de varredura. As micrografias obtidas, no presente estudo,
mostram que os estafilococos coagulase-negativa estao
aderidos entre s e sobre a superficie do cateter formando
agrupamentos celulares e envoltos em uma massa amorfa
(slime).

Turkyilmaz & Esklizmirliler (2006) estudaram a
producéo de slime em 180 cepas de Staphyl ococcus spp.,
isoladas de varios materiais clinicos, usando o método do
agar vermelho Congo (61,1%) e o teste da microplaca
(55,5%), com resultados para este Ultimo, inferiores ao do
presente estudo, em que todas as 10 cepas de S. epidermidis
examinadas mostraram a producéo de slime, por meio da
intensidade da cor azul e registrada como aderente a placa
de poliestireno (Figura 1). No entanto, algumas cepas
coagulase-negativa ndo S. epidermidis ndo produziram
slime, ou seja, ndo aderiram a placa de poliestireno,
enquanto outras eram fortemente aderentes (Tabela 2),
indicando gque producéo de slime varia com a espécie do
Saphylococcus.

Em relagdo ao uso do méodo do &gar vermelho
Congo, no presente estudo, 77,7% das cepas produziramslime
(Tabela 2), dados consistentes com outros estudos (Christensen
et al., 1982; Christensen et al., 1985; Peters et al., 1987).

Vérios outros pesquisadores mostraram arelevancia
do teste do slime como marcador de infec¢des com
estafilococos coagulase-negativa; assim, Christensen et al.
(1982) relataram uma associacéo significante entre a
producdo de slime e a infecgéo relacionada ao cateter.
Também, concordantes com Christensen et al. (1985),
Davenport et a. (1986), Dunne et al. (1987) e Younger et al.
(1987) sustentaram a hip6tese de que a producdo de slime
extracelular € um importante indicador de infeccdes
associadas aimplantes.

As bactérias associadas ao biofilme sdo a principal
preocupacdo no tratamento das infecgdes relacionadas aos
biomateriais devido a sua resisténcia a varios agentes
antimicrobianos (Needham & Stempsey, 1984; Nickel et al.,
1985; Davenport et a., 1986; Younger et a., 1987; Gottenbos
et a., 2002).

Quanto ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos (Tabela 3) os resultados deste trabalho
mostraram que as cepas S. chromogenes, S. epidermidis (E,,
E, - E,)), S. haemolyticus, S. lugdunensis (L)), S.
saprophyticus, S xylosus (X,), S warneri (W,, W,, W,) eram

multi-droga resistentes, de acordo com Davenport et al.
(1986) que relataram a ligacéo entre a producdo desimeea
resisténcia dainfeccdo. Diaz-Mitomaet a. (1987) também
encontraram uma relago entre a resisténcia aos antibioticos
eaproducdo de slime. Arciolaet a. (2002) relataram que a
producdo de slime estd associada com a reduzida
sensibilidade aos agentes antimicrobianos. No presente
estudo, observou-se que cepas produtoras deslime (Tabela 3)
apresentaram resisténcia a mais de cinco agentes
antimicrobianos e foram consideradas cepas
multirresistentes, isto pode estar relacionado a possivel
protecdo dada aos microrganismos pela formagdo do
biofilme. Mohan et al. (2002) observaram multi-droga
resisténcia com mais de 90% de resisténcia para penicilina
G, mais de 50% para cefalexina e ciprofloxacinae mais de
20% para oxacilina. A variabilidade nos padrdes de
sensibilidade e resisténcia, neste estudo, foram mais altos
do que aqueles relatados por Goel et al. (1991), Pathak et
al. (1994), Mohan et al. (2002) e Turkyilmaz &
Esklizmirliler (2006). A resisténcia maxima foi observada
contra penicilina G (88,9%), seguida de eritromicina
(81,5%), oxacilina (70,4%) e gentamicina (59,2%). Todos
os estafilococos foram sensiveis a vancomicina. De acordo
com Jaffe et al. (2000) nos Ultimos anos houve um aumento
e emergéncia de cepas Staphylococcus coagul ase-negativa
resistentes ao antibiético oxacilina, principalmente em
hospitais. No presente estudo, as cepas de Saphylococcus
coagulase-negativa resistentes a oxacilina (70,4%) eram
também produtoras de slime e foram isoladas de cateteres
removidos de pacientes internados em Unidade de Terapia
Intensiva, resultados concordantes com Louie et al. (2001)
eDickemaet a. (2001) que relataram que mais 70% destes
microrganismos em todo o planeta sdo resistentes a
oxacilina. Estudos realizados no Brasil por Ferreira et a.
(2003) mostraram fregiiéncia de resisténcia a oxacilina de
64% entre os Staphyl ococcus coagulase-negativa isolados
de diferentes amostras clinicas. Sader et a. (2001) relataram
uma freqiiéncia de 80% de resisténcia entre os
Saphylococcus coagul ase-negativa envolvidos nas infeccdes
de corrente sanguinea. Dickinson & Archer (2000) relataram
gue aresisténcia a oxacilina envolve resisténcia cruzada com
todos os antibi6ticos beta-lactamicos.

Observou-se também, na presente pesquisa, que
81,5% das cepas Saphyl ococcus coagul ase-negativa foram
resistentes a eritromicina e 66,7% aclindamicina (Tabela 4),
dados concordantes com Barberis et al. (2001) e comparavel
aDel'Alamo et al. (1999). Jorgensen et al. (2004) relataram
gue aresisténcia aos macrolideos em estafilococos pode ser
devido modificagdo do alvo ribossomal e estd associada com
o fendtipo de resisténcia macrolideo-lincosamida-
estreptogramina B e a resisténcia pode ser constitutiva ou
induzida ap6s a exposi¢do ao macrolideo.

Como concluséo, a maioria das espécies de
Saphylococcus coagul ase-negativa mostraram associacéo
entre a producéo de slime, origem das cepas e reduzida
sensibilidade aos antimicrobianos, sugerindo potencial
patogénico destes organismos no ambiente hospitalar.
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ABSTRACT

Detection of slime production by coagulase-negative
staphylococci isolated from central venous catheter

Slime production is an important virulence factor of
coagulase-negative Staphylococcus spp., allowing them
to attach to smooth surfaces of biomaterials, and it has
been associated with infections of implanted medical
devices. In the present study the production of slime
capsules in 27 strains of coagulase-negative
Staphylococcus was investigated by culturein Congo Red
agar (77.7% positivity), spectrophotometric or
microplate method (81.4% positivity) and scanning
electron microscopy (88.9% positivity). The resistance
of coagulase-negative strains of Staphylococcusto various
antimicrobial agents was also determined by agar disk
diffusion. The proportion of strainsresistant to penicillin
G, oxacillin, erythromycin, clindamycin and gentamicin
among the slime-producing staphylococci was 88.9%,
70.4%, 81.5%, 66.7% and 59.2%, r espectively; all of the
coagulase-negative staphylococci were susceptible to
vancomycin. The strains isolated from central venous
catheterswereidentified by a conventional method and
the APl Staph system. The 27 coagulase-negative
Staphylococcusstrains wer e identified as: S. saprophyticus
(3.7%), S. xylosus (7.4%), S. haemolyticus (14.8%), S.
epidermidis (37.0%), S. warneri (14.8%), S. lugdunensis
(7.4%), S. hominis (7.4%), S. schleiferi (3.7%) and S.
chromogenes(3.7%). It can be concluded that in the most
of the coagulase-negative Staphylococcus species there
was an association between slime production, the
nosocomial origin of the strains and reduced sensitivity
to the antibiotics, suggesting a pathogenic potential in
the hospital environment.

Keywords: coagulase-negative staphylococci; slime;
virulence factors; extracellular polysaccharide; biofilm.
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