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RESUMO

Objetivo: Avaliara suscetibilidade, in vitro, de Staphylococcus coagulase
negativa (SCoN), isolados da conjuntiva e cdrnea, a meticilina, as
fluoroquinolonas e aos aminoglicosideos. Métodos: Foram analisadas
retrospectivamente 707 amostras oculares de SCoN quanto a suscetibi-
lidade aos antimicrobianos pelo teste de disco difusdo, durante o periodo
de janeiro de 2000 a dezembro de 2003. Resultados: Houve um aumento
do numero de SCoN em isolados da conjuntiva (n=57, ano de 2000 e
n=153, ano de 2003) e da cérnea (n=28, ano de 2000 e n=78, ano de 2003).
A freqtiéncia de SCoN resistentes a meticilina isolados da conjuntiva e
da cérnea, aumentou (1,8 a 19,6% e 14,3 a 29,3% respectivamente)
durante o periodo avaliado. Nao houve diferenga estatisticamente signifi-
cante nos anos estudados, nos percentuais de SCoN resistentes as fluo-
roquinolonas, nas conjuntivas (ofloxacina: 1,8 a 7,8% e ciprofloxacina:
3,5a9,2%) e nas corneas (ofloxacina: 14,3 a 9,0% e ciprofloxacina: 14,3
a10,3%). Avaliando-se os resultados das amostras isoladas da conjuntiva,
observou-se um aumento na resisténcia a tobramicina: 15,8 a 34,6%; ¢ a
gentamicina: 10,5 a 25,5%; mas nao houve mudanga no perfil de resis-
téncia das amostras da cornea a tobramicina: 28,6 a26,9% e a gentamicina:
21,4 a23,1%). Conclusao: Houve diminuigdo na suscetibilidade in vitro
dos SCoN para meticilina, tobramicina e gentamicina. As fluoroquino-
lonas, representadas pela ofloxacina e ciprofloxacina, demonstraram ter
um padrio estavel de suscetibilidade in vitro.

Descritores: Resisténcia microbiana a drogas; Infecgdes oculares bacterianas/microbio-
logia; Staphylococcusl/isolamento & purificagdo; Coagulase; Fluoroquinolonas; Aminogli-
cosideos; Resisténcia a meticilina; Conjuntivites; Ceratites

INTRODUCAO

Infecgdes bacterianas oculares, como ceratites, conjuntivites e endof-
talmites, podem evoluir com graves conseqiiéncias para o olho e conse-
qiientemente para a manutengdo da visdo, principalmente se o tratamento
apropriado com antimicrobianos for tardio!-?.

Na conduta de atengdo oftalmologica a estas infecgdes, os tratamentos
sdo freqlientemente iniciados antes da identificagdo do patdgeno causador
e dos resultados dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos estarem
disponiveis. A escolha dos antimicrobianos recai entdo sobre drogas que
historicamente demonstram efetividade in vivo e in vitro, contra um am-
plo espectro de possiveis microrganismos. Cada vez mais isolam-se mi-
crorganismos resistentes aos farmacos mais comumente utilizados®.

No inicio dos anos 40, quando a penicilina foi lancada com sucesso



Suscetibilidade antimicrobiana in vitro dos Staphylococcus coagulase negativa oculares 925

para tratamento das infec¢des, Staphylococcus spp eram qua-
se 90% suscetiveis a esta droga. Logo, desenvolveu-se a resis-
téncia bacteriana a penicilina natural e foi acompanhada pela
resisténcia as penicilinas semi-sintéticas®. Desde entdo, o
aparecimento de amostras de Staphylococus coagulase nega-
tiva (SCoN) meticilina resistente tém aumentado significati-
vamente no mundo inteiro7¥,

A resisténcia bacteriana a meticilina, deve-se, na maioria
das vezes, a modificagao de uma proteina adicional de ligagdo
a penicilina (PBP, ) codificada pelo gen mecA. Normalmente,
a resisténcia a esta droga estd associada com resisténcia cruza-
da in vitro a outros antimicrobianos, incluindo fluoroquino-
lonas e aminoglicosideos®?.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar o padrido de suscetibili-
dade, in vitro, de SCoN, isolados da conjuntiva ¢ cérnea em
relacdo a meticilina, fluoroquinolonas (ofloxacina e ciproflo-
xacina) e aos aminoglicosideos (tobramicina e gentamicina).

METODOS

Foram analisadas retrospectivamente 707 amostras de
SCoN isolados de conjuntivas e cdrneas, processadas no Labo-
ratorio de Microbiologia Ocular do Departamento de Oftalmo-
logia da Universidade Federal de Sao Paulo (LOFT- Unifesp),
durante o periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2003.

Todas as amostras da conjuntiva analisadas foram obtidas
do fundo-de-saco da conjuntiva inferior, usando uma zaragatoa
alginatada estéril, e imediatamente inoculadas em Agar sangue
de carneiro a 5% (AS) (Difco, Le Pont de Claix/France), Agar
chocolate (AC) (Difco, Le Pont de Claix/France), Brain Heart
Infusion Broth (BHI) (Difco, Le Pont de Claix/France) e/ou
Tioglicolato (TIO) (Difco, Le Pont de Claix/France).

Os raspados de cornea foram realizados com espatula de
Kimura e igualmente inoculados em meios de cultura AS, AC
e ainda em Agar Sabouraud (Difco/Le Pont de Claix/France) e
em meios liquidos (BHI e /ou TIO).

As placas e os tubos das culturas foram incubados a 35°C,
em média por 21 dias e as coldnias bacterianas isoladas foram
identificadas pela morfologia, testes da catalase e Dnase (Dif-
co, Le Pont de Claix/France) e pelas caracteristicas morfologi-
cas na coloracdo de Gram, realizados em esfregacos dos ma-
teriais conjuntivais e corneanos.

Os testes de suscetibilidade foram realizados com discos:
de 1pg de oxacilina para meticilina (Cecon, Sao Paulo, Bra-
sil), Sug de ofloxacina (Cecon, Sdo Paulo, Brasil), Sug de
ciprofloxacina (Cecon, Sao Paulo, Brasil), 10ug de gentami-
cina (Cecon, Sdo Paulo, Brasil) ¢ 10ug de tobramicina (Ce-
con, Sao Paulo, Brasil); utilizando-se o método de disco
difusdo. Os resultados foram interpretados pelos padrdes do
NCCLS (National Commitee for Clinical Laboratory Stan-
darts - 2003)1"9. Os dados coletados foram submetidos a
analise estatistica, sendo aplicados os testes de Mann-Whit-
ney e de Friedman.

RESULTADOS

No periodo analisado, 707 culturas foram positivas para
o SCoN, sendo 435 isoladas de conjuntiva e 272 isoladas de
cornea. O numero de conjuntivites e ceratites causadas pelos
SCoN, por ano de estudo, encontram-se na tabela 1. Os resul-
tados evidenciam aumento crescente a cada ano (Grafico 1).

Em relagdo a conjuntiva, houve uma diferenca estatistica-
mente significante, entre os anos avaliados, com relagdo a pro-
por¢do de amostras de conjuntiva resistentes a meticilina
(oxacilina) (p<0,001). As proporg¢des encontradas nos anos de
2000 (1,8%) e 2001 (0,9%) foram semelhantes e significan-
temente menores do que no ano de 2002 (9,3%), que por sua vez
se mostrou significantemente menor do que no ano de 2003
(19,6%). Nao foi encontrada diferenca estatisticamente sig-
nificante, em relaco a resisténcia da ciprofloxacina (p=0,543) e
da ofloxacina (p=0,270). Para a tobramicina, existiu diferenca
estatisticamente significante em relagdo a proporgao de bactérias
resistentes (p<0,001). As proporgdes encontradas nos anos de
2000 (15,8%), 2001 (9,3%) e 2002 (17,8%) foram semelhantes e
significantemente menores do que no ano de 2003 (34,6%). Por
ultimo foi comprovado um aumento estatisticamente signifi-
cante de bactérias resistentes a gentamicina (p=0,003), onde as
proporgdes encontradas nos anos de 2000 (10,5%) e 2001 (9,3%)
foram semelhantes e significantemente menores do que no ano
de 2003 (25,5%). Para este antimicrobiano, a propor¢do encon-
trada nos ano de 2002 (17,8%) nao diferiu dos demais anos
(Tabela 2 e Grafico 2).

Quando analisamos os resultados dos materiais obtidos da
cornea para os SCoN encontramos diferenga estatisticamente
significante entre os anos avaliados em relagdo a proporgao de
bactérias resistentes a meticilina (oxacilina) (p=0,003), onde a
proporgao encontrada no ano de 2001 (7,7%) foi significante-

Tabela 1. Staphylococcus coagulase negativas isolados em conjuntivas e cérneas entre janeiro de 2000 e dezembro de 2003

n= valor absoluto; %= porcentagem

2000 2001 2002 2003 Total
n % n % n % n % n
Conjuntiva 57 13,1 107 24,6 118 27,1 1583 35,2 435
Coérnea 28 10,3 78 28,7 88 32,4 78 28,7 272
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mente menor do que no ano de 2003 (29,5%). As proporgdes
encontradas nos anos de 2000 (14,3%) e 2002 (14,8%) ndo
diferiram entre si nem entre os demais anos. Nao foi encontrada
diferenga estatisticamente significante para resisténcia aos de-
mais antimicrobianos: ciprofloxacina (p=0,787), ofloxacina
(p=0,813), tobramicina (p=0,268) e gentamicina (p=0,672)
(Tabela 3 e Grafico 3).

DISCUSSAO

A resisténcia a meticilina representa um sério problema,
tanto do ponto de vista de sua detecgdo, como por sua impor-
tancia clinica. Devemos lembrar que a resisténcia dos Sta-
phylococcus ssp a meticilina implica em resisténcia a todos
os antimicrobianos beta-lactimicos e apresentam um padrao
de resisténcia multipla associada a outros antimicrobianos de
uso freqiiente na Oftalmologia, tais como as quinolonas e os
aminoglicosideos®.

Constitui ainda preocupagao, o fato de que estas bactérias
constituem a microbiota conjuntival de pacientes normais,
candidatos a cirurgias com manipulacao de tecidos intra-ocu-
lares e extra-oculares (refrativas), o que torna necessario a
escolha de profilaxia pré-operatéria eficiente pela possibili-
dade de resultados pés-operatdrios desfavoraveis.
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Grafico 1 - Staphylococcus coagulase negativa isolados em conjun-
tivas e corneas entre janeiro de 2000 e dezembro de 2003

Diversos estudos nacionais>'V e internacionais®-!'>17
foram realizados, buscando avaliar ndo somente a etiologia
como também a eficacia clinica ¢ a atividade de diferentes
antimicrobianos para as doengas oculares, ressaltando como
agentes os Staphylococcus ssp.

Em 1998, foi demonstrada resisténcia aumentada a gen-
tamicina e meticilina®, e neste mesmo ano, outra pesquisa
concluiu que as fluoroquinolonas eram superiores aos ami-
noglicosideos no tratamento das infecgdes oculares pelo
SCoN, estudando a suscetibilidade antimicrobiana de amos-
tras oculares isoladas em 12 laboratérios da América do Norte
e América do Sul®.

Na nossa comunidade, foi relatada resisténcia ja estabe-
lecida®, a meticilina e aos aminoglicosideos e uma tendén-
cia a resisténcia as fluoroquinolonas (ciprofloxacina e oflo-
xacina), ao descrever o padrio de suscetibilidade in vitro de
bactérias oculares aos mais diversos antimicrobianos, em um
periodo de 15 anos no LOFT-Unifesp-EPM (1985 a 2000).

Em 20020% ¢ em 20047, também foi demonstrada, uma
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Grafico 2 - Perfil de resisténcia dos SCoN isolados de conjuntivas

Tabela 2. Percentagem de Staphylococcus coagulase negativa resistentes aos antimicrobianos estudados isolados em conjuntivas
2000 2001 2002 2003 Qui-quadrado
n % n % n % n %

Resisténcia aos antimicrobianos 57 107 118 153
Meticilina (oxacilina) 1 1,8 1 09 11 93 30 19,6 p<0,001*

(2000 = 2001) < 2002 < 2003
Ciprofloxacina 2 3,5 8 75 11 9.3 14 9,2 p=0,543
Ofloxacina 1 1,8 6 56 11 9.3 12 7,8 p=0,270
Tobramicina 9 15,8 10 9,3 21 17,8 53 34,6 p<0,001*

(2000 = 2001 = 2002) < 2003
Gentamicina 6 10,5 10 9,3 21 17,8 39 255 p=0,003*

(2000 = 2001) < 2003
*= estatisticamente significativo; n= valor absoluto; %= porcentagem
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Tabela 3. Percentagem de Staphylococcus coagulase negativa resistentes aos antimicrobianos estudados isolados em coérnea

2000 2001

n % n %
Resisténcia aos antimicrobianos 28 78
Meticilina (oxacilina) 4 143 6 7,7
Ciprofloxacina 4 143 7 9,0
Ofloxacina 4 143 10 12,8
Tobramicina 8 28,6 12 15,4
Gentamicina 6 21,4 12 15,4
*= estatisticamente significativo; n= valor absoluto; %= percentagem

2002 2003 Qui-quadrado
n % n %
88 78
13 14,8 23 29,5 p=0,003*

2001 < 2003

7 8,0 8 10,3 p=0,787

9 10,2 7 9,0 p=0,813
18 20,5 21 26,9 p=0,268
17 19,3 18 23,2 p=0,672
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Grafico 3 - Perfil de resisténcia dos SCoN isolados de cérneas

tendéncia de resisténcia as fluoroquinolonas de segunda gera-
¢do e maior eficacia das fluoroquinolonas de quarta geragao-'%.
Este estudo procura dar seguimento a analise dos padrdes
de resisténcia dos SCoN isolados de conjuntiva e cornea dos
pacientes do LOFT-Unifesp-EPM nos quatro anos subse-
qiientes, uma vez que este microrganismo ¢ comprovadamen-
te o mais freqiientemente isolado em amostras oculares.
Embora os valores de MIC (Minimal Inhibitory Concen-
tration) sejam importantes indicadores in vitro da atividade
ou poténcia dos antimicrobianos, estes ndo necessariamente
predizem a eficacia in vivo. A eficacia clinica depende da
concentragdo inibitéria minima atingida no tecido deseja-
do™. Sendo assim, torna-se necessario comparar resultados
in vitro com varios parametros farmacologicos para compre-
ensdo plena e escolha dos agentes antimicrobianos e de seu
potencial terapéutico verdadeiro. Principalmente, por se tra-
tar do olho o 6rgdo alvo, é importante considerar a penetra-
¢do ocular na cérnea, na conjuntiva e no humor aquoso, ja
que o MIC, refere-se a concentragdo sanguinea da droga.
Assim, testes de suscetibilidade devem acompanhar a
avaliagao laboratorial de infec¢des oculares visando manter

o conhecimento do espectro de agdo de agentes antimicro-
bianos em determinada area geografica. Foi sugerido ja em 1.
Estes tipos de testes devem ter seus resultados analisados e
comparados retrospectivamente a cada 2 a 3 anos®, para de-
tectar tendéncias a resisténcia aos antimicrobianos de uso
corrente®.

Desta maneira, nosso estudo revela que Staphylococcus
coagulase negativa (SCoN) ¢ um importante patdgeno res-
ponsavel por varios casos de conjuntivite e ceratite nos pa-
cientes que procuraram o servico de Oftalmologia da
UNIFESP-EPM. A maioria destes microorganismos vem apre-
sentando aumento na resisténcia in vitro a meticilina e aos
aminoglicosideos estudados (tobramicina e gentamicina). As
fluoroquinolonas, representadas neste estudo pela ofloxaci-
na e ciprofloxacina, permaneceram como uma boa escolha
para o tratamento destas bactérias durante o periodo estuda-
do. Entretanto, ja& demonstram uma tendéncia ao desenvolvi-
mento de resisténcia, o que causa grande preocupagdo pois
restringe as opgoes de tratamento e conduta destas corriquei-
ras infec¢des oculares.

ABSTRACT

Purpose: To assess the in vitro susceptibility of conjunctival
and corneal coagulase negative Staphylococcus (CoNS) to me-
thicillin, fluoroquinolones and aminoglycosides. Methods: A
total of 707 conjunctival and corneal CoNS disk diffusion
test results were retrospectively analyzed, from January 2000
through December 2003. Results: From 2000 to 2003, there
was an increase in number of CoNS isolated from conjunctiva
(n=57 to n=153) and cornea (n=28 to n=78). The frequency of
conjunctival and corneal methicillin-resistant CoNS also
increased (1.8 to 19.6% and 14.3 to 29.3%, respectively).
There was no statistically significant difference between
fluoroquinolones-resistant CoNS percentages in conjunctiva
(ofloxacin: 1.8 to 7.8% and ciprofloxacin: 3.5 to 9.2%) and
cornea (ofloxacin: 14.3 to 9.0% and ciprofloxacin: 14.3 to
10.3%). Evaluating the results of the conjunctival samples,
there was increased resistance to tobramycin (15.8 to 34.0%)
and to gentamycin (10.5 to 25.5%). There was no change in
resistance of corneal isolates to tobramycin (28.6 to 26.9%)
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and to gentamycin (21.4 to 23.1%). Conclusions: there was a
decrease in in vitro CoNS susceptibility to methicillin, to-
bramycin and gentamycin. Fuoroquinolones represented by
ofloxacin and ciprofloxacin demonstrated stable in vitro sus-
ceptibility.

Keywords: Drug resistance, microbial; Eye infections, bacte-
rial/microbiology; Staphylococcus/isolation & purification;
Coagulase; Fluoroquinolones; Aminoglycosides; Methicil-
lin resistance; Conjunctivitis; Keratitis.
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