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A terapia de transfusões de plaquetas vem desempenhando um papel importante na conduta 

do tratamento de pacientes com doenças hematológicas e oncológicas, mas representa um 

risco para sepse bacteriana. Os concentrados de plaquetas (CPs) são os componentes do 

sangue com a maior taxa de contaminação bacteriana e são responsáveis pela grande maioria 

das reações sépticas transfusionais. Entre os contaminantes, os Staphylococcus coagulase 

negativa (SCoN) são os mais frequentemente isolados. Sendo assim, o presente trabalho 

objetivou avaliar os métodos de detecção bacteriana e a identificação dos micro-organismos, 

bem como investigar o perfil de suscetibilidade, a formação do biofilme e os mecanismos de 

resistência das cepas de Staphylococcus isoladas das bolsas de CPs. As unidades de CPs 

foram provenientes do Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul (HEMORGS), 

localizado na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul. Empregaram-se técnicas de cultura 

qualitativa, quantitativa e de crescimento diário para a detecção da contaminação bacteriana. 

Os micro-organismos isolados foram identificados através do VITEK® 2, e por meio de testes 

convencionais e automatizados foi determinado o perfil de suscetibilidade. O biofilme e os 

mecanismos de resistências foram avaliados por testes fenotípicos e pela investigação da 

presença dos genes. Detectou-se uma elevada taxa de contaminação bacteriana (2,32% - 

16/691) e o melhor método para a detecção foi a associação das metodologias quantitativa e 

qualitativa. Todos os contaminantes foram caracterizados como SCoN e S. haemolyticus foi a 

espécie predominante (31,25%). Todos os isolados foram suscetíveis à vancomicina e 

apresentaram resistência à penicilina e a benzilpenicilina. Aproximadamente 62,5% foram 

resistentes à clindamicina e à eritromicina, e 50% foram classificadas como cepas resistentes 

a múltiplas drogas (MDR). Constatou-se: a formação do biofilme e a presença dos genes 

icaACD, cepas MRSCoN e a presença do gene mecA; Teste D positivo (iMLSB) e os genes 

ermAC. Recomenda-se o uso do teste em aderência em tubo de borossilicato (ABT) para a 

detecção da formação do biofilme e do Teste D para investigar a resistência iMLSB, em 

SCoN. Pode-se concluir que todas as espécies identificadas são habitantes da microbiota 

cutânea e a provável causa da contaminação das bolsas foi a pele do doador. A associação de 

sistemas de cultura irá reduzir os riscos de transfusões de CPs contaminados e das reações 

sépticas transfusionais. Além disso, os resultados obtidos mostram a necessidade do alerta 

sobre a importância do conhecimento da virulência e das resistências apresentadas por micro-

organismos isolados de CPs e ainda, espera-se que esses dados sejam um estímulo para 

pesquisas nessa área. 

Palavras-chaves: Concentrados plaquetários; Staphylococcus; reação séptica transfusional; 

biofilme; suscetibilidade; genes.  
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Platelet transfusion therapy has played an important role in the treatment of patients with 

hematological and oncological diseases. However, platelet transfusion represents a risk for 

bacterial sepsis. Platelet Concentrates (PCs) are blood components with the highest rate of 

bacterial contamination, being responsible for the vast majority of septic transfusion reactions. 

Among contaminants, coagulase-negative Staphylococci (CoNS) are the most frequently 

isolated. Therefore, this study aimed to assess the methods of bacterial detection and micro-

organisms identification, as well as to investigate the susceptibility profile, biofilm formation 

and the mechanisms of resistance of Staphylococci strains isolated from bags of PCs. The PCs 

units were obtained from the Blood Bank of the State of Rio Grande do Sul (HEMORGS), in 

Santa Maria. Qualitative and quantitative culture techniques and daily growth were employed 

to detect bacterial contamination. The isolated micro-organisms were identified through 

VITEK® 2, and the susceptibility profile was determined by means of conventional and 

automated testing. Biofilm and mechanisms of resistance were assessed by phenotypic tests 

and investigation of the presence of genes. A high rate of bacterial contamination was 

detected (2.32% - 16/691) and the best method for detection were the combination of 

quantitative and qualitative methodologies. All contaminants were characterized as CoNS and 

S. haemolyticus was the predominant specie (31.25%). All isolates were susceptible to 

vancomycin and resistant to penicillin and benzylpenicillin. Approximately 62.5% were 

resistant to clindamycin and erythromycin, and 50% were classified as multiple drug 

resistance (MDR) strains. Furthermore, biofilm formation and the presence of icaACD genes 

were detected, as well as MRSCoN strains, and presence of the mecA gene, D-Test positive 

(iMLSB) and ermAC genes. The use of adhesion in borosilicate tube (ABT) test for the 

detection of biofilm formation, and D-Test to investigate the iMLSB resistance, in CoNS, are 

recommended. Thus, we concluded that all identified species are inhabitants of the skin flora 

and the most probable cause of bags contamination is the skin of the donor. The association of 

culture systems will reduce the risk of transfusion of contaminated PCs and septic transfusion 

reactions. Moreover, the results show the need for attention to knowing the virulence and 

resistance shown by micro-organisms isolated from PCs, and it is expected that this study be a 

stimulus for more research in this area. 

Keywords: Platelet concentrates; staphylococci; septic transfusion reaction; biofilm; 

susceptibility; genes. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

 Esta tese de doutorado está estruturada em seções dispostas na seguinte forma: 

INTRODUÇÃO, PUBLICAÇÕES CIENTÍFICAS, DISCUSSÃO, CONCLUSÕES e 

REFERÊNCIAS. 

 Os itens MATERIAIS E MÉTODOS, RESULTADOS, DISCUSSÃO DOS 

RESULTADOS e REFERÊNCIAS se encontram inseridos nos artigos e no manuscrito que 

estão contidos na seção denominada PUBLICAÇÕES CIENTÍFICAS e representam a 

íntegra deste estudo. 

 O item REFERÊNCIAS se refere somente às citações que aparecem nos itens 

INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta tese.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Concentrados plaquetários 

 

 O primeiro relato de transfusão sanguínea entre animais e o homem ocorreu no ano de 

1665 e dois anos depois Jean Batiste Denys descreveu a primeira transfusão sanguínea entre 

seres humanos (BLOOD-BOOK, 2003). Já em 1911, Duke relatou a primeira transfusão de 

plaquetas (GOMES; ALBIERO, 2001) e somente em 1964, foi descrito o primeiro relato de 

transfusão de concentrados plaquetários (CPs) (ÁSTER; JANDL, 1964). As plaquetas são 

transfundidas na forma de CPs, que são uma suspensão de plaquetas em plasma, preparados 

por dupla centrifugação do sangue total ou obtidos pelo método de aférese (BRASIL, 2010a).  

Nos serviços de hemoterapia os produtos derivados do sangue total são separados um 

a um através de processos físicos como centrifugação e congelamento e são denominados 

hemocomponentes, tais como: plasma, CPs, concentrado de hemácias ou glóbulos vermelhos 

e crioprecipitado. Já os produtos preparados em escala industrial, a partir do fracionamento do 

plasma e por processos físico-químicos, são chamados de hemoderivados, tais como: 

albumina, globulinas e os fatores de coagulação (BRASIL, 2010b) (Figura 1). Os 

componentes sanguíneos também podem ser obtidos por aférese. Este método envolve o uso 

de um equipamento de separador de células, onde a circulação do sangue do doador é 

conectada a uma centrífuga; a separação ocorre durante a coleta, na qual determinado 

componente é transferido para uma bolsa e os demais retornam ao doador (MOHAMMADI, 

2006). Atualmente, os CPs são armazenados em temperatura ambiente, entre 22 ± 2 ºC, sob 

agitação constante e possuem validade de três a cinco dias (BRASIL, 2010a). 

 Anteriormente, as plaquetas eram armazenadas em uma temperatura de 4 °C 

(MOLLISON et al., 1993; YOMTOVIAN, 2004), porém, sob essas condições a viabilidade e 

a hemostasia eram afetadas. A temperatura ambiente e o armazenamento por três dias foram 

propostos na década de 70. Em 1981, com o desenvolvimento das bolsas de plástico 

permeáveis ao gás, com a finalidade de preservar a qualidade das plaquetas em temperatura 

ambiente, a vida útil dos CPs foi prorrogada para cinco dias e em 1984 para sete. No entanto, 

o armazenamento nestas condições favorecia a propagação do crescimento bacteriano 

(MOHAMMADI, 2006). Em 1986 o fator determinante para a redução do tempo de 

armazenamento para cinco dias foi devido ao aumento do índice de transmissão de bactérias 

por infusão de CPs contaminados. Nos dias de hoje, com o surgimento das novas 
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metodologias de detecção, o tempo de armazenamento permitido pelo Food and Drug 

Administration (FDA) é de sete dias nos Estados Unidos da América (EUA) (FDA, 2004) e 

no Brasil, de acordo com a legislação vigente, é de três a cinco dias (BRASIL, 2010a). 

 

 

 

Figura 1 - Escala de obtenção de hemocomponentes e hemoderivados originados a partir do 

sangue total. 

Fonte: Adaptado de BRASIL, 1998. 

 

 

 A transfusão de hemocomponentes é um processo indispensável na terapia moderna, 

podendo salvar vidas e melhorar a saúde dos receptores. A transfusão de CPs é essencial no 

tratamento de pacientes, especialmente da unidade de hematologia-oncologia e necessária 

também para manter a hemostasia em procedimentos cirúrgicos. Sendo uma forma de reduzir 

os riscos de hemorragias que são mais frequentes em pacientes portadores de neoplasias, em 

tratamento quimioterápico, submetidos a transplantes ou com falência de medula óssea (NIU 

et al., 2006). Contudo, como outras intervenções terapêuticas, a transfusão de CPs pode levar 

a complicações agudas ou tardias, referindo-se, principalmente, as chances de risco de 

transmissão de agentes infecciosos, como as bactérias (BRASIL, 2010b).  

A detecção da contaminação nos CPs é realizada através de exames bacteriológicos, os 

quais constituem procedimentos de rotina nos hemocentros dos países acreditados pelo FDA. 

A partir de 2004, conforme determinação da Associação Americana dos Bancos de Sangue, 

devem ser empregadas medidas para detectar e limitar a presença de bactérias em todos os 

CPs, porém, não houve indicação de uma metodologia padrão (AABB, 2004). No Brasil, a 
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regulamentação sobre que dispõe sobre as boas práticas no ciclo do sangue é a Resolução de 

Diretoria Colegiada (RDC) da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) nº 34, de 

11 de junho de 2014, a qual determina que a cultura de triagem seja realizada em apenas 1% 

da produção mensal ou em dez unidades por mês (ANEXO A) (BRASIL, 2014).  

 No entanto, a Portaria nº 2.712, de 12 de novembro de 2013, que redefine o 

regulamento técnico dos procedimentos hemoterápicos descreve que, em relação ao controle 

bacteriológico de CPs continua sendo igual ao relatado pela anterior RDC (nº 57, 16.12.2010) 

e pela atual RDC (nº 34, 11.06.2014) (BRASIL, 2010a e 2014). Entretanto, com a adição do 

parágrafo oito (§ 8) do artigo 116, recomenda: “Pelo alto risco de contaminação 

microbiológica dos concentrados de plaquetas pela sua condição de armazenamento, 

recomenda-se realização de avaliação de contaminação microbiológica em 100% desta 

produção” (ANEXO B) (BRASIL, 2013). 

 

1.2 Contaminação bacteriana  

 

As bactérias foram reconhecidas como risco para doenças infecciosas ainda quando o 

sangue era coletado em garrafas de vidro (MOLLISON et al., 1993). As transfusões 

sanguíneas com suspeita de transmissão de bactérias vêm sendo descritas há mais de meio 

século (NOVAK, 1939). A introdução dos sistemas fechados vem contribuindo para a 

redução desse risco, mas apesar das melhorias realizadas nos sistemas de triagem, nos 

métodos de armazenamento e nos procedimentos de antissepsia, a contaminação bacteriana 

continua sendo o foco de preocupação para a medicina transfusional (BERKOW et al., 2003), 

especialmente através da infusão de CPs (HILLYER et al, 2003; YOMTOVIAN, 2004).  

O índice de contaminação bacteriana em CPs é muito variável, dependente da 

metodologia de cultura empregada, bem como do local do estudo e do tempo (horas) de coleta 

das amostras (VASSALO; MURPHY, 2006). O risco de transfusão de unidades de CPs 

contaminados pode ser tão alto quanto um em cada 150 transfusões em pacientes das unidades 

de hematologia-oncologia (CORASH, 2011). De acordo com estudos de vigilância, que 

abrangem dez centros de sangue de diversos países, a taxa de contaminação em unidades de 

CPs pode variar entre 0,01% a 1% (RAMIREZ-ARCOS; GOLDMAN, 2012). Já outro estudo, 

com dados de 18 contribuições de investigações de 16 diferentes países, foi relatado o índice 

de contaminação de 0,01% a 0,08% (PIETERSZ et al., 2014). A sepse bacteriana é considerada 

a segunda causa mais comum de óbitos devido às transfusões (primeiro lugar é a 

incompatibilidade), com taxas de mortalidade variando entre 1/20.000 a 1/85.000 
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(BLAJCHMAN, 2004). Os CPs têm a maior frequência e, portanto, a maior probabilidade de 

provocar reações sépticas transfusionais. Isto se deve principalmente pela sua temperatura de 

estocagem, que proporciona o crescimento bacteriano das bactérias que colonizam a pele 

(MCDONALD et al., 2004).  

No Brasil há poucos dados referentes à contaminação bacteriana em CPs; um dos mais 

conhecidos é o estudo realizado em Goiânia que apresentou uma taxa de contaminação de 

0,4% dos CPs (CUNHA et al., 2008) e o estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa o qual 

detectou um índice de contaminação bacteriana em CPs de 1,47% (MARTINI et al., 2012). Os 

cocos Gram positivos (CGP) são os responsáveis por aproximadamente 58% dos casos de 

contaminação bacteriana (ANDREU et al., 2002). Entre esses, destacam-se os Staphylococcus 

coagulase negativa (SCoN/CoNS) que são considerados patógenos causadores de infecções 

hospitalares e comunitárias (GIBSON; NORRIS, 1958) e Staphylococcus epidermidis é a 

espécie mais prevalente em CPs (HSUEH et al., 2009; MARTÍNEZ et al., 2010; WALTHER-

WENKE et al., 2010). A grande preocupação relacionada a esses micro-organismos se deve à 

sua capacidade de desenvolver resistência aos antimicrobianos (KLOOS; BANNERMAN, 

1994). Normalmente eles não crescem em temperaturas entre 1 a 6 °C, mas se multiplicam 

rapidamente nos CPs que são armazenadas entre 20 a 24 °C (BRECHER; HAY, 2005). 

As possíveis fontes da origem dos contaminantes de CPs podem ser: bacteremia 

assintomática de doadores e realização de exames endoscópicos ou procedimentos 

odontológicos anteriormente à doação (JAFARI et al., 2002; MOHAMMADI, 2006); falha no 

processo de fabricação e esterilização das bolsas de coleta de sangue (HELTBERG et al., 

1993); desinfecção inadequada da pele no local da flebotomia (MOHAMMADI, 2006); 

utilização de desinfetantes contaminados (GARCIA-ERCE et al., 2002); e a manipulação 

inapropriada ou o uso de equipamentos/dispositivos não estéreis (MOHAMMADI, 2006). 

Mesmo sendo difícil determinar a fonte de contaminação de CPs, acredita-se que as principais 

procedências são as anteriormente citadas, enfatizando a importância da seleção cuidadosa, 

especialmente dos doadores (TIPPLE et al., 1990), além da necessidade do cuidado extremo 

durante a coleta e a manufatura dos hemocomponentes (BLAJCHMAN et al., 2004). 

Contudo, na maioria dos casos, a fonte da contaminação bacteriana permanece não 

identificada (BRECHER; HAY, 2005).  

De maneira geral, micro-organismos oriundos da pele do doador, sejam eles 

transitórios ou residentes, são responsáveis por cerca de 90% das contaminações (STAINSBY 

et al., 2003), métodos otimizados de antissepsia são ideais para a redução desse risco 

(GOLDMAN, 2004). Para o Banco de Sangue da Cruz Vermelha da Austrália, a antissepsia 
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da pele é considerada a medida mais importante e necessária para a prevenção da 

contaminação bacteriana (WONG et al., 2004). Uma associação entre o aprimoramento na 

antissepsia da pele e a eliminação dos primeiros dez mililitros (mL) da coleta podem reduzir 

entre 75 a 90% da contaminação dos hemocomponentes por bactérias provenientes da pele 

(AUBUCHON et al., 2002). Através de algumas pesquisas a respeito do desprezo dos 

primeiros dez mL de sangue os autores relataram uma redução de 0,35 para 0,21% (DE 

KORTE et al., 2002). Outro estudo reportou que reduziu de 47% da contaminação, quando foi 

utilizada a eliminação da alíquota inicial, e de 57%, quando associado com um procedimento 

de desinfecção aprimorado (MCDONALD et al., 2004). Desviar as primeiras alíquotas de 

sangue constitui procedimento de rotina em alguns países (LEE et al., 2002). Inclusive no 

Brasil são utilizadas bolsas de coleta de sangue com sítio coletor, o qual armazena os 

primeiros mL de sangue que serão utilizados para a coleta de amostras e somente depois o 

sangue passa a ser armazenado na bolsa. 

Várias técnicas têm sido sugeridas para a triagem da contaminação bacteriana em CPs, 

mas nenhuma padronizada. Isso se deve ao fato de nenhuma atender todos os requisitos 

necessários, destacando em especial: alta sensibilidade e especificidade, curto intervalo de 

tempo e custo acessível (MITCHELL; BRECHER, 1999). Alguns métodos de detecção 

bacteriana em CPs utilizados são: parâmetros metabólicos através do consumo de glicose e da 

produção de ácidos (WERCH et al., 2002; HAY; BRECHER, 2004); microscopia com os 

corantes de Gram e de laranja de acridina (MITCHELL; BRECHER, 1999); epifluorescência 

com coloração fluorescente de ácido nucléico e microscopia automatizada (SEAVER et al., 

2001); detecção de ácido desoxirribonucléico/ácido ribonucleico (DNA/RNA) por Reação em 

Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) (SEN, 2000); eletroquimioluminescência 

(CHANEY et al., 1999); amplificação de ácido nucléico (NAT) (STORMER et al., 2007); 

imunoensaio com detecção de vários gêneros de bactérias em plaquetas (PGD) (Verax 

biomedical, Worcester, USA) (HALL et al., 2004); fluorescência ativada por separação 

celular (FACS) (MOHR et al., 2006); métodos automatizados de cultura como BacT/Alert® 

(BioMérieux, Boxtel, Netherlands) e o sistema de detecção bacteriana aprimorado não 

automatizado (eBDS) (Pall Medical, Covina, CA) (FDA, 2004); redução ou inativação de 

organismos patógenos, teste conhecido como Intercept technology (SVAOOR et al., 2002), 

entre outros. A Tabela 1 descreve, resumidamente, alguns ensaios utilizados para a detecção 

bacteriana em CPs com os limites de detecção da contaminação bacteriana. 
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Tabela 1 - Limites de detecção de alguns métodos empregados para a determinação da 

contaminação bacteriana em CPs atualmente disponíveis (MOHAMMADI, 2006; ROOD, 

2011). 

 

Sistema de detecção 
Limite de detecção 

(UFC/mL) 

BacT/Alert 1x10
 

RT-PCR 3x10
1 

DNA/RNA 5x10
1 

NAT 5x10
1 

eBDS 1 - 5x10
2 

Scansystem otimizado 1x10
1
 - 1x10

3
 

Imunoensaio 1x10
3
 

Epifluorescência 3 - 5x10
3
 

Acridina 1x10
4
 - 1x10

5
 

FACS 1x10
5 

Eletroquioluminescência 3 - 5x10
5
 

Gram 1x10
5
 - 1x10

6
 

Parâmetros metabólicos 1x10
7
 - 1x10

8
 

DNA/RNA= detection of Deoxyribonucleic Acid/Ribonucleic Acid; eBDS = enhanced bacterial detection 

system; FACS = Fluorescence-activated cell sorting analysis; NAT = Nucleic acid amplification techniques; 

PGD = Pan genera detection; RT-PCR = Real Time - Polymerase Chain Reaction. 

 

  

No que se refere às metodologias de detecção bacteriana nos bancos de sangue, os CPs 

na sua maioria são triados por métodos de cultura. Entre estes, o sistema BacT/Alert® é usado 

quase que, exclusivamente, em todos os países onde a triagem bacteriana tem sido 

implementada (PIETERSZ et al., 2007). Existe também a metodologia convencional com 

caldo de cultura enriquecido (Trypticase soy broth (TSB), Brain Hearth infusion (BHI) ou 

Mueller Hinton broth (MHB/CMH)) que aqui no Brasil é muito utilizada para o controle de 

qualidade dos hemocomponentes, essa metodologia recupera a maioria das bactérias presentes 

nos hemocomponentes. Embora amplamente utilizada, por razões econômicas, é muito 

trabalhosa, pois seu tempo de incubação mínimo é cinco dias. Além do mais, após essa 

incubação, deve-se realizar o sub-cultivo em placas de Petri com meios de enriquecimento 

incubar e novamente durante 48 horas (h) (BRASIL, 2004).  
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Mesmo que, nem todos os CPs positivos sejam detectados antes da transfusão, o 

sistema de cultura é capaz de impedir a transfusão da maioria dos CPs contaminados com 

concentrações de bactérias clinicamente significativas (DE KORTE et al., 2006). Em suma, 

várias são as metodologias que podem ser utilizadas para detectar a contaminação bacteriana, 

anterior à transfusão de CPs. No entanto, necessita-se da seleção de um método adequado que 

deve ser fundamentado em uma combinação de sensibilidade e rapidez. É também 

indispensável que seja equilibrado com os benefícios, os riscos e os custos de cada método de 

triagem, antes de sua introdução na rotina (MOHAMMADI, 2006). 

 

1.3 Reações sépticas 

 

Em 1951, como uma das primeiras complicações relacionadas à transfusão sanguínea, 

Borden e Hall descreveram a ocorrência de sepse pós-transfusional em um paciente, devido a 

uma contaminação bacteriana da bolsa de sangue transfundida (BORDEN; HALL, 1951). 

Relatos envolvendo situações de sepse, choque séptico e óbitos associados à transfusão 

sanguínea contaminada com bactérias começaram a surgir com evidências científicas apenas 

no início dos anos 90 (BLAJCHMAN, 2002). As reações sépticas transfusionais ocasionadas 

pela infusão de CPs contaminados com bactérias são associadas a uma alta taxa de morbidade 

e mortalidade dos receptores (BLAJCHMAN, 2002; MCDONALD et al., 2004). 

Mesmo que todos os hemocomponentes sejam suscetíveis à contaminação bacteriana, 

e também os receptores às complicações sépticas pós-transfusionais, os CPs são os mais 

propensos para o desenvolvimento bacteriano (YOMTOVIAN, 2004). No que se refere aos 

receptores dos CPs, cerca de 85% pertencem às unidades de oncologia e hematologia adulta e 

pediátrica ou de transplante de medula óssea, suscetíveis ao desenvolvimento de graves 

consequências, caso a bolsa transfundida esteja contaminada (UHC, 1998). Essas infecções 

bacterianas apresentam elevados riscos de saúde para os transfundidos, especialmente para 

estes indivíduos imunocomprometidos e que são submetidos constantemente às transfusões 

plaquetárias devido ao tratamento quimioterápico (CLAWSON; WHITE, 1971). 

Sequelas clínicas devido à transfusão de CPs contaminados com bactérias vão desde a 

ausência de sintomas à febre moderada, sepse, hipotensão e óbito (MOHAMMADI, 2006). 

Uma reação séptica transfusional pode ser caracterizada por sinais e sintomas como: febre 

(com aumento de temperatura de um a dois °C), calafrios, tremores, taquicardia, hipotensão, 

ruborização, náusea, vômitos e choque. Pode ser imediata, quando ocorre em até 24 h após a 

transfusão, ou tardia, após as 24 h (BRASIL, 2007). Sinais e sintomas encontram-se descritos 
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no Manual Técnico de Hemovigilância da ANVISA (BRASIL, 2007) e os parâmetros de 

Bone et al., são fontes disponíveis para auxílio na caracterização da bacteremia. Considera-se: 

sepse quando da presença de duas ou mais das seguintes condições: temperatura >38 °C ou 

<36 °C, frequência cardíaca >90 batimentos cardíacos por minuto (bpm), frequência 

respiratória  >20 incursões por minuto (ipm) ou pressão parcial de gás carbônico (pCO2) <32 

de milímetros de mercúrio (mmHg), contagem de leucócitos >12.000/milímetros cúbicos 

(mm
3
) ou <4.000/mm

3
, ou 10% de formas imaturas; sepse grave: sepse associada a disfunção 

de órgão, hipoperfusão ou hipotensão e choque séptico: hipotensão induzida pela sepse 

(BONE et al., 1992).   

Dados do FDA apontam que nos EUA a contaminação bacteriana por transfusão 

sanguínea de hemocomponentes foi a causa mais frequente das mortalidades, depois das 

reações hemolíticas (AABB, 2005). Entre 1985 a 1999 foram descritos 694 óbitos ligados ao 

uso de sangue e seus derivados, sendo que 77 destes (11%) foram devido à presença de 

contaminação bacteriana (DODD, 2003). De 1994 a 1998, o sistema de hemovigilância da 

Agência Francesa de Sangue registrou 185 casos com 18 óbitos por transfusão de 

hemocomponentes contaminados com bactérias (ANDREU et al., 2002). O sistema de 

vigilância do Reino Unido relatou 26 infecções transmitidas por transfusão, incluindo seis 

óbitos entre 1995 a 2002 (SHOT, 2002). Além disso, durante 1998 a 2000, foram relatados ao 

FDA nove casos fatais de transfusão de CPs (KUEHNERT et al., 2001). No Brasil, são raros 

os dados publicados a respeito da ocorrência e dos índices das reações sépticas transfusionais. 

Um estudo relatado por nosso grupo informou três possíveis casos após a infusão de CPs 

contaminados (MARTINI et al., 2012), sendo citado em demais pesquisas internacionais (ALI 

et al., 2014; KREUTER; HAGAN, 2014).  

De acordo com Blajchman, a taxa de óbito por infusão de uma bolsa de sangue 

contaminado depende de vários fatores, tais como: a espécie do micro-organismo; a 

concentração do agente transfundido (unidades formadoras de colônia por mililitro - 

UFC/mL); o sistema imune do receptor; e a antibioticoterapia (BLAJCHMAN, 2004). Uma 

concentração inicial de 10¹ UFC/mL, presente na bolsa de sangue logo após a doação, poderá 

não ser detectada (WAGNER et al., 1997). Contudo, estudos experimentais com cultivo 

bacteriano, realizados após a inoculação de bactérias em bolsas de CPs, demonstraram uma 

fase de estagnação, que oscila entre 24 a 48 h, seguida por uma fase de rápida proliferação, 

que poderá elevar essa contagem a 10
8
 UFC/mL (PUNSALANG et al., 1989).  

O risco de um receptor apresentar o choque séptico relacionado à contaminação 

bacteriana de hemocomponentes transfundidos é estimado entre 70 a 400 casos para cada 
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milhão de unidades de CPs transfundidos (DUMONT et al., 2010) e o risco de morte 

normalmente ocorre em cada 1/60.000 indivíduos (NESS et al., 2001; BLAJCHMAN, 2002). 

A reação séptica transfusional varia muito na intensidade dos sintomas, podendo chegar até 

quadros mais graves. Os efeitos clínicos mais graves geralmente estão associados às bactérias 

como, por exemplo, Staphylococcus aureus e S. epidermidis (WENKE-WALTHER, 2008). 

Apesar de que sepse bacteriana após infusão de sangue seja rara, episódios de transfusão 

associados à septicemia podem levar a desfechos fatais ou a outras sequelas graves (BURNS; 

WERCH, 2004). 

Em vista disso, é fundamental que os clínicos estejam conscientes do problema e 

preparados para considerar a possibilidade de uma contaminação bacteriana quando 

investigarem reações transfusionais febris, especialmente em pacientes que recentemente 

receberam infusão de CPs (BURNS; WERCH, 2004). Lamentavelmente, apesar da 

possibilidade de serem minimizadas e/ou evitadas, as reações sépticas transfusionais são 

pouco relatadas ou subnotificadas. Possivelmente isso esteja relacionado com: a 

desconsideração de uma contaminação bacteriana frente a uma reação transfusional; os micro-

organismos isolados dos CPs são confundidos com os contaminantes de cateteres; devido a 

elevada porcentagem de reações hemolíticas não febris após o uso de CPs; a pouca 

experiência dos profissionais na caracterização de uma reação séptica transfusional; o extenso 

atendimento hospitalar que pode prejudicar a detecção da reação séptica transfusional tardia, 

entre outros (BLAJCHMAN; GOLDMAN, 2001; AABB, 2005; BRASIL, 2007). 

Melhorias na detecção da contaminação bacteriana são desafios a almejar, não apenas 

de sensibilidade e de especificidade, mas também de eficiência econômica e logística para 

fornecer um abastecimento seguro de CPs para pacientes (BURNS; WERCH, 2004). Talvez a 

mais promissora abordagem considerada para a redução ou prevenção de transfusões 

associadas à sepse seja a utilização de testes para detectar bactérias diretamente nos 

componentes sanguíneos poucos minutos antes da sua infusão (WAGNER et al., 1994). Além 

disso, faz-se necessário que normas de biossegurança sejam seguidas na execução de técnicas 

de antissepsia junto a um controle de qualidade total dos hemocomponentes. Visto que falhas 

nesta etapa constituem uma das principais fontes de contaminação de componentes 

sanguíneos (SANTOS et al., 2008) e as bactérias residentes da microbiota normal da pele, 

como os Staphylococcus, são considerados os mais envolvidos (HSUEH et al., 2009; 

MARTÍNEZ et al., 2010; WALTHER-WENKE et al., 2010).  
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1.4 Staphylococcus spp. 

 

  No ano de 1878, Robert Koch, isolou e descreveu pela primeira vez as bactérias do 

gênero Staphylococcus; em 1880, Alexander Ogston adaptou o nome do gênero bacteriano da 

palavra grega staphylo que significa cacho de uvas (BAIRD-PARKER, 1990). As bactérias do 

gênero Staphylococcus pertencem à família Staphylococcacea, apresentam-se na forma de 

CGP, com diâmetro entre 0,5 e 1,5 micrômetros (µm), agrupados em cachos, isolados, aos 

pares ou em cadeias curtas. As colônias são arredondadas, lisas, opacas ou brilhantes, com 

diâmetro de um a dois milímetros (mm), convexas, cremosas e sua coloração pode variar de 

branca a amarela, dependendo da espécie. As bactérias são produtoras da enzima catalase, um 

importante teste para diferenciar a família Staphylococcacea da Streptococcacea (catalase 

negativa) (KONEMAN et al., 2008; MURRAY et al., 2010).  

 Os Staphylococcus geralmente apresentam metabolismo fermentativo são aeróbios ou 

anaeróbios facultativos, enquanto que os micrococos são oxidativos e aeróbios restritos. Além 

de serem imóveis, não esporulados, oxidase negativa, crescem na presença de cloreto de sódio 

e são produtores ou não da enzima coagulase. A habilidade de produzir a enzima coagulase 

divide esse gênero em dois grupos. Somente as espécies S. aureus, Staphylococcus delphini, 

Staphylococcus intermedius, Staphylococcus schleiferi coagulans e alguns isolados de 

Staphylococcus hyicus são produtores desta enzima, os demais são caracterizados como SCoN 

(KONEMAN et al., 2008; MURRAY et al., 2010).  

  Inicialmente os SCoN foram classificados sob o título coletivo de Staphylococcus 

albus, nomeados devido à coloração branca de suas colônias nas placas de ágar, em contraste 

com a cor amarelada dos S. aureus. Embora fossem considerados micro-organismos não 

patogênicos, um estudo publicado no ano de 1958 mudou este conceito, no qual retratou 90 

relatos de bacteremia por SCoN (PATRICK, 1990). O Sistema Nacional de Vigilância de 

Infecções Nosocomiais anunciou em 1996, que os SCoN representaram 11% dos micro-

organismos isolados de infecções nosocomiais e foram as principais bactérias responsáveis 

por infecções nosocomiais da corrente sanguínea (SILVA et al., 2000).  

Em relação à identificação das espécies de SCoN, o método manual mais utilizado é o 

esquema de Kloss e Bannerman modificado por Bannerman. A identificação é trabalhosa 

devido à quantidade de testes bioquímicos necessários para sua realização (KLOSS; 

BANNERMAN, 1997; BANNERMAN, 2003). Foram criados sistemas comerciais de 

identificação para as espécies de Staphylococcus, estes métodos apresentam uma acurácia de 

aproximadamente 70 a 90% (BANNERMAN, 2003). Apesar da metodologia convencional de 
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identificação ser ainda considerada o método mais utilizado, a mesma é lenta, trabalhosa e 

com interpretações subjetivas. Entretanto, os métodos automatizados diminuem o tempo para 

a identificação bacteriana. Além de identificar também avaliam a suscetibilidade às drogas 

antimicrobianas. Nos dias de hoje, encontram-se disponíveis vários sistemas de identificação 

automatizados (KONEMAN et al., 2008), com destaque ao VITEK® 2 (bioMérieux). De 

acordo com este método a identificação bacteriana e a leitura do teste de suscetibilidade 

antimicrobiana são obtidas entre duas a 15 h (BÉMER et al., 2005).  

 O gênero Staphylococcus compreende em torno de 42 espécies, sendo que 20 estão 

associadas a uma grande variedade de infecções de característica oportunista em seres 

humanos e animais. Os S. aureus, S. epidermidis e Staphylococcus saprophyticus destacam-se 

como os patógenos mais prevalentes (KONEMAN et al., 2008; TRABULSI; 

ALTHERTHUM, 2008). S. aureus é a espécie mais virulenta e o patógeno mais importante 

deste gênero e por muito tempo os SCoN foram considerados relativamente inócuos. No 

entanto, com o aumento do seu isolamento em infecções eles vêm obtendo destaque no 

âmbito hospitalar (VUONG; OTTO, 2002; SAKAI et al., 2004).  

 Aproximadamente existem 32 espécies de SCoN e cerca de 15 espécies são naturais de 

humanos, e as demais são consideradas patógenos não humanos (HUEBNER; GOLDMANN, 

1999). Entre os SCoN, o S. epidermidis é a espécie mais frequentemente isolada do epitélio 

humano, sendo encontrada principalmente nas axilas e narinas. São importantes patógenos de 

infecções relacionadas à assistência à saúde, isolados com maior frequência em infecções da 

corrente sanguínea e associados à importante morbidade e mortalidade, especialmente, 

quando resistentes aos antibióticos beta-lactâmicos (OTTO, 2009). Mecanismos de resistência 

e fatores de virulência apresentados pelos SCoN não são claramente estabelecidos 

(HUEBNER; GOLDMANN, 1999). Sendo assim, torna-se de suma importância o 

conhecimento e o esclarecimento das principais formas de patogenicidade dessas bactérias. 

 

1.5 Patogenicidade dos Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) 

 

Os SCoN são habitantes normais da pele e membranas de humanos, normalmente têm 

uma relação benéfica ou simbiótica com o hospedeiro e raramente patogênica. Todavia, nos 

últimos anos, uma grande variedade das espécies deste grupo passou a ser isolada de amostras 

clínicas de vários processos infecciosos (HEIKENS et al., 2005; BANNERMAN; 

PEACOCK, 2007). Atualmente são importantes patógenos nosocomiais, estão envolvidos em 

infecções associadas com implantes e a sua adesão aos polímeros provavelmente ocorre pela 
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contaminação com uma pequena quantidade de bactérias da microbiota endógena durante o 

implante do material (VON EIFF et al., 1999).  

 Os S. epidermidis são os SCoN de maior relevância clínica, associados às infecções 

relacionadas à assistência em saúde e à formação de biofilmes em dispositivos, como 

cateteres. Os S. saprophyticus apresentam-se como um dos principais agentes de infecção do 

trato urinário em mulheres, enquanto que os demais SCoN estão relacionados a quadros de 

osteomielite, endorcadite, formação de abscessos e sepse, especialmente em pacientes 

imunocomprometidos (submetidos a terapia imunossupressora, pacientes com a síndrome da 

imunodeficiência adquirida - AIDS (acquired immunodeficiency syndrome), recém-nascidos 

prematuros, cardiopatas, com grandes queimaduras, traumatismos, transplantados ou com 

alterações congênitas) (ZIEBUHR, 2001; BRASIL, 2004; SAKAI et al., 2004; KONEMAN et 

al., 2008; MURRAY et al., 2010).  

 Normalmente o padrão clínico de infecções ocasionados por SCoN demonstra que na 

maioria das vezes a resposta imune do indivíduo é determinante para o desenvolvimento da 

infecção. O ser humano saudável pode estar colonizado, mas o seu estado imunológico é 

responsável pelo desencadeamento da infecção. Os SCoN podem ser provenientes dos 

próprios pacientes, do ambiente, bem como, dos profissionais que atuam direta ou 

indiretamente na assistência à saúde (ALTOPARLAK et al., 2004). Já tem sido relatada 

grande semelhança entre SCoN isolados do sangue e de cateteres dos usuários das instituições 

com os recuperados do mesmo indivíduo em mucosas de orofaringe, orelha, nariz, axila, 

braço e perna (KRAUSE et al., 2003; HIGUCHI et al., 2007).  

 Micro-organismos, oriundos da cavidade bucal ou de outras mucosas, podem ser 

considerados prováveis agentes de infecções em outros sítios, sugerindo a importância das 

medidas de segurança que devem ser adotadas durante a assistência de um paciente e também 

entre pacientes (BOISSON et al., 2002; KRAUSE et al., 2003; HIGUCHI et al., 2007). Dessa 

forma, numerosos critérios têm sido adotados na tentativa de diferenciar bacteremia 

clinicamente significativa, ocasionadas por SCoN, dos contaminantes. Esses critérios incluem 

combinações de achados clínicos, origem da amostra de sangue e, principalmente, o número 

de culturas consideradas positivas (OUD et al., 1999).  

 Informações de âmbito nacional (SADER et al., 1999) relatam que o S. epidermidis é 

considerado o terceiro agente mais isolado em infecções da corrente sangüínea e o segundo 

mais isolado na América Latina, com índices de 80% de resistência à oxacilina (SADER et 

al., 2001; CHANG et al., 2003). O Programa de Vigilância Antimicrobiana (SENTRY - 

Antimicrobial Surveillance Program) monitora a prevalência dos patógenos e os padrões de 
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resistência aos antimicrobianos nos EUA, Canadá, América Latina e Europa. Estudos 

relacionados a este programa relatam que os SCoN são a terceira causa em infecções 

sistêmicas nosocomiais e também comunitárias, e que são a segunda causa de infecções 

nosocomiais (PFALLER et al., 1998; PFALLER et al., 1999; DIEKEMA et al., 2001). Cabe 

ainda ressaltar que eles lideram o grupo de bactérias isoladas de amostras de CPs, como 

relatado anteriormente. A contínua utilização de próteses, cateteres e de outras tecnologias 

invasivas contribui com que o S. epidermidis chegasse ao primeiro plano de patógenos 

nosocomiais, resultando em considerável morbidade e aumento de custos hospitalares 

(HUEBNER; GOLDMANN, 1999; ARCIOLA et al., 2002). 

 Em relação à resistência bacteriana e os fatores de virulência, vários aspectos devem 

ser considerados, como: bactérias patogênicas se tornando cada vez mais resistentes; aumento 

da resistência múltipla aos antimicrobianos; comunidades bacterianas em biofilme menos 

suscetíveis aos antimicrobianos; elevado nível de virulência para o hospedeiro; infecções e 

enfermidades envolvendo o biofilme bacteriano e, principalmente, a utilização de 

antimicrobianos ineficazes na presença de biofilme. As situações citadas resultam em 

aumento de: tempo de internação, índice de morbi-mortalidade, custos do sistema de saúde, 

taxas de resistência aos antimicrobianos e disseminação de bactérias resistentes (RICE, 2006).  

 A instituição de uma infecção e a sobrevivência dos SCoN depende, na maioria das 

vezes, que o micro-organismo apresente alguns fatores de virulência contra as defesas do 

hospedeiro. A pele humana tem os mecanismos de defesas limitados e após a penetração pela 

barreira do epitélio, as bactérias têm que enfrentar vários outros mecanismos. No entanto, a 

habilidade de aderência às superfícies abióticas resultando na formação do biofilme 

bacteriano confere um dos meios mais defensivos para a implementação da infecção 

bacteriana (SAGINUR et al. 2006). Um dado importante é que os SCoN associados às 

complicações infecciosas hospitalares são resistentes a múltiplos antimicrobianos, 

dificultando a indicação de um melhor tratamento para o paciente. Certamente a múltipla 

resistência está relacionada à pressão seletiva exercida pela difusão de uso de drogas 

antimicrobianas nos hospitais (ARCHER, 2000).  

  Isolados hospitalares são frequentemente resistentes à oxacilina e isso indica 

resistência cruzada com todas as classes de antimicrobianos β-lactâmicos incluindo as 

cefalosporinas (DE GIUSTI et al., 1999). Além disso, a resistência à oxacilina está em grande 

parte relacionada com a resistência a outros antimicrobianos, particularmente aos 

aminoglicosídeos e aos macrolídeos (LYYTIKÄINEN et al., 1996). O predomínio de SCoN 

resistentes à oxacilina é elevado na maioria das instituições de saúde, enfatizando assim, a 
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extrema importância na identificação deste grupo como colonizador ou agente de infecções 

(FRIGATTO et al., 2005). Ao longo do tempo, estes micro-organismos têm se tornado cada 

vez mais resistentes e a ameaça mais recente é o surgimento de isolados com níveis 

intermediários de resistência à vancomicina ou resistentes (HUEBNER; GOLDMANN, 1999; 

ARCIOLA et al., 2002). 

 Sabe-se ainda, que a δ-toxina é produzida pelo S. epidermidis e trata-se de uma 

hemolisina localizada no locus agr (OTTO et al., 1998), que atua através da formação de 

poros na membrana celular levando à lise de eritrócitos e de outras células, mas não causa 

danos severos aos tecidos, por este motivo as infecções geralmente são subagudas ou crônicas 

(VUONG; OTTO, 2002). Além do mais, S. epidermidis é um patógeno que induz endocardite, 

portanto, é sugestivo que a transfusão por CPs contaminados deve ser considerada como um 

fator de risco para a endocardite bacteriana (HSUEH et al., 2009). 

 A quantidade de biofilme produzida pode estar associada com a capacidade dos SCoN 

em causar infecções (DE SILVA et al., 2002) e o alto índice de resistência, principalmente à 

meticilina, também é considerado importante fator de virulência (WISPLINGHOFF et al., 

2004). Todos os fatores de virulência presentes nos SCoN ainda não foram totalmente 

elucidado. Além do biofilme e das resistências já foi relatada também a presença de uma 

elastase com propriedade de degradação de IgA, IgM, albumina e fibrinogênio (VON EIFF et 

al., 2002; HUANG et al., 2006; KONEMAN et al., 2008).  

 Devido ao fato de que a maioria dos SCoN são bactérias comensais, muitas vezes é 

difícil determinar se um isolado representa o agente causador de uma infecção ou apenas 

contaminação. Sendo assim, o conhecimento dos genes que possibilitem a definição da sua 

influência como patógeno oportunista é um passo decisivo para o planejamento de ações 

terapêuticas direcionadas para o controle das infecções (YAO et al., 2005).  

 

1.6 Biofilme bacteriano 

 

 Há muito tempo vem sendo relatada a existência de estruturas organizadas por células 

bacterianas em suspensões aquosas ou aderentes às superfícies, com a finalidade de que suas 

necessidades sejam cumpridas, que lhes permitam sobreviver e obter os metabólitos 

essenciais ao seu crescimento e a sua multiplicação. Inicialmente, esses aglomerados eram 

designados de suspensões planctônicas, em suspensão ou livres. Posteriormente, através de 

frequentes estudos, foi determinado que a maioria desse conjunto tem a habilidade de adesão 

às superfícies, permitindo assim concluir que a grande parte dos micro-organismos 
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encontrava-se fixados às superfícies. As primeiras observações de biofilme foram realizadas 

por Arthur T. Henrici em 1933, mas apenas em 1978 sua natureza abrangente e predominante 

foi determinada (HENRICI, 1933; COSTERTON et al., 1978; COSTERTON, 1999).  

 Os biofilmes são comunidades microbianas sésseis caracterizadas por células que são 

ligadas a um substrato, a uma interface ou umas as outras, de forma irreversível que são 

incorporadas a uma matriz polimérica, conhecidos também como slime (DONLAN; 

COSTERTON 2002). Pode ser também considerado um aglomerado simbiótico com grau de 

parceria entre as bactérias, sendo um indicador de adaptação bacteriana com o objetivo de 

aumentar a sua capacidade de sobrevivência e se aderirem às superfícies bióticas ou abióticas 

(COSTERTON, 1999; DONLAN, 2002). Cerca de 97% da composição é água, células 

microbianas, polímeros secretados, nutrientes, metabólitos absorvidos, produtos da lise 

celular, partículas como proteínas, DNA, RNA e polissacarídeos (SUTHERLAND, 2001).  

A fim de que se torne possível a aderência das bactérias colonizadoras nas superfícies, 

as chamadas bactérias colonizadoras primárias necessitam produzir uma matriz 

exopolissacarídica (EPS), que auxilia na aderência e posteriormente as secundárias promovem 

a colonização e o crescimento da estrutura. A EPS, comumente chamada de visco ou matriz 

viscosa, é constituída por polímeros de origem microbiana as quais produzem os biopolímeros 

(FLEMMING et al., 2007). Essa matriz também é considerada um fator determinante no 

processo da formação do biofilme, uma vez que promove a adesão das bactérias à maioria das 

superfícies (COSTERTON, 1999). Entretanto, já existem estudos que demonstram que esta 

matriz não é estritamente necessária para a formação de biofilme (ROHDE et al., 2010). 

 A formação do biofilme é um processo dinâmico e complexo que envolve diversas 

etapas. Marshall, em 1971, descreveu que a formação envolvia apenas duas fases; hoje em 

dia, já é de largo conhecimento que esse processo é dividido em quatro fases. Com base em 

anotações obtidas em vários experimentos utilizando diferentes espécies bacterianas, foi 

proposto um modelo de formação em quatro etapas: adesão da superfície, acúmulo em 

múltiplas camadas de células bacterianas, amadurecimento do biofilme e o desprendimento 

das células, que poderão iniciar um novo ciclo de formação de biofilme em outra superfíce 

(Figura 2) (COSTERTON, 1999; ROHDE et al., 2010).  

A primeira fase (Fase 1 da Figura 2) se inicia com a adesão à superfície, a provável 

ligação no que se refere aos Staphylococcus ocorre através de adesinas da superfície 

bacteriana, como as SdrG (Surface-associated fibrinogen binding protein), GehD (Collagen-

binding protein), EmbP (Extracellularmatrix binding protein) e AtlE (Autolysin E), que se 

ligam ao fibrinogênio, colágeno, fibronectina e vitronectina, respectivamente. Estas adesinas, 
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produzidas por SCoN, são conhecidas como componentes da superfície bacteriana 

reconhecedores de moléculas adesivas (MSCRAMMs - microbial surfasse components 

recognizing adhesive matrix molecules) e se ligam especificamente às proteínas da matriz 

extracelular do hospedeiro (SELLMAN et al., 2008). A principal adesina do S. epidermidis é 

a autolisina AtlE, que é codificada pelo gene cromossômico atlE e tem a capacidade de se 

ligar diretamente à superfície polimérica e também à proteína vitronectina, sugerindo uma 

função no início da adesão e uma contribuição posterior na manutenção da aderência 

(HEILMANN et al., 1997).  

A capacidade de adesão depende principalmente de três fatores: características da 

célula bacteriana, da superfície e do meio. Durante a primeira fase, há interação entre as 

moléculas da estrutura biótica ou abiótica e as dos micro-organismos, dependente também das 

propriedades físico-químicas da superfície e da bactéria (HEILMANN et al. 1997; 

VACHEETHASANEE et al. 1998; COSTERTON, 1999). A adesão pode ser específica 

quando existem interações interprotéicas, ou inespecífica caso a adesão seja mediada entre 

uma superfície abiótica (sem teor protéico) e as bactérias. Com o início da expressão das 

MSCRAMM, ocorre um reconhecimento das proteínas existentes na superfície e posterior, 

ocorre a ligação que promove a adesão inicial e após a formação e a maturação do biofilme 

(JEFFERSON, 2004; O‟GARA, 2007). Também, muitas espécies de bactérias apresentam 

flagelos e fímbrias que são importantes para a adesão à superfície (MACK, 1999). 

Na segunda etapa (Fase 2 da Figura 2) ocorre a acumulação, sendo uma das fases mais 

prolongadas, envolvendo a proliferação e a adesão intercelular formando várias camadas de 

bactérias (HUEBNER; GOLDMANN 1999). As bactérias se unem entre si e assim formam o 

biofilme. Esta fase pode ser mediada por determinados ácidos teicóicos, por proteínas 

associadas à acumulação, as Aap (accumulation-associated protein) e por uma adesina 

polissacarídica intercelular, denominada PIA (polyssacharide intercellular adhesine) 

(HUSSAIN et al. 1997; ROHDE et al. 2005). A PIA é um açúcar composto por resíduos N-

acetilglicosamina ligados por ligações β-1,6 entre si. A PIA apresenta-se através das enzimas 

codificadas pelo operon do gene de adesão intercelular, o gene ica (intercellular gene cluster 

adhesion), sendo este mecanismo um dos mais conhecidos, também ligado aos 

Staphylococcus (HEILMANN et al., 1996; GOTZ, 2002). A maioria dos SCoN não tem 

contato direto com a superfície, dessa forma permanecem no biofilme pela expressão de 

mecanismos de adesão intercelular (ROHDE et al., 2007). 

A superfície da parede das bactérias GP é coberta por peptidoglicanos e diferentes 

proteínas, adesinas e ácidos teicóicos. Esse peptidoglicano funciona como um esqueleto da 
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parede que é constituído por N-acetilglicosamina e por ácido N-acetilmuramico, úteis à 

formação da PIA e do biofilme (MACK, 1999). A PIA é codificada pelo operon ica que 

contêm os genes icaADBC (biossíntese) e icaR (regulação) (HEILMANN et al., 1996; 

GOTZ, 2002). O locus icaADBC codifica as enzimas responsáveis pela síntese e 

desacetilação da PIA (HEILMANN et al., 1996; VUONG et al., 2004). O processo de 

formação do biofilme em Staphylococcus por meio do operon ica é pela produção de 

proteínas através do gene icaA. A presença do icaD favorece a produção, e maiores cadeias 

são sintetizadas com a presença do icaC (GERKE et al., 1998). Após esta fase, o icaB 

promove a desacetilização da molécula a fim de formar a PIA (GOTZ, 2002). 

Na fase de maturação (Fase 3 da Figura 2) o biofilme tem uma estrutura tridimensional 

chamada “cogumelo” (Figura 2) (COSTERTON et al., 1995), com canais de circulação de 

nutrientes para as células nas camadas mais profundas. O amadurecimento do biofilme e o 

posterior desprendimento dos micro-organismos planctônicos estão menos elucidados em S. 

epidermidis (OTTO, 2009). É na ultima fase, a do desprendimento (Fase 4 da Figura 2) que 

ocorre a saída das células bacterianas do biofilme para que se torne possível a sua 

disseminação e a colonização de outros sítios (OTTO, 2008).  

 

 

 

Figura 2 - Formação do biofilme em quatro etapas: 1: adesão primária e rápida da célula 

bacteriana na superfície do corpo estranho seguido do revestimento destas células por 

proteínas da matriz extracelular do hospedeiro; 2: acúmulo do biofilme com as bactérias se 

proliferando e se acumulando para formar várias camadas de agregados de células que são 

incorporados na matriz extracelular; 3: amadurecimento do biofilme com circulação de 

nutrientes para as células nas camadas mais profundas; e 4: desprendimento celular com 

disseminação e colonização dos micro-organismos em outros sítios. 

Fonte: Adaptado de STOODLEY, et al., 2002. 
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Muitos fatores contribuem para a ocorrência da etapa de desprendimento celular, 

como: forças mecânicas através do fluxo sanguíneo; interrupção da produção de substâncias 

essenciais e enzimas que destroem a matriz. Essas enzimas podem ser as mesmas relacionadas 

à sua formação, e quando produzidas em grande número poderão ocasionar o descolamento, 

especialmente na superfície do biofilme, esse por sua vez mantém a espessura e controla a 

taxa de disseminação bacteriana através de moléculas sinalizadoras, um sistema de 

intercomunicação quorum-sensing (OTTO, 2008).  

Já foram descritos em Staphylococcus dois sistemas quorum sensing com influência na 

formação de biofilme. O mais conhecido é o gene regulador acessório, o agr (accessory gene 

regulator) que controla a formação de biofilme, a sua não funcionalidade facilita a fixação 

primária do patógeno à superfície (VUONG et al., 2000) e o gene luxS (system luxS), sua 

supressão leva a um aumento na regulação da transcrição dos icaADBC, aumentando assim a 

síntese de PIA (MACK et al., 2006; XU et al., 2006). 

Essas estruturas são altamente hidratadas e contém canais que permitem a difusão 

interna de nutrientes e de oxigênio, conferem proteção aos mecanismos de defesa do 

hospedeiro por não serem detectados pelo sistema imune inato e impedem a entrada dos 

antimicrobianos dificultando a difusão desses fármacos nos tecidos (DONLAN, 2002). 

Autores reportaram que o biofilme garante proteção contra os antimicrobianos através de dois 

fatores: pela penetração restrita dos antimicrobianos devido a camada protetora de EPS e pela 

redução na taxa de crescimento dos micro-organismos, pois a grande maioria dos 

antimicrobianos é mais eficiente no ataque quando as células bacterianas estão em 

crescimento (LEWIS, 2001; MELCHIOR et al., 2009). Além disso, um estudo mais recente 

demonstrou que o biofilme também ocasiona a redução da eficiência dos desinfetantes na pele 

de doadores de sangue (TAHA et al., 2014). 

Os Staphylococcus formam biofilmes e estão descritos como um dos principais grupos 

formadores de biofilmes (MACK, 1999). A formação de biofilme por S. epidermidis pode 

estar sujeita às alterações ambientais como: concentrações sub-inibitórias de antimicrobianos, 

temperatura altas, suplementação de carboidratos, teor de dióxido de carbono e oxigênio, 

concentração de ferro, osmolaridade e exposição ao etanol, anaerobiose, entre outras 

(DOBINSKY et al., 2003; CAFISO et al., 2004; MACK et al., 2006; MACK et al., 2007). 

Acredita-se também que genes icaAC possam ser inativados pela inserção de uma sequência 

IS256, a qual faz parte do transposon, que pode se associar com os genes e extinguir a 

produção da PIA (ZIEBUHR et al., 1997; ZIEBUHR et al., 1999; CONLON et al., 2004). 

Além disso, os mecanismos envolvidos na formação de biofilme em cepas icaADBC-
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independente podem estar inativos em culturas in vitro (ROHDE et al., 2005). Sendo assim, 

um fenótipo que é negativo para biofilme, não reflete necessariamente a incapacidade de 

formar um biofilme (CHRISTNER et al., 2010).  

A expressão concomitante dos genes icaADBC é extremamente necessária para a 

síntese da PIA, no entanto, já existem relatos de S. epidermidis biofilme-negativos e ica-

positivos. Dessa maneira, a formação de biofilme não é totalmente dependente do locus ica, 

podendo estar associada a uma série de fatores, outros genes e proteínas que podem promover 

a sua formação (KOGAN et al., 2006). Além da PIA, duas outras proteínas também parecem 

estar envolvidas, uma é a Aap (HUSSAIN et al., 1997; ROHDE et al., 2005) e a outra é a 

proteína associada ao biofilme, a Bap (biofilm-associated protein) (TORMO et al., 2005).  

Já foi reportada a formação de biofilme na ausência do gene ica em cepas que 

apresentavam o gene bap, sem a necessidade da PIA. O gene bap pode ser encontrado em 

espécies estafilocócicas (TORMO et al., 2005). Um gene homólogo ao bap, o bhp (bap 

homology protein), ocorre em S. epidermidis de origem humana, no entanto, o mecanismo 

para a formação de biofilme ainda não está totalmente esclarecido (TORMO et al., 2005; 

VADYVALOO; OTTO 2005). Dessa forma, deve-se ressaltar que o potencial de virulência 

de uma bactéria não se restringe unicamente a um único fator, é um fenômeno muito 

complexo (MONTANARO et al., 2007). 

No que diz respeito aos testes de identificação da produção de biofilme, uma série de 

metodologias fenotípicas foi desenvolvida para o cultivo e a quantificação do biofilme, entre 

essas: teste em aderência de tubo de borossilicado (ABT), teste em microplaca com cristal 

violeta, ágar Congo vermelho (CRA), radiomarcação, microscopia, entre outros (DEIGHTON 

et al. 2001; ARCIOLA et al. 2002; STEPANOVIC et al. 2007). O método de detecção 

primeiramente foi descrito por Christensen et al., em 1982, que demonstraram a presença do 

biofilme em tubo de borossilicato e consiste no esvaziamento do conteúdo do tubo de cultura 

e a formação de uma mancha residual do corante com a bactéria. Logo após, em 1985, o teste 

em microplaca de poliestireno com cristal violeta foi desenvolvido por Christensen et al. Este 

teste emprega uma microplaca com 96 poços que permite determinar, de forma 

semiquantitativa, a formação de biofilme a partir da leitura da densidade ótica. O biofilme 

formado é corado com cristal violeta em uma concentração de 0,5%, tornando possível 

realizar uma estimativa direta da presença macroscópica do biofilme aderido ao fundo da 

placa (CHRISTENSEN et al., 1982; CHRISTENSEN et al., 1985; ARCIOLA et al., 2006). 

Posterior, Freeman et al. em 1989, relataram uma técnica baseada na utilização do 

CRA, onde os isolados, que são considerados PIA-positivos, formam colônias negras e os 
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PIA-negativos, colônias vermelhas. A partir dessas metodologias, muitos estudos puderam 

retratar que isolados patogênicos produzem uma maior quantidade de biofilme em relação aos 

não patogênicos, dessa forma, estabelecendo um instrumento de diferenciação entre uma 

infecção e uma possível contaminação (FREEMAN et al., 1989; SILVA et al., 2002; 

ALCARÁZ, 2003). A formação de biofilme em S. epidermidis tem sido amplamente 

documentada nas últimas décadas, determinando a importância da realização de métodos 

capazes de identificar a produção de biofilme em isolados clínicos (ARCIOLA et al., 2006).  

No que se refere às técnicas moleculares, são utilizadas para a detecção dos genes de 

formação de biofilme, que envolvem a análise do DNA bacteriano, baseados em análises de 

elementos genéticos cromossômicos ou extracromossômicos (LEVY, 2000). O estudo de uma 

região específica do genoma de determinado organismo permite apontar os genes através do 

uso da Reação de Cadeia da Polimerase, a PCR (Polymerase Chain Reaction), técnica capaz 

de amplificar a região genômica de interesse. Utilizam-se iniciadores, primers, específicos 

para os genes a serem pesquisados. A detecção dos genes icaA e icaD, aap e atlE permitem 

uma boa avaliação da formação do biofilme (HEILMANN et al., 1996; DE ARAUJO et al., 

2006; ROHDE et al., 2007; CAMPOCCIA et al. 2009). 

 

1.7 Resistência a meticilina/oxacilina de Staphylococcus – MRSCoN 

 

O antimicrobiano meticilina foi a primeira penicilina semissintética produzida ainda 

na década de 60, para tratamento de S. aureus resistentes à penicilina. Inicialmente foi 

considerada resistente à inativação das enzimas beta-lactamases, as quais hidrolisam o anel 

beta-lactâmico e provocam a perda da atividade antibacteriana (SHINEFIELD; RUFF, 2009). 

A meticilina bloqueia o crescimento bacteriano dos Staphylococcus por inibição da síntese da 

parede celular, através da ligação com as proteínas ligadoras da penicilina, as PBPs (Penicillin 

Binding Proteins), que estão presentes na parede celular desses micro-organismos. As quatro 

principais PBPs são PBP 1, 2, 3 e 4 e são produzidas tanto por isolados de Staphylococcus 

suscetíveis, como resistentes (CHAMBERS, 1997).  

Logo após o advento da meticilina, em 1961 no Reino Unido ocorreram os primeiros 

relatos de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA), assim, também resistentes aos demais 

beta-lactâmicos (cefalosporinas e outros). Posterior, com o aparecimento de cepas de SCoN 

resistentes à meticilina (MRSCoN) as infecções ocasionadas por Staphylococcus se tornaram 

um problema clinicamente grave, principalmente em relação as limitações terapêuticas 

(PFALLER et al., 1999; DIEKEMA et al., 2001; ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Um aspecto 
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diferente da resistência à meticilina é a sua natureza heterogênea, onde o grau de resistência 

varia, especialmente, com as condições do meio de cultura e do antimicrobiano beta-

lactâmico, com a concentração do inóculo, tempo de incubação, temperatura, pH e 

concentração de sal do meio (CHAMBERS, 1997; DE GIUSTI et al., 1999).  

A resistência dos Staphylococcus à meticilina (MRS) na maioria das vezes é 

codificada pelo gene mecA, conhecida como resistência clássica, que altera uma enzima alvo 

dos antimicrobianos beta-lactâmicos, as PBPs, e quando alterada denomina-se proteínas 

ligadoras da penicilina alterada (PBP2a). Essa faz com que a meticilina e outros compostos 

penicilina-penicilinase resistente (PPR) tenham baixa afinidade pela parede celular e, 

consequentemente, percam sua atividade (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). O grupo PPR é 

composto pela oxacilina (análogo mais estável da meticilina), meticilina, nafcilina, cloxacilina 

e dicloxacilina, e compõem a classe de fármacos de escolha para o tratamento de infecções 

por Staphylococcus produtores de penicilinases, mas que não apresentam a PBP2a (SCHITO, 

2006). Esse mecanismo de resistência pode ocorrer de forma homogênea, quando todas as 

colônias expressam a resistência, ou heterogênea, na qual somente uma parte da colônia 

expressa (PFALLER et al., 1999; DIEKEMA et al., 2001; ROSSI; ANDREAZZI, 2005). 

As outras resistências não estão relacionadas com a presença do gene mecA, mas pela 

hiperprodução de beta-lactamases que pode ser: por inativação da oxacilina resultando em 

hidrólise parcial do anel beta-lactâmico (resistência borderline a oxacilina - BORSA) e 

presença de outra PBP com baixa afinidade à oxacilina (MODSA), e o gene responsável é 

conhecido como bla (TOMASZ et al., 1989, PFALLER et al., 1999; DIEKEMA et al., 2001; 

ITO et al., 2003, ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Em vista disso, essas bactérias são resistentes 

a todas as penicilinas (sintéticas, semissintéticas e as resistentes as penicilinases), aztreonam, 

carbapenêmicos e cefalosporinas. Permanecendo poucas alternativas de terapia, entre elas os 

glicopeptídeos, como a vancomicina (CHAMBERS, 1997; MARTINEAU et al., 2000).  

O gene mecA está presente em um DNA cromossomal denominado complexo mec, faz 

parte de um elemento genético móvel encontrado em isolados de MRSA, denominado cassete 

estafilocócico do cromossomo mec, o SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) 

(HIRAMATSU et al., 2002; KATAYAMA et al., 2000). Esse elemento serve como veículo 

de troca de genes de resistência entre as espécies de SCoN e S. aureus (KATAYAMA et al., 

2000). Facilita as trocas úteis para a sobrevivência dos Staphylococcus em vários ambientes, 

além de conter genes de resistência a outros antibióticos, e outros genes e pseudogenes que 

codificam enzimas com diversas funções (ITO et al., 2001; HIRAMATSU et al., 2004).  
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Elevados níveis de homologia são demonstrados pelo gene mecA, quando isolado nos 

MRSA e MRSCoN, entretanto, a sua origem ainda não está esclarecida. Um homólogo do 

gene mecA, com 88% de similaridade entre os aminoácidos foi identificado nos 

Staphylococcus sciuri. Um dado interessante é que o gene homólogo é ubíquo nessa espécie, 

mas o seu genótipo é suscetível, dessa forma, esse e outros dados sustentam a hipótese de que 

o gene mecA teve origem em espécies de SCoN, provavelmente uma espécie 

evolucionariamente muito próxima do S. sciuri (CHAMBERS, 1997).  

Estudos mais recentes detectaram também um raro gene homólogo ao mecA, em cepas 

de S. aureus isoladas de humanos, que apresentaram resistência fenotípica à meticilina mas 

não apresentaram o gene mecA. Este gene foi denominado 
mecA

LGA251 (CUNY et al., 2011; 

SHORE et al., 2011). Estudos também têm demonstrado que os elementos de SCCmec são 

mais diversificados em MRSCoN e novos genes ccr (cassette chromosome recombinases) 

ainda estão sendo continuamente identificados em diferentes espécies de SCoN (VITALI et 

al., 2014). Cabe ressaltar que o SCCmec possui dois complexos diferentes, o mec e o ccr, esse 

último codifica recombinases responsáveis pela mobilidade do SCCmec (ITO et al., 2001; 

ITO et al., 2003). 

Outros genes denominados fator essencial para a resistência à meticilina, o fem (factor 

essential for methicillin resistance) foram identificados nos cromossomos dos MRSA e dos 

MRSCoN independentes do lócus mec e contribuem para expressão da resistência aos beta-

lactâmicos (HENZE et al., 1993). Não possuem envolvimento na síntese da PBP2a, e sim na 

formação da ligação cruzada dos precursores da cadeia do peptideoglicano-pentaglicina. 

Estudos demonstraram que a presença do gene femA é necessária para aumentar a atividade 

autolítica observada nas cepas contendo mecA (HENZE et al., 1993; BERGER-BACHI et al., 

2002) e os genes femAB aparecem como os mais importantes (CARBON, 2000). 

O gene bla (betalactamase) e o mecA (PBP2a) são geneticamente e bioquimicamente 

diferentes, mas são regulados por um sistema indutor e repressor semelhante. Eles podem 

controlar a produção da PBP2a e da betalactamase devido à homologia dos dois sistemas 

regulatórios (KATAYAMA et al., 2003). Os elementos reguladores que controlam a 

transcrição do gene mecA são o mecI e o mecR1 (CHAMBERS, 1997). O mecR1 codifica um 

indutor e o mecI um forte repressor do mecA. E os que regulam a produção das beta-

lactamases são os blaR1 e blaI (LIM; STRYNADKA, 2002). 

Um importante mecanismo que representa uma via de transmissão de determinantes de 

resistência antimicrobiana, especialmente para os antimicrobianos aminoglicosídeos e beta-

lactâmicos, são os plasmídeos. Vários SCoN possuem esses componentes e alguns podem ser 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Strynadka%20NC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12389036
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transferidos por conjugação entre espécies diferentes de SCoN ou até mesmo entre SCoN e S. 

aureus (HUEBNER; GOLDMANN, 1999). A resistência à meticilina é uma importante 

característica dos Staphylococcus e a dificuldade na detecção fenotípica dessa resistência é 

devido à expressão heterogênea do gene mecA (HEIKENS et al., 2005). 

Segundo um levantamento de dados, entre 1997 e 2001, realizado pelo SENTRY em 

hospitais brasileiros e da América Latina a resistência à meticilina dos SCoN em 

hemoculturas foi de 80,8% e 76,2%, respectivamente (SADER et al., 2004). Os SCoN 

apresentam cerca de 75% dos isolados resistentes à meticilina (YORK et al., 1996), 

geralmente, acompanha a resistência a outros antimicrobianos. Com a expansão dessa 

resistência ocorreu o aumento do uso de glicopeptídeos para terapia empírica e até mesmo 

para profilaxia, ocasionando a potencial transmissão da resistência entre as espécies e a 

diminuição da suscetibilidade aos glicopeptídeos (DE GIUSTI et al., 1999). Sempre há a 

necessidade de realizar os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos antes do tratamento, 

principalmente para identificar precocemente a resistência à meticilina, com o intuito de 

diminuir o uso desnecessário dos glicopeptídeos e os custos hospitalares, quando o isolado for 

suscetível aos beta-lactâmicos (DOMARACHI et al., 1998; HUSSAIN et al., 2002).  

Os primeiros casos de suscetibilidade diminuída à vancomicina foram reportados em S. 

haemolyticus (SCHWALBE et al., 1987). Posterior ocorreram relatos de S. aureus (CDC – 

MMWR, 1997) e em seguida dos S. epidermidis (SIERADZKI et al., 1999). Sabe-se que, o 

espessamento da parede celular foi o mecanismo de resistência envolvido, uma vez que esses 

isolados não apresentaram gene de resistência aos glicopeptídeos, entretanto, todos eram 

resistentes à meticilina (TENOVER et al., 2001).  

Vários métodos de detecção de resistência à meticilina estão sendo desenvolvidos e 

empregados nos laboratórios (DE GIUSTI et al., 1999). O teste de disco-difusão é o método 

mais utilizado pelos laboratórios devido a sua fácil e rápida execução, e baixo custo 

(HUSSAIN et al., 2002). O Instituto de Padronização Clínica e Laboratorial (CLSI - Clinical 

and Laboratory Standards Institute) é uma instituição norte-americana, no entanto, pela 

inexistência de uma padronização brasileira, os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos 

são baseados nesse protocolo. Periodicamente ocorrem revisões dos testes para detecção de 

resistência à meticilina em Staphylococcus, entre outras. 

Em 1999, o CLSI estabeleceu uma diminuição nos pontos de corte para detecção da 

concentração inibitória mínima (CIM) da oxacilina, a fim de melhorar a correlação entre a 

detecção da resistência com a presença do gene mecA (CLSI, 1999). Outra mudança ocorreu 

em 2004, na qual a recomendação foi o uso do disco de cefoxitina no teste de disco-difusão, 
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como método de triagem. O disco de cefoxitina é considerado um melhor preditor para 

detectar a heterorresistência quando comparado ao disco de oxacilina, pois é um forte indutor 

da PBP2a (CLSI, 2004). O S. lugdunensis é a única espécie, entre os SCoN, que possui pontos 

de corte iguais aos utilizados para o micro-organismo S. aureus. Isso se deve à apresentação 

de algumas propriedades semelhantes, como a enzima coagulase ligada, o que resulta em 

testes de coagulase em lâmina ou testes de aglutinação em látex positivos para alguns isolados 

de S. lugdunensis, bem como, a agressividade com que causam as infecções (ANGUERA et 

al., 2005). 

Atualmente, o CLSI recomenda o teste da cefoxitina como método de referência para 

predizer a resistência à meticilina mediada por gene mecA, tanto para o grupo dos S. aureus e 

dos S. lugdunensis, como para os demais SCoN. O CLSI também recomenda e fornece 

valores de intervalos da CIM para esses dois grupos, no entanto, com uma diferença, para o 

primeiro grupo a CIM pode ser efetuada com os antimicrobianos oxacilina e cefoxitina, e para 

o segundo apenas com a cefoxitina (CLSI, 2014). 

Os sistemas automatizados ou semiautomatizados são empregados como testes 

rápidos, entre eles destaca-se o sistema VITEK® 2 (bioMérieux, França) que possui um 

monitoramento contínuo do crescimento dos micro-organismos e também fornece a CIM dos 

antimicrobianos (BÉMER et al., 2005). Outros métodos já utilizados na rotina e também na 

pesquisa são: o MicroScan (Dade Behring, Califórnia), o teste de aglutinação em látex, 

triagem em ágar com oxacilina, determinação da CIM pelo método de Etest, e multiplex PCR 

para a pesquisa dos genes (LOUIE et al., 2001).  

Muitos autores consideram que a detecção do gene mecA por PCR é a metodologia 

padrão ouro. Devido que, em casos de infecções severas, é clinicamente útil para detectar 

rapidamente a suscetibilidade e a identificação da bactéria (BROWN, 2001; MARTINEAU et 

al., 2000). Contudo, poucos são os laboratórios que usam essa técnica e possuem padrão 

econômico para aplicar testes de PCR em todos isolados de Staphylococcus, sendo assim, o 

teste de disco-disfusão permanece sendo a metodologia de escolha para detectar a resistência 

dos MRS. O ideal seria a combinação do método fenotípico e genotípico para a detecção 

rápida e a obtenção acurada da suscetibilidade ou da resistência (SKOV et al., 2003).  

 

 

 

 



55 

 

1.8 Resistência aos macrolídeos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B de 

Staphylococcus - MLSB  

 

Pesquisas com cepas hospitalares de Staphylococcus mostraram um aumento global da 

resistência à maioria dos antimicrobianos. Em 1986 a resistência à eritromicina era de 41,1%, 

no entanto, outro estudo posterior relatou que esse percentual aumentou para 63% (CUEVAS 

et al., 2004). Como outros macrolídeos, a eritromicina é considerada bacteriostática e pode se 

tornar bactericida em concentrações elevadas ou em contato com micro-organismos muito 

suscetíveis. Além disso, possui um médio espectro de ação e dessa forma, torna-se um 

substituto da penicilina G. A sua ação ocorre por inibição da síntese das proteínas, com a 

ligação à fração 50S do ribossomo, impedindo a fixação do RNA transportador e assim 

bloqueando o aporte dos aminoácidos componentes das proteínas (TAVARES, 2001).  

A resistência adquirida à eritromicina vem sendo relatada em vários micro-

organismos, principalmente os de ambiente hospitalar (TAVARES, 2001). Essa resistência 

pode ser ocasionada por vários motivos, entre esses, pelo menos três são mediados por 

plasmídeos (BRUNTON et al., 2006). Plasmídeos são pequenos elementos genéticos super-

enovelados formados por cadeia dupla de DNA e localizados no citoplasma da célula 

bacteriana (QUINN et al., 2011). Então, a resistência pode ocorrer por redução da 

permeabilidade à droga, modificação dos sítios-alvo e também, por hidrólise do próprio 

antimicrobiano (BRUNTON et al., 2006). A azitromicina tem ação bacteriostática, e seu 

mecanismo de ação é muito semelhante ao da eritromicina, no entanto, diferencia-se por ter 

um espectro de ação mais amplo e sua farmacocinética é mais favorável e tem melhor 

tolerância (TAVARES, 2001).  

A clindamicina é muito usada no tratamento de infecções de pele e de tecidos moles 

causadas por Staphylococcus. Possui boa absorção oral e a torna uma opção importante na 

terapia ambulatorial ou como seguimento após a terapia intravenosa (CIRAJ et al., 2009; 

SADERI et al., 2011). As estreptograminas são um grupo de antimicrobianos formados de 

uma mistura de duas classes diferentes, designadas estreptograminas A e B. A quinupristina-

dalfopristina é uma estreptogramina semissintética injetável, resultante da mistura dos 

antimicrobianos quinupristina e dalfopristina e agem em sinergia (LECLERCQ; 

COURVALIN, 1991; SOUZA et al., 2005). Os antimicrobianos dos grupos macrolídeos, 

lincosamidas e estreptograminas do grupo B (MLSB) são opções terapêuticas para tratamento 

de infecções estafilocócicas em peles e tecidos moles, além de serem alternativas para 

indivíduos com hipersensibilidade à penicilina (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). 
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Existem dois mecanismos de resistência ligados aos antimicrobianos macrolídeos em 

Staphylococcus que são bem conhecidos: a modificação do alvo dos ribossomos por uma 

metilase que é mediada por genes erm (erythomycin ribosome methilation) (NAKAJIMA, 

1999) e o mecanismo específico de efluxo do macrolídeo mediado pelo gene msrA 

(MATSUOKA et al., 1999). Outros mecanismos de resistência observados são a inativação 

dos macrolídeos por enzimas ou as mutações (MURRAY et al., 2014). 

Staphylococcus resistentes à eritromicina (macrolídeos) podem apresentar resistência 

constitutiva ou induzível à clindamicina (lincosamidas), um mecanismo de resistência 

conhecido como resistência MLSB. Na resistência constitutiva (cMLSB) os isolados 

expressam resistência à eritromicina e à clindamicina, enquanto que na resistência induzível 

(iMLSB) os isolados são resistentes apenas à eritromicina (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). A 

resistência iMLSB é determinada pela presença de uma família de genes chamados ermABC, 

responsáveis por alterar o sítio alvo de ligação dos macrolídeos no ribossomo bacteriano, 

conferindo também resistência cruzada às lincosamidas e às estreptograminas do grupo B 

(OPLUSTIL et al., 2004).  

Essa família de genes expressa as N-metiltransferases que realizam a metilação e 

dimetilação de um resíduo de adeninas no domínio funcional peptidil transferase do RNA 

ribossômico 23S (LAMBERT et al., 2005). Estão amplamente distribuídos em isolados de 

Staphylococcus oriundos de humanos e animais e localizados, principalmente, em plasmídeos 

pequenos (HAUSCHILD et al., 2006). A prevalência dos três genes é muito variável e estudos 

demonstram que isso depende muito da origem da cepa isolada (NAWAZ et al., 2000). Em 

investigações em isolados MRSA, o gene ermA foi prevalente em relação ao ermC e não se 

detectou o ermB. (JENSEN et al., 1999; WANG et al., 2008). E quando o gene ermB foi 

encontrado em S. aureus e SCoN é sempre em uma frequência menor (COUTINHO et al., 

2010). 

As bombas de efluxo da família ABC também estão ligadas à resistência aos 

macrolídeos e são codificadas pelos genes msrABC. Essas bombas são proteínas de transporte 

e contribuem para a multirresistência bacteriana. (WEBBER; PIDDOCK, 2003; KUMAR; 

SCHWEIZER, 2005). A primeira detecção do gene msrA em bactérias foi realizada em 

isolados de S. epidermidis e posterior também encontraram os genes msrA e B em S. aureus 

(LEVY, 1992; WANG et al., 2008). O mecanismo de efluxo é caracterizado como o fenótipo 

MSB, codificado pelo gene msrA, que confere resistência apenas aos macrolídeos 

(MATSUOKA et al., 2002; DAVID et al., 2005). 
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No que se refere à detecção da resistência MLSB, ela pode ser realizada através da DD 

de antimicrobianos das classes dos macrolídeos e das lincosamidas, bem como através de 

pesquisas moleculares dos genes responsáveis pela resistência. Na DD se o isolado apresentar 

resistência à eritromicina e à clindamicina, detecta-se o fenótipo cMLSB, no entanto, se 

apresentar resistência apenas à eritromicina faz-se necessária a realização do teste de indução 

por disco-aproximação (D-teste) (OPLUSTIL et al., 2004). Se o D-teste for positivo, 

caracterizado pelo achatamento do halo do antimicrobiano clindamicina, deve-se reportar que 

a clindamicina também é resistente, devido a presença do fenótipo iMLSB, que é codificada 

pelo gene erm. Logo, nenhum macrolídeo ou lincosamida deve ser usado como opção 

terapêutica. Porém, se o D-teste for negativo, deve-se reportar clindamicina como suscetível e 

relata-se a presença do fenótipo MSB, em que os macrolídeos não devem ser usados como 

opção terapêutica e é codificado pelo gene msrA (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).  

 

1.9 Justificativa 

 

O Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM) é o centro de referência ao 

atendimento à oncologia da 4ª Coordenadoria Regional da Saúde. Nesse nosocômio são 

efetuados transplantes de medula óssea, tratamentos de leucemias no setor de Hematologia-

Oncologia, além de cirurgias de grande porte, urgências e emergências, gerando assim, a 

constante falta de CPs. 

Atualmente, os hemocomponentes são triados por técnicas ultrassensíveis, entretanto, 

a contaminação bacteriana permanece sendo o risco mais comum relacionado à transfusão 

(ANDREU et al., 2002) e a subsequente bacteremia passou a assumir um papel de destaque na 

hemoterapia (ENGELFRIET et al., 2000). A triagem para a detecção de contaminação em 

todos os CPs também constitui consenso dos profissionais da saúde no HUSM, devido ao 

risco de reações sépticas que podem ser ocasionadas pela transfusão de CPs contaminados. 

Em particular, os CPs são considerados, entre os hemocomponentes transfundidos, a principal 

causa de contaminação bacteriana e são responsáveis pela maioria das reações sépticas 

transfusionais. Somando-se a isso, é importante destacar a alta incidência da resistência 

bacteriana atualmente presente, tanto no meio hospitalar como comunitário.  

Sabemos que necessitamos de um método de fácil aplicação e baixo custo, porém, 

rápido e com boa sensibilidade para a realização do controle microbiológico, associado à 

necessidade que a legislação passe a recomendar a análise bacteriológica total dos 

hemocomponentes, a fim de minimizar a transfusão de CPs contaminados com bactérias e o 
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risco das reações sépticas transfusionais. Em razão de que já é de nosso conhecimento a 

ocorrência de reação séptica transfusional em nosso hospital, sendo evidenciada após a 

infusão de CPs contaminados com bactérias (MARTINI et al., 2012). Além do mais, a 

importância de se estudar isolados de SCoN comunitários, visto que são líderes em alguns 

tipos de infecções, principalmente, em pacientes imunodeprimidos sujeitos a transfusões e, 

também pela multirresistência observada nesse gênero bacteriano. 

O presente trabalho busca a avaliação das técnicas utilizadas para a detecção 

bacteriana, a identificação dos micro-organismos envolvidos, bem como, a investigação da 

presença de mecanismos de resistência e fatores de virulência das 16 cepas de Staphylococcus 

isoladas de 691 bolsas de CPs, coletas realizadas em 2009 e 2010. A partir desse estudo na 

íntegra, acredita-se que ocorrerá um controle microbiológico mais adequado nos 

hemocomponentes, além de proporcionar um conhecimento da epidemiologia local, tanto da 

espécie bacteriana mais isolada, assim como, dos mecanismos de resistência e virulência dos 

SCoN.  

 

1.10 Objetivos 

 

1.10.1 Objetivo geral 

 

Avaliar as metodologias de detecção bacteriana e de resistência dos Staphylococcus 

coagulase negativa (SCoN) isolados das bolsas de concentrados plaquetários (CPs). 

 

1.10.2 Objetivos específicos 

 

Determinar a prevalência da contaminação bacteriana nas bolsas de CPs investigadas;  

Avaliar as metodologias para a detecção bacteriana em CPs;  

Determinar a metodologia de detecção bacteriana em CPs mais viável para ser 

implementada em uma rotina laboratorial; 

Identificar as espécies bacterianas por meio de metodologia automatizada; 

Definir o perfil de suscetibilidade frente aos antimicrobianos dos isolados; 

Investigar os mecanismos de resistência e os fatores de virulência apresentados pelos 

isolados de SCoN; 

Determinar a melhor técnica de detecção do biofilme, em isolados de SCoN, para ser 

implementada em uma rotina laboratorial; 
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Comparar as técnicas de análise fenotípica com a metodologia do PCR através dos 

resultados obtidos de sensibilidade e especificidade. 
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2.1 Artigo 1 

 

 

Avaliação do Desempenho de Culturas Convencionais na Detecção da Contaminação 

Bacteriana em Concentrados Plaquetários em um Hospital Universitário do Sul do 

Brasil
1 

 

Análise microbiológica de Plaquetas 

 

Rosiéli Martini, Rosmari Hörner, Cláudia Barbisan Kempfer, Mônica de Abreu Rodrigues, 

Lívia Gindri, Maísa Kraülich Tizotti, Liliana Urdangarin de Sousa, Silvana Oliveira dos 

Santos, Jacqueline Nunes Rodrigues 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

____________________ 
1
 Artigo publicado em: Revista de Ciências Farmacêuticas Básica e Aplicada, v. 35, n. 2, p. 239-244, 2014. 

(Anexo D). 
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RESUMO 

As transfusões sanguíneas retratam um suporte indispensável no tratamento de pacientes com 

câncer. Por outro lado, representam um sério risco de sepse bacteriana. Os concentrados 

plaquetários (CPs) são os hemocomponentes com a mais alta frequência de contaminação 

bacteriana, responsáveis pela maioria das reações sépticas transfusionais. Este estudo 

objetivou avaliar diferentes metodologias convencionais de cultura na detecção da 

contaminação bacteriana em CPs. Um total de 691 amostras de CPs (665 plaquetas 

randômicas e 26 plaquetaféreses), provenientes do Hemocentro do Estado do Rio Grande do 

Sul (HEMORGS), foi analisado. Foram empregadas técnicas de cultura qualitativa, 

quantitativa e de crescimento diário, com as quais evidenciamos 2,32% de contaminação 

bacteriana nas amostras analisadas, sendo todas provenientes de coleta pelo método 

randômico. A metodologia qualitativa apresentou o melhor desempenho. Esse fato nos 

permite reforçar a importância da realização de triagem bacteriológica pré-transfusional em 

todas as amostras de CPs para a redução dos riscos de sepse.  

Palavras-chave: Concentratos plaquetários; bactérias; metodologias; transfusão sanguínea. 

 

INTRODUÇÃO 

 

A transfusão de concentrados plaquetários (CPs) é essencial para o tratamento de 

pacientes com doenças neoplásicas e hematológicas (Niu et al. 2006). A contaminação 

bacteriana das plaquetas é atualmente a complicação infecciosa mais comum, posterior à 

transfusão (Chang et al. 2004). Anteriormente à década de setenta as plaquetas eram estocadas 

a 4 °C com a finalidade de diminuir o risco da contaminação e proliferação bacteriana. No 

entanto em 1969, Murphy e Gardner concluíram em seus estudos, que a estocagem a 13, 20, 22 

e 37
 
°C melhoravam a viabilidade e a funcionalidade das plaquetas (Murphy & Gardner 1969). 

A partir desta evidência iniciou-se essa prática, a qual é mantida até hoje e adotada 

mundialmente, na qual a estocagem dos CPs ocorre entre 20 a 24 °C por 5 dias (AABB 2004, 

Brasil 2010). No entanto, estudos atuais demonstraram que esta temperatura favorece o 

crescimento bacteriano (McDonald et al. 2004). 

O desfecho clínico dos pacientes, os quais recebem CPs contaminados com bactérias, 

depende de múltiplos fatores, entre os mais importantes pode-se citar: o estado imunológico, 

o número de bactéria infundida, a virulência da espécie, o fato do paciente estar em uso de 

antimicrobiano no momento da infusão, além da capacidade da bactéria em produzir 

endotoxinas. Este último fator está associado a um prognóstico desfavorável (Blajchman & 
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Goldman 2001; Blajchman 2004).
 

Constitui consenso que o principal mecanismo de 

contaminação bacteriana dos CPs é originário da pele do doador ou do sangue (Blajchman 

2002). Os microrganismos mais comumente encontrados como contaminantes dos CPs são as 

bactérias gram positivas (GP) comensais da pele (Brecher & Hay 2005). 

Nos países acreditados pela Food and Drug Administration (FDA), a detecção da 

contaminação nos CPs é realizada através de exames bacteriológicos em todas as unidades de 

CPs como triagem pré-transfusional (AABB 2004). Já no Brasil, a regulamentação dos 

serviços de hemoterapia é realizada pela Resolução de Diretoria Colegiada (RDC) nº 57, de 

16 de dezembro de 2010, que não preconiza a cultura em todas as amostras como triagem pré-

transfusional, mas em apenas 1% da produção mensal ou 10 unidades por mês (Brasil 2010). 

Várias técnicas têm sido sugeridas para a triagem da contaminação bacteriana em CPs 

(Krishnan & Brecher 1995, Goldman & Blajchman 2000), as quais vão desde a realização de 

um extenso questionário ao doador, melhoramento no processo de desinfecção da pele e 

diminuição do tempo de estocagem das bolsas (Grossman et al. 1991, Blajchman & Goldman 

2001), testes de marcadores metabólicos como a medida do pH e do nível de glicose (Martini 

et al. 2010) e coloração de Gram.  

Na década passada a introdução de testes para a detecção de anticorpos  e amplificação 

dos ácidos nucleicos contribuiu para diminuir os riscos (Canellini et al. 2010). Porém, o 

diagnóstico para a avaliação da esterilidade das amostras de CPs depende diretamente da 

qualidade do teste bacteriológico (Canellini et al. 2010) 
 
a qual requer tempo para que os 

microrganismos proliferem e sejam passíveis de detecção (Ribeiro & Kutner 2003). 

Atualmente contamos com metodologias de cultura aprovadas para a detecção da 

contaminação bacteriana em plaquetas (Canellini et al. 2010), porém nenhuma delas 

padronizada como o “gold standard”. O fato de nenhuma técnica atender a requisitos como 

alta sensibilidade e especificidade, curto intervalo de tempo para a detecção da contaminação, 

custo acessível e fácil padronização para uso rotineiro geram preocupação nos sistemas de 

hemovigilância utilizados (Mitchel & Brecher 1999). A investigação da presença de 

contaminantes em CPs necessita ser rápida, sensível e principalmente de fácil manejo (Dreier 

et al. 2004). 

Atualmente o método mais utilizado para a detecção de contaminação bacteriana em 

hemocomponentes é a cultura automatizada (Cunha, 2006). Existem várias estratégias para 

reduzir a transfusão de hemocomponentes contaminados com bactérias (Brecher & Hay, 

2005). Dentre as metodologias descritas na literatura para o controle microbiológico de 

hemoderivados pode-se citar: a avaliação dos parâmetros metabólicos, na qual são utilizadas 
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fitas reagentes para verificar a concentração de glicose e o valor do pH (Hay & Brecher, 

2004); o exame microscópico, que tem sido proposto como triagem de bactérias em CPs, 

sendo que, normalmente são utilizados os corantes de Gram e de Laranja de Acridina 

(Mitchell & Brecher,1999); os métodos baseados na detecção de DNA/RNA, os quais são 

amplamente empregados e possuem como vantagem a rapidez e a sensibilidade na triagem de 

bactérias em CPs (Sen, 2000); métodos como pan genera detection (PGD) (Hall et al., 2004) 

e Fluorescence-activated cell sorting analysis (FACS) (Schmidt et al., 2006) e os métodos de 

cultura automatizados que foram aprovados pelo FDA para a detecção de contaminação 

bacteriana em CPs. Os testes são: BacT/Alert® e o sistema de detecção bacteriana aprimorado 

não automatizado - enhanced bacterial detection system – (eBDS) (FDA, 2004). 

Este estudo, realizado no Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul (HEMORGS) 

localizado em Santa Maria (SM) no Rio Grande do Sul (RS), objetivou avaliar diferentes 

ensaios convencionais de detecção da contaminação bacteriana em CPs, com o intuito de 

eleger uma metodologia que fosse ao mesmo tempo sensível, de baixo custo e de fácil 

execução para ser implementada na rotina desse hemocentro. Os CPs coletados no 

HEMORGS, em quase sua totalidade, são utilizados pelos pacientes hemato-oncológicos do 

Hospital Universitário de Santa Maria (HUSM), um hospital universitário, terciário, que 

presta atendimento especializado a 30 municípios satélites de pequeno porte. A detecção dos 

CPs contaminados reverte na diminuição do sério risco da sepse bacteriana, a qual aumenta o 

período de internação, custos hospitalares, morbidade e mortalidade. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Amostras 

Analisou-se um total de 691 CPs, dos quais 665 foram obtidos pela centrifugação do 

sangue total e 26 pelo método de aférese. Todas as amostras foram coletadas no HEMORGS 

durante os anos de 2009 e 2010, as culturas foram realizadas a partir da porção tubular das 

bolsas de plaquetas, correspondente a aproximadamente 10 cm, da qual foram retiradas 

alíquotas equivalentes a um volume médio de 100μL e de 200μL dos CPs.  

Após a coleta, as amostras foram encaminhadas para o Laboratório de Bacteriologia 

do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas (DACT) do Centro de Ciências da 

Saúde (CCS). Os diferentes ensaios para detecção da contaminação bacteriana em CPs foram 

realizados em Cabine de Segurança Biológica II, exaustão total, com desinfecção da porção 
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tubular da bolsa de plaquetas com álcool 70%, por aproximadamente 1 minuto. 

Posteriormente, foram realizados os diferentes ensaios de detecção bacteriana. 

 

Ensaios 

Qualitativo 

 O ensaio qualitativo foi realizado, em 612 amostras, de acordo com o descrito por 

Cunha e colaboradores (Cunha et al. 2008). Aproximadamente 200μL dos CPs foram 

semeados em 2 mL de caldo Mueller Hinton (CMH) e incubados por 5 dias a 35 °C ± 2 °C, 

em ar ambiente. Após, 10μL desse caldo foram repicados em Ágar Sangue (AS), com 5% de 

sangue de carneiro. As amostras que em 48h não demonstraram nenhum crescimento 

bacteriano no AS foram consideradas negativas. Já as que apresentaram desenvolvimento de 

Unidades formadoras de colônias (UFC) foram consideradas positivas, sendo que novo 

repique do caldo foi realizado, para exclusão de uma possível contaminação. 

 

Quantitativo 

Este ensaio, descrito primeiramente por Yomtovian e colaboradores (Yomtovian et al. 

2006), foi realizado em 292 amostras deste estudo. Uma alíquota de 100μL de cada CP foi 

semeada em AS e incubada a 35 °C ± 2 °C em atmosfera de microaerofilia, por 24 - 48h. 

Posteriormente, era efetuada a análise das placas e a contagem das UFC por mililitro de CPs 

(UFC/mL). As amostras que apresentaram crescimento bacteriano, independente do número 

de colônias desenvolvidas, foram consideradas positivas (utilizou-se o fator de multiplicação 

10 para obter-se o número de UFC/mL).  

 

Crescimento diário 

Realizou-se a técnica qualitativa (Cunha et al. 2008) em 79 amostras desta pesquisa, 

seguida da quantitativa (Yomtovian et al. 2006), no entanto com algumas modificações, a qual 

se nomeou de ensaio do Crescimento Diário. A cada 24 h de incubação no caldo Mueller 

Hinton, 10µL do caldo contendo a amostra eram repicados em AS, com o auxílio de pipeta 

automática, e as placas incubadas em estufa bacteriológica (35 °C ± 2 °C com 5 % de CO2 por 

24 – 48 h). Subsequentemente realizaram-se as semeaduras até o quinto dia de incubação, com 

intervalo de 24 h em cada análise. No total foram realizadas 4 semeaduras, e as leituras feitas 

em 24, 48, 72 e 96 h após a primeira incubação. 
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As amostras que em 48 h não demonstraram crescimento de colônias foram liberadas 

como negativas, e as com crescimento, consideradas positivas; estas últimas foram repicadas 

novamente, para exclusão de uma possível contaminação durante a manipulação das mesmas. 

 

Identificação bacteriana 

As amostras confirmadas como positivas, ou seja, contaminadas por bactérias, foram 

submetidas aos seguintes testes para identificação bacteriana: coloração de Gram, 

identificação fenotípica convencional (Koneman et al. 2008). 

 

Conceitos éticos 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob o número 0285.0.243.000-09. 

 

RESULTADOS 

 

 Das 691 amostras de CPs investigadas, 16 (2,32%) apresentaram crescimento 

bacteriano. Na Figura 1 pode-se observar a distribuição das amostras positivas de acordo com 

a técnica utilizada. 

 

 

Figura 1 – Distribuição das amostras positivas de acordo com a técnica de detecção bacteriana utilizada. 

 

A amostra positiva pelo método quantitativo apresentou 10
2
 UFC/mL. Através da 

metodologia de crescimento diário foi possível observar o desenvolvimento de colônias 

bacterianas em diferentes dias de semeadura em AS, o que pode ser visualizado na Tabela I. 
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Todas as amostras que apresentaram crescimento bacteriano, independente do dia do repique, 

demonstraram também nos subsequentes repiques presença de bactérias, confirmando a 

contaminação bacteriana. 

 

Tabela I – Distribuição dos índices de contaminação bacteriana em amostras de plaquetas de acordo com o dia 

de incubação no CMH, pela técnica do crescimento diário. 

 PERÍODO DE INCUBAÇÃO 

 24 h 48 h 72 h 96 h 

Amostras 

Contaminadas 
3/7 1/7  1/7  2/7  

Índice de 

Contaminação 
42,86% 14,28% 14,28% 28,58% 

 

 Todos os isolados foram identificados como Staphylococcus Coagulase Negativo 

(SCoN). A avaliação do perfil de sensibilidade destes isolados, assim como a investigação de 

mecanismos de resistência por testes fenotípicos e genotípicos estão sendo realizados por 

nosso grupo de pesquisa, e constituirão objeto de posterior relato. 

 

DISCUSSÃO 

Os testes de detecção bacteriana utilizados neste estudo demonstraram que 2,32% das 

amostras de CPs analisadas, oriundas do HEMORGS, estavam contaminadas por bactérias. 

Essa porcentagem pode ser considerada elevada, quando comparada à encontrada em outros 

estudos brasileiros e internacionais. Em estudo realizado em Goiânia, Brasil, Cunha e 

colaboradores encontraram uma taxa de 0,4% de contaminação nos CPs (Cunha et al. 2008). 

Outras pesquisas, realizadas recentemente em outros países também demonstraram baixos 

níveis de contaminação, tais como os obtidos por Hsueh e colaboradores no Taiwan, Martínez 

e colaboradores em Houston e de Walther-Wenke e colaboradores na Alemanha e Baviera, 

nos quais os autores relataram taxas variando entre 0,3 a 0,34% de contaminação bacteriana 

nos CPs (Hsueh et al. 2009, Martínez et al. 2010, Walther-Wenke et al. 2010). 

As amostras de CPs positivas detectadas nesse estudo representam um grande risco 

para os receptores, uma vez que todas foram obtidas de plaquetas randômicas, as quais são 

transfundidas na forma de pool (em torno de 7 unidades agrupadas em uma única bolsa), para 

obtenção da dose ideal para uma transfusão. Dessa maneira, o risco de receber uma bolsa de 

CPs com uma elevada carga bacteriana se torna grande, estando diretamente relacionada à 

reação séptica transfusional.  

http://www.houston.com.br/
http://pt.wikipedia.org/wiki/Baviera
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Todos os microrganismos isolados nas amostras de CPs do nosso estudo foram GP, 

identificados como SCoN, resultado idêntico ao encontrado por outros autores (Hsueh et al. 

2009, Walther-Wenke et al. 2010). No entanto, não identificamos nenhuma contaminação por 

bactérias gram negativas (GN), contrapondo-se ao estudo realizado por Cunha e 

colaboradores, que descreveram uma taxa de 62,5% de contaminação de CPs por bactérias 

GN, e apenas 37,5% por GP (Cunha et al. 2008).  

Sabe-se que SCoN, principalmente o Staphylococcus epidermidis, é um significativo 

patógeno que está relacionado à endocardite bacteriana. Dessa maneira, é importante que o 

isolamento em CPs contaminados seja considerado como fator de risco para a endocardite 

(Hsueh et al. 2009). Pesquisas recentes relatam a formação de biofilme, mecanismo de 

resistência, durante a estocagem das plaquetas. Isso que indica que a temperatura de 

armazenamento desses hemoderivados (temperatura ambiente) contribui para a expressão 

desta virulência, e intensifique o risco potencial desta espécie de patógeno ocasionar reação 

séptica transfusional (Greco et al. 2007). 
 

A virulência do microrganismo, citado acima, somada a deficiência do sistema 

imunológico, expõe esses pacientes receptores a complicações clínicas severas, 

principalmente os pacientes oncológicos, em especial os trombocitopênicos e neutropênicos 

(Hsueh et al. 2009). Além disso, o uso indiscriminado de antimicrobianos aliado à utilização 

dos caracterizados como de amplo espectro favorece a seleção de bactérias resistentes e 

mutantes, as quais requerem a utilização de antibióticos mais potentes, gerando um círculo 

vicioso de resistência bacteriana (Gales et al. 2012). 

No que se refere ao desempenho metodológico de cultura observado em nosso estudo, 

a maior detecção da contaminação bacteriana em CPs ocorreu com o método qualitativo, 

seguido pelo de crescimento diário, com pouca diferença na detecção. Esta última 

metodologia, devido ao grande número de repiques, inviabiliza sua utilização na rotina deste 

hemocentro, aliado ao elevado número de amostras coletadas diariamente no HEMORGS. 

Neste atual cenário da clínica médica, a qualidade e a rapidez dos resultados podem 

representar a salvação da vida dos pacientes, sendo que na microbiologia esta realidade é mais 

evidente. Em relação à cultura convencional, os processos automatizados garantem a rapidez 

na obtenção dos resultados, porém com a mesma restrição de falsos negativos nos primeiros 

dias de armazenamento (Brecher et al. 2002). Em bacteriologia, o principal teste para a 

avaliação da esterilidade é a cultura. As metodologias convencionais ainda possuem 

considerável utilização, especialmente no Brasil. Isto se deve, em grande parte, pela sua 
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simplicidade, custo acessível, fácil execução e pela excelente acurácia, quando realizadas de 

maneira adequada. 

A evolução tecnológica ocorrida na medicina transfusional considera mandatória a 

eliminação dos riscos que a transfusão de CPs contaminados com bactérias pode ocasionar. 

Assim, estudos com maiores amostragens são necessários, a fim de promover a segurança do 

paciente para eliminar o risco de sepse decorrente da transfusão desses hemocomponentes 

contaminados com bactérias provenientes, em sua grande maioria, da flora cutânea do doador. 

O desenvolvimento de um método adequado para detectar bactérias em CPs para uso 

na rotina dos bancos de sangue continua sendo um desafio. Necessita-se que no Brasil a 

triagem bacteriológica seja efetuada em todas as bolsas de plaquetas, desde que a metodologia 

empregada seja sensível e de fácil execução. A triagem bacteriológica em todas as amostras 

de CPs conferirá maior segurança ao paciente, reduzindo assim a morbidade e mortalidade 

dos receptores. Esse estudo continua em andamento e métodos automatizados de detecção 

bacteriana estão sendo testados. 
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ABSTRACT  

 

Performance Assessment of Crops in Conventional Detection of Bacterial 

Contamination in Platelet Concentrates in a University Hospital South of Brazil 

Microbiological analysis of Platelet 

 

The blood transfusions are an indispensable support in the treatment of cancer patients. On the 

other hand, represent a serious risk of bacterial sepsis. The platelet concentrates (PCs) are the 

blood components with the highest frequency of bacterial contamination, responsible for most 

reactions septic transfusion. This study evaluated different methodologies conventional 

culture for detection of bacterial contamination in PCs. A total of 691 samples of PCs (665 

random donor platelets and 26 platelet apheresis), from the Blood Center of the State of Rio 

Grande do Sul (HEMORGS), was analyzed. Was employed culture techniques qualitative, 

quantitative, and daily growth, which evidenced 2,32% of bacterial contamination in samples 

analyzed, all of random donor platelets. Qualitative methodology showed the best 

performance. This fact allows us to reinforce the importance of performing pre-transfusion 

bacteriological screening in all samples of PCs to reduce the risk of sepsis. 

Key words: Platelets Concentrates, bacteria, methodology, blood transfusion. 
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Investigation of biofilm formation in coagulase-negative staphylococci isolated from 

bags of Platelet Concentrates 

 

Presence of biofilm in bacterial contaminants of PCs 

 

 

Abstract: Platelet Concentrates (PCs) are the blood components with the highest rate of 

bacterial contamination, and coagulase-negative staphylococci (CoNS) are the most 

frequently isolated contaminants. This study investigated the biofilm formation of 16 

contaminated units out of 691 PCs tested by phenotypic and genotypic methods. Adhesion in 

Borosilicate Tube (ABT) and Congo Red Agar (CRA) tests were used to assess the presence 

of biofilm. The presence of icaADC genes was assessed with the Polymerase Chain Reaction 

(PCR) technique. With VITEK® 2, Staphylococcus haemolyticus was considered the 

prevalent CoNS (31.25%). The CRA characterized 43.8% as probable biofilm producers, and 

for the ABT test, 37.5%. The icaADC genes were identified in seven samples with the PCR. 

The ABT technique showed 85.7% sensitivity and 100% specificity when compared to the 

reference method (PCR), and presented high agreement (k=0.8). This study shows that 

species identified as PCs contaminants are considered inhabitants of the normal skin flora and 

they might become an important pathogen. The results also lead to the recommendation of 

ABT use in laboratory routine for detecting biofilm in CoNS contaminants of PCs.  

Keywords: Biofilm, staphylococci, Platelet Concentrates, Transfusion, Microbiology. 
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Investigação de formação de biofilme em Staphylococcus coagulase negativa isolados de 

bolsas de Concentrados Plaquetários  

 

Presença de biofilme em contaminantes bacterianos de CPs 

 

Resumo: Concentrados plaquetários (CPs) são os componentes do sangue com a maior taxa 

de contaminação bacteriana e os Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) são os 

contaminantes mais frequentemente isolados. Este estudo investigou a formação de biofilme 

de 16 isolados de SCoN oriundos de uma análise microbiológica de 691 bolsas de CPs por 

métodos fenotípicos e genotípicos. Adesão em Tubo de Borossilicato (ATB) e Ágar 

Vermelho Congo (AVC) foram os testes utilizados para avaliar a presença do biofilme. A 

presença dos genes icaADC foi avaliada através da técnica de Reação em Cadeia da 

Polimerase (RCP). Com o VITEK® 2, o Staphylococcus haemolyticus foi considerado o 

SCoNs prevalente (31,25%). O AVC caracterizou 43,8% como prováveis produtores de 

biofilme e o teste ATB, 37,5%. Os genes icaADC foram identificados em sete amostras, 

através da RCP. A técnica de ATB mostrou 85,7% de sensibilidade e 100% de especificidade, 

quando comparado com a metodologia considerada referência (RCP) e mostrou uma 

concordância elevada (k=0,8). Este estudo demonstra que as espécies identificadas como 

contaminantes dos CPs são considerados habitantes da flora normal da pele e eles podem 

tornar-se importantes patógenos. Estes resultados também levam a recomendação da ATB na 

rotina laboratorial para a detecção de biofilme em SCoN contaminantes de CPs. 

Palavra-chave: Biofilme, Staphylococcus, Concentrados Plaquetários, Transfusão, 

Microbiologia. 
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1 Introduction 

Platelet Concentrates (PCs) are blood components widely used in patients with 

neoplastic diseases who are undergoing chemotherapy as a way to reduce the risk of 

bleeding
27

. However, such components are the ones with the highest rate of bacterial 

contamination, being considered responsible for almost all septic transfusion reactions
13

.  

According to the Brazilian Ministry of Health, approximately 3.5 million blood 

donations
 
are annually held in the country

8
. The Brazilian Hemotherapy Service consists of a 

vast network that offers about 2.332 providing service units
9
. This scenario reveals the great 

national physical infrastructure necessary to meet the demand for blood components in the 

country. 

While Gram-positive bacteria (GP) are responsible for the highest rates of 

contamination in PCs (60%), the less frequent Gram-negative (GN) may present the greatest 

number of fatal septic reactions
16

. Among the GP, coagulase-negative staphylococci (CoNS) 

stand out and Staphylococcus epidermidis is the most frequently involved species
11,33

, and 

their capacity to adhere to polymer surfaces and consequent biofilm production are virulence 

factors of this species
43

.  

In recent years, CoNS have emerged as important nosocomial pathogens, especially 

for immunocompromised patients, due to their ease in incorporating different genes resistant 

to antimicrobials favored by the biofilm environment in the exchange of genetic material. 

This virulence factor has been considered one of the most significant risks to patients. The 

difficulty of a clinical treatment of infections associated with biofilms has direct and indirect 

consequences (longer hospitalization, cost of antibiotics and complementary medicines, and 

diagnostic procedures) on clinical outcome and quality of life of the patient
20,45,52

. 

Biofilm is defined as a sessile microbial community surrounded by a polymeric 

extracellular matrix produced by the bacteria
17

. An important component in biofilm 

accumulation of S. epidermidis is the polysaccharide intercellular adhesin (PIA) and its 

production is mediated by the gene ica (intercellular gene cluster adhesion), an operon that 

contains the icaRADBC
12,35,40,41

, four biosynthetic genes (icaADBC) and one regulation gene 

(icaR). The PIA is a linear homopolymer composed by approximately 130 residuals of N-

acetylglucosamine connected by β-1,6 links, of which 15 to 20% are deacetylated
35

. 

The enzymes IcaA and IcaD, when co-expressed, will show better activity for the 

assembly of β(1-6)-linked glucosaminoglycans that comprise PIA. The absence of IcaD is 

associated with a decrease in PIA production
26

, the likely IcaC functions in the extrusion of 

PIA from the bacterial cell
44

, whereas the IcaB appears to function as a deacetylase
55

. 
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Although the expression of the icaA gene might promote a low production of PIA, the 

expression of icaAD or icaADC genes stimulates an increased production of biofilm
21,26,28,53

. 

Many factors influence the biofilm formation under physiological conditions. It is known that 

biofilm formation is subject to environmental conditions such as sub-inhibitory concentrations 

of antimicrobials, temperature rise, anaerobiosis, osmolarity, thus leading to the change 

between the positive and the negative phenotypes of biofilm
12

.  

Some studies have reported that several genes are directly or indirectly involved in the 

molecular mechanisms of biofilm formation in S. epidermidis, and the most outstanding are 

the atlE gene which encodes the AtlE autolysin that is responsible for the ability to directly 

connect to the polymeric surface
31

; the agr gene which controls biofilm formation, whose 

non-functionality facilitates the primary attachment of the pathogen to the surface
54

; the luxS 

gene, with a significant impact on biofilm formation, and whose deletion leads to an increase 

in the transcription regulation of icaADBC, resulting in an increase in the PIA synthesis
36,57

; 

and the icaR gene, which is very important for biofilm formation, as it is considered a 

negative regulator of transcription of icaADBC, essential in the production of PIA
28

. Besides 

these genes, the proteins Aap (accumulation-associated protein)
45 

and Bap (biofilm-associated 

protein)
51

 are directly associated with biofilm formation. Therefore, it becomes increasingly 

clear that the potential virulence of a bacterium does not depend exclusively on a single 

factor. 

Biofilms are highly hydrated structures containing channels that allow the internal 

diffusion of nutrients and oxygen, and their formation protects against the innate defense 

mechanisms of the host and the influx of antimicrobials, hindering the drug diffusion in 

tissues
22

, thus facilitating the development of chronic infections
18

. It is a consensus in the 

literature that the icaA, C and D genes are responsible for encoding biofilm-forming enzymes, 

evidenced in most of the CoNS
2,43

. 

This study assessed 16 bacteria isolated from 691 bags of PCs from the Blood Bank of 

the State of Rio Grande do Sul in Santa Maria (HEMORGS/SM, RS), in order to detect 

biofilm formation in these contaminants, by means of phenotypic and genotypic methods. 

 

2 Materials and methods 

2.1 Inclusion criteria for bacterial isolates 

A total of 691 PCs were analyzed, considering that 665 were obtained by 

centrifugation of whole blood and 26 by apheresis. All samples were collected at HEMORGS 

between 2009 and 2010, and the cultures were prepared from the tubular portion of the bags 
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of platelets. After collection, the samples were sent to the Laboratory of Bacteriology, 

Department of Clinical and Toxicological Analysis of the Health Sciences Center of 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). The tests for the detection of bacterial 

contamination in PCs were performed in a type II biosafety cabinet, totally exhausted. The 

sterilization of the tubular portion of the bags of PCs was performed with 70% alcohol, for 

approximately 1 minute. Bacterial investigation of these PCs bags is described in detail by 

Martini et al.
39

. 

Since the opening of HEMORGS - Santa Maria in May 2008, bacteriological control 

has been conducted in whole blood-derived platelets (10 monthly samples) and apheresis 

platelets (10 monthly samples)
38

. The technique used for routine bacteriological screening at 

HEMORGS is described by Cunha et al.
19

: approximately 300 microliters (µL) are removed 

from the platelet bag tubing, cultured in 2 mililitre (mL) of Mueller Hinton broth (MHB), and 

incubated at 35 ± 2 °C in ambient temperature. After 5 days of incubation, 10 µL of the broth 

containing the PC sample are sub-cultured in sheep blood agar 5% (BA), and the plates 

incubated in the same conditions.
 
The samples that show bacterial growth within 24-48 hours 

(h) are subcultured from initial MHB to new plates of BA, and incubated in the same 

conditions, in order to exclude false positives. The samples are considered "true positive" 

after the culture repetition and confirmation with the isolation of bacteria obtained from the 

first culture
38

. This quality control follows the norms recommended by the legislation, which 

does not propose the culture in all samples as pre-transfusion screening, but either 1% of the 

monthly production or 10 units per month
6,7

. 
 

Currently, the Ordinance No. 2.712 of November 12, 2013, redefines the technical 

regulation for hemotherapeutic procedures. It describes that the bacteriological control of PCs 

remains the same as reported by the current Resolution of the Collegiate Board of Directors 

(RDC) No. 34 of June 11, 2014, as well as the previous RDC No. 57 of December 16, 2010
6,7

. 

Neverthelss, with the inclusion of the paragraph 8 (§ 8) of Article 116, which describes that 

“Pelo alto risco de contaminação microbiológica dos concentrados de plaquetas pela sua 

condição de armazenamento, recomenda-se realização de avaliação de contaminação 

microbiológica em 100% desta produção” (“Due to the high risk of microbiological 

contamination of platelet concentrates regarding their storage conditions, it is recommended 

to perform the microbiological contamination assessment of 100% of this production”)
10

. 
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2.1.1 Assays for bacterial detection in PCs
39 

 The qualitative assay was performed in 612 samples, according to Cunha et al.
19

. 

Samples that did not show any bacterial growth on BA in 48 hours were considered negative. 

The ones that showed development of Colony-Forming Units (CFU) were considered 

positive, and a new subculture was performed to exclude a possible contamination. 

The quantitative assay was performed in 292 samples, as described by Yomtovian et 

al.
58

. The samples that showed bacterial growth regardless of the number of colonies 

developed, were considered positive; the multiplication factor 10 was used to obtain the 

number of CFU/ml.  

Both the qualitative
19

 and the quantitative
58

 techniques were used in 79 samples, with 

some modifications, and named Teste do Crescimento Diário (Daily Growth Test). At every 

24 h of incubation in MHB, 10µl of the broth containing the sample were subcultured in BA, 

with an automatic pipette, and plates were incubated in a bacteriological incubator (35 ± 2 °C 

with 5% of CO2 for 24 – 48 h). Subsequent sowings were performed, with an interval of 24 h 

in each analysis. Four sowings were performed altogether, and readings taken at 24, 48, 72 

and 96 h after the first incubation. The samples that showed no colony growth in 48 h were 

considered negative, and the ones with growth were considered positive. All cultures were 

performed in duplicate tests, with the purpose of excluding possible contamination during 

handling. 

2.2 Bacterial isolates of the 691 PCs 

A total of 16 isolates of CoNS were obtained through an investigation of bacterial 

contamination in 691 bags of PCs, which constituted the research sample of this study. The 

following international reference standard strains (American Type Culture Collection-ATCC) 

were used as controls in the genotypic and phenotypic tests: Staphylococcus epidermidis 

ATCC 12228 negative control biofilm and Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 positive 

control. 

2.3 Phenotypic identification 

The isolates were tested for phenotypic identification through automation, with 

VITEK® 2 (bioMérieux, Marcy L'Étoile, France), and the technique was performed in 

duplicate. 

2.4 Sample preparation 

In order to perform the phenotypic tests, the strains stored in Trypticase Soy Broth 

plus 15% of glycerol were subcultured in petri plates containing Mueller Hinton ágar, and 

incubated at 35 ± 2 ºC for 24 h. For the genotypic test, the process of extraction of 
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deoxyribonucleic acid (DNA) was performed by thermal analysis
1,24,42,48

. Besides, it should 

be noted that the subsequent tests were performed in duplicate. 

2.5 Amplification of the gene 16S of ribosomal RNA (RNAr) 

After extraction, each sample was submitted to electrophoresis in 1.0% agarose gel to 

verify the presence of DNA in the extracted material. The 16S RNAr was amplified by the 

Polymerase Chain Reaction (PCR). 

2.6 Phenotypic methods for the research of biofilm production 

2.6.1 Adhesion in borosilicate tube (ABT) 

This assay was performed according to Christensen et al.
15

. Positivity was indicated by 

the presence of a layer of stained material adhered to the inner wall of the tubes.  

2.6.2 Congo red agar (CRA) 

The test was carried out according to Freeman et al.
23

. The plates of CRA were 

inoculated and incubated in ambient temperature for 24 h, at 35 ± 2 ºC. It was positive 

(biofilm-producing) when black colonies were observed, with shiny or dry/opaque aspect. On 

the other hand, non-biofilm producers formed pink (P), red (R) or burgundy (B) colonies.  

2.7 Genotypic method for the research of biofilm production 

In order to determine the genes icaA, icaC and icaD, the following pairs of primers 

were used: icaA_F ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA e icaA_R GGA AAT GCC ATA 

ATG AGA AC; icaC_F TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT e icaC_R TTC CAG TTA 

GGC TGG TAT TG; icaD_F ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG e icaD_R CGT GTT 

TTC AAC ATT TAA TGC AA (Ludwig Biotec®). The sequence of primers and the 

technique were followed according to Arciola et al.
4
. A sample was considered biofilm-

producing when the presence of genes icaAD or icaADC was detected. When only one of 

these genes was found, the sample was considered negative for the production of biofilm
43

. 

2.8 Statistical analysis  

The assessment of sensitivity and specificity was based on the comparison between the 

phenotypic methods tested with the PCR technique, which was considered a standard. The 

Kappa index (k) was also calculated in order to verify the agreement between the results 

obtained by the different methods
4,5,43

. 

2.9 Ethical considerations 

This study was approved by the Research Ethics Committee (CEP) of UFSM, under 

the number 0285.0.243.000-09. 
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3 Results 

A total of 16 isolates of CoNS were obtained through an investigation of bacterial 

contamination in 691 PCs from HEMORGS: 5 Staphylococcus haemolyticus (31.25%), 4 

Staphylococcus epidermidis (25%), 4 Staphylococcus warneri (25%) and 3 Staphylococcus 

saprophyticus (18.75%). The bacterial species isolated from contaminated bags of PCs were 

identified by the automated system VITEK® 2, described in Figure 1. 

 

Figure 1: Distribution of the 16 species of coagulase-negative staphylococci isolated from 691 

bags of Platelet Concentrates. 

 

 

 

Through research of the gene 16S of ribosomal RNA (RNAr) in the samples of this 

study, we found that they all had great quality of extracted DNA, thus allowing the 

investigation of single genes. The research of the biofilm, performed with CRA, was positive 

in seven (43.75%) out of the 16 samples of CoNS, with the black color of the colonies 

evidencing probable biofilm-producing bacteria. The other strains showed other colors (B and 

R), indicating the absence of biofilm production. With the ABT technique, six samples 

(37.5%) were characterized as adherent, in other words, probable biofilm producers (Table 1).  

The genotypic analysis, carried out by PCR, investigated the presence of the genes 

icaA, C and D, so we considered probable biofilm-forming the samples in which the genes 

icaAD or icaADC
43

 were found. The result of this analysis is detailed in Table 1. Seven out of 

the 16 samples (43.75%) presented the genes icaAD and/or icaADC, concomitantly.  

Comparing the results of this study, the phenotypic method of ABT and the genotypic 

method in biofilm production, 85.7% sensitivity and 100% specificity were obtained, showing 

high agreement (k=0.87). When CRA and PCR techniques were compared, 71% of sensitivity 

and 78% of specificity were obtained. We also verified an agreement index k = 0.49, 

considering the PCR as the standard method. 
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Table 1: Results regarding the research of genes icaA, C and D in the 16 samples of 

coagulase-negative staphylococci isolates from Platelet Concentrates, by the Polymerase 

Chain Reaction technique and the phenotypic tests for biofilm production. 

Samples Species Genes Biofilm-positive Slime  

Production 

icaA icaC icaD   icaAD      icaADC CRA    ABT 

1 S. epidermidis + + + + + - + 

2 S. epidermidis + + + + + + + 

3 S. saprophyticus                   + + + + + + + 

4 S. haemolyticus - + - - - + - 

5 S. saprophyticus                   - - - - - - - 

6 S. haemolyticus + + + + + + - 

7 S. saprophyticus                   - - - - - - - 

8 S. epidermidis - - - - - - - 

9 S. warneri - - - - - - - 

10 S. haemolyticus - + - - - + - 

11 S. haemolyticus + + + + + + + 

12 S. warneri - - - - - - - 

13 S. haemolyticus + + + + + + + 

14 S. epidermidis - - - - - - - 

15 S. warneri - - - - - - - 

16 S. warneri + + + + + - + 
CRA = Congo red agar; ABT= Adhesion in borosilicate tube; “-“ = absence; “+” = presence 

 

 

4 Discussion 

In our study, all organisms isolated in the samples of contaminated PCs were also 

CoNS, similar to the results found by other authors
32,37,56

. However, no contamination was 

identified by GN bacteria, different from the findings of Cunha et al., in which 62.5% of the 

PCs were contaminated by GN bacteria and 37.5% by GP
19

. Regarding bacterial species, there 

was a predominance of Staphylococcus haemolyticus (31.25%), followed by Staphylococcus 

epidermidis and Staphylococcus warneri at a rate of 25.0% each.  

A study by Greco
29

 reported that 13 contaminant CoNS strains were isolated during a 

routine screening of PCs by Canadian Blood Services, between January 2006 and May 2007, 

being S. epidermidis (53.8%) the predominant species, followed by S. capitis and S. hominis, 

15.4% each. Moreover, Rood et al.
46

 described that 35.8% of contamination in PCs was 

caused by S. epidermidis, 17.9% by S. capitis and 14.9% by S. saccharolyticus. The species S. 

haemolyticus was not reported in these two recent studies, however, the only Brazilian study 

regarding bacterial contamination of PCs demonstrated that S. haemolyticus and S. hominis 

have been responsible for an individual rate of 12.5% of bacterial contamination
19

. 
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CoNS are natural colonizers of human skin and mucosa. However, they have recently 

been acknowledged as important nosocomial pathogens due to their ability to form biofilm
44

. 

Currently, the increase of antibiotic resistance in some clinical isolates may be related to their 

ability to form biofilm, because the acquisition of some resistance traits is possible within 

biofilm, through gene transfer
49

. 

S. epidermidis are the
 

most isolated
50

 from blood cultures among CoNS, S. 

haemolyticus the second, and S. haemolyticus have the highest rates of resistance to 

antimicrobials
14

. This species can cause septicemia, peritonitis, otitis and urinary tract 

infections. S. epidermidis and S. haemolyticus are opportunistic human pathogens, and 

difficult to be eradicated because of their resistance to antibiotics
50

. In contrast to S. 

epidermidis, the molecular basis of virulence of S. haemolyticus is in general largely 

unknown; however, biofilm formation is a common clinical phenotype
25

. Furthermore, S. 

haemolyticus have the highest level of antimicrobial resistance of all CoNS and their 

heteroresistance to glycopeptides
14 

is very common. Thus, it limits the therapeutic options and 

makes an S. haemolyticus infection a serious threat
25

. Therefore, the presence of bacterial 

contaminants in PCs such as S. epidermidis and S. haemolyticus, considered potentially 

resistant, generates a major preoccupation due to the virulence of these strains being directly 

linked to their ability to cause septic transfusion reactions and influence the clinical outcome 

of the receiver. 

Regarding the detection values obtained in this study for the CRA method, results 

similar to ours have been reported by Arciola et al., Cafiso et al. and Lazzaratto et al., Greco 

found 57.5%, 57%, 37.5%, 54% and 30.8%, respectively
3,4,12,29,34

. Ruzicka et al. detected 

43.5% of biofilm production in S. epidermidis isolated from blood cultures and 21.1% of 

isolates of skin. However, another research performed by Oliveira and Cunha, in another 

Brazilian state, demonstrated that 73% of the CoNS were producers of biofilm when 

subcultured in CRA. For the ABT test, Ruzicka et al. found 53.7% and 22.4% in blood 

cultures and skin, respectively. Oliveira and Cunha also reported a higher rate for ABT, 

82%
43,47

. 

The results obtained by the PCR are similar to the ones found by Cafiso et al., who 

detected the genes icaAD and icaADC in 45% of the isolates. Arciola et al. reported the 

presence of the same genes in 59% of the samples. Oliveira and Cunha verified 82% of genes 

icaAD and icaADC and Greco, 23.1% of icaD
4,12,29,43

. 

In a recent study, Ali et al., while studying S. epidermidis isolated from bags of 

contaminated PCs, reported its ability to convert to a positive phenotype of biofilm when 
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cultured under similar conditions to the PCs bags, with or without the presence of the ica 

genes. It happens because S. epidermidis are able to form biofilms that adhere to the plastic of 

platelet storage bags and platelet aggregates
2
, as already reported by Greco-Stewart et al. in 

strains of Serratia marcescens
30

. Bacteria with slower growth create a larger amount of 

biofilm, what makes their detection more difficult in automated culture media
2
. 

According to the literature, the rates of 100% sensitivity and specificity are found with 

ABT, and 89% sensitivity and 100% specificity with CRA, when comparing to PCR
43

. For 

the CRA test, Greco reports 100% of sensitivity and 90% of specificity
29

. In our study, the 

ABT method was the phenotypic test with a better performance than CRA in biofilm 

detection, a result in agreement with Oliveira and Cunha
43

. 

 Positive samples found in the genotypic and phenotypic tests were discussed in this 

study, and the presence of icaADC genes was observed in seven samples: six showed biofilm 

formation through the ABT technique and five through CRA. Two samples showed biofilm 

formation only through the CRA method and did not present the icaADC genes. Samples 

were considered biofilm-producing only when icaAD or icaADC genes were detected
43

. We 

believe that tested samples were negative to CRA and positive to ABT and PCR (table 1) due 

to the low specificity of the CRA technique. Research tests of biofilm formation reported in 

the literature have shown that between the ABT and CRA techniques, the latter is considered 

to be less specific when compared with the standard PCR methodology. We know that the 

role of the icaR gene is to regulate biofilm formation and that it may influence when present. 

The presence of only one of the icaABDC genes does not exclude the possibility of biofilm 

formation, perhaps to a lesser extent. Moreover, we must point out that phenotypic tests do 

not show 100% specificity and sensitivity.  

The results show that the origin of the isolated bacterial species of PCs in this study is 

probably the skin. The phenotypic tests for the detection of biofilm production indicated good 

sensitivity and specificity when compared to the reference technique, particularly with the 

method of ABT that showed high agreement. Thus, these results allow us to suggest this 

technique for the routine detection of CoNS strains able to produce biofilm in clinical 

microbiology laboratories. This is due to its easy application, low cost, high sensitivity and 

specificity, which ensure reliable results.  
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Abstract: In recent years, several studies have described the clinical impact of bacterial 

infection associated with transfusion of Platelet Concentrates (PCs). These are the blood 

components with the highest rate of bacterial contamination and most commonly responsible 

for septic transfusion reactions. Moreover, coagulase-negative Staphylococci (CoNS) are the 

most frequent contaminants. This study aimed to assess the susceptibility profile against 

antimicrobial agents and to investigate the resistance to methicillin (MRCoNS) and to 

macrolides, lincosamides and streptrogramins B (MLSB) of 16 CoNS isolates of 691 bags of  

PCs, by phenotypic and genotypic methods. All samples of CoNS were resistant to penicillin 

and benzylpenicillin, and susceptible to vancomycin. The conventional phenotypic tests 

characterized 18.8% as MRCoNS and 50% as MLSB, and the automatized system (VITEK
® 

2), 6.3% and 37.5%, respectively. The presence of mecA and ermABC genes was detected in 

18.8% of the total. The results obtained in this study emphasize the importance to know the 

types of resistance of microorganisms isolated of PCs particularly related to the mecA gene. 

In addition, it may be an incentive for the search of homologous genes to mecA, in order to 

correlate with the treatment and the clinical evolution of patients infected by bacteria that 

have this gene. 

 

Keywords: Staphylococci, Platelet Concentrates, Bacterial Resistance, mecA, ermABC. 
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1 Introduction 

Bacterial contamination of blood components was probably the first transfusion-

transmitted disease. The transfusion-associated bacterial sepsis has been known for a long 

time, although it remains a serious health problem
1
. The Platelet Concentrates (PCs) are the 

blood components with the highest rate of bacterial contamination and commonly responsible 

for most of the septic transfusion reactions
2
. The prevalence of bacterial contamination due to 

infusion of PCs is much higher than other types of transfusion-transmitted infections
3-4

.  

Gram-positive cocci are the most common contaminants of PCs and coagulase-

negative Staphylococci (CoNS) are the main cause of septic transfusion reactions
6
. They are 

frequently associated with nosocomial infections, especially among immunocompromised 

patients
7
. CoNS are part of the normal microbiota of humans although they are acknowledged 

as important pathogens and cause a number of infections. Moreover, they are isolated from 

skin and soft tissue infections, respiratory and lower urinary tract infections and especially 

blood infections/sepsis
8
.  

The indiscriminate use of antibiotics has led to the selection of populations of bacteria, 

making them resistant to certain antibiotics. The antimicrobial Oxacillin is one of the most 

widely used in Brazil for the treatment of infections caused by Staphylococcus spp., although 

it is not currently effective due to the high prevalence of resistant strains
9
. It is well known 

that CoNS have a significant mechanism of resistance to methicillin (MRCoNS), encoded by 

the mecA gene that gives resistance to all beta-lactam agents. Studies show that there has been 

a steady increase in isolation rates of MRCoNS in nosocomial infections including Brazil, 

where the resistance rates are between 50-80%, depending on the species and regions
10-13

.  

CoNS can also be resistant to type B macrolides, lincosamides and streptogramins 

agents (MLSB), and this resistance may be constitutive or inducible. In the constitutive 

expression, resistance to erythromycin and clindamycin is detected in normal antibiogram; 

however, in the inducible form, there may be resistance to erythromycin and false 

susceptibility to clindamycin, since the "in vivo" use of this agent could easily induce 

resistance. Phenotypic detection of such inducible resistance can be made by the D-test
14

. 

MLSB resistance can be caused by several mechanisms, but the predominant form is the 

modification of the target, which is mediated by ermABC genes
15,16

.  

According to a study published by our research group, in present days, it is very 

important, although complex, to identify sepsis transfusion in patients, especially the 

immunocompromised, once bacterial sepsis associated with platelet transfusion is today the 

most frequent infectious complication of transfusion medicine. Furthermore, the authors 
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concluded that most isolates from platelets contaminants are CoNS, therefore, the present 

study seeks to identify the resistance of these isolates to elucidate what genes are present in 

bacteria of community origin, in order to assist in the treatment of possible Transfusion-

Transmitted Infections (TTI)
17

. In addition, the treatment of CoNS infections is a therapeutic 

problem once many clinical isolates develop resistance to various antibiotics and can act as a 

reservoir of resistance genes when present in the hospital environment
18

. Under these 

circumstances, this study analyzed 16 bacteria isolated from 691 bags of PCs, collected during 

2009/2010 from the Blood Bank of the State of Rio Grande do Sul in Santa Maria 

(HEMORGS/SM, RS), in order to assess the susceptibility testing against antimicrobial 

agents, and to investigate the main mechanisms of resistance of these contaminants, by 

phenotypic and genotypic methods. 

 

2 Materials and methods 

2.1 Inclusion criteria for bacterial isolates 

A total of 16 isolates of CoNS were obtained through an investigation of bacterial 

contamination in 691 PCs. The following international reference standard strains (American 

Type Culture Collection-ATCC) were used as controls in the genotypic and phenotypic tests: 

Staphylococcus aureus ATCC 43300, 25923, BAA977, BAA976 and 29213. 

2.2 Susceptibility testing against antimicrobial agents by disk diffusion and VITEK
® 

2; and 

determination of minimum inhibitory concentration of vancomycin 

The susceptibility test against antimicrobials was performed using the disk diffusion 

(DD) technique, following the breakpoints recommended by the Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI), and the minimum inhibitory concentration (MIC) methodology 

through the automated methodology, according to the manufacturer's standards. Vancomycin 

MIC tests were carried out in duplicate
14

. 

2.3 Phenotypic and genotypic analyses of genes of resistance 

In order to perform phenotypic tests, the strains stored in Trypticase Soy Broth plus 

15% of glycerol were subcultured in petri dishes containing Muller Hinton agar and then 

incubated at 35 ± 2 ºC for 24 hours. For the genotypic test, the extraction process of 

deoxyribonucleic acid (DNA) was carried out by thermal analysis, also known as heat shock, 

in which the bacterial isolates were grown in Trypticase Soy Agar (TSA) and incubated at 35 

± 2 °C from 18 to 24 hours. A dense bacterial suspension of 4 to 5 isolated colonies was 

subsequently prepared in an “eppendorff” microtube containing 500μL Milli Q autoclaved 

water. The suspension was stirred on a vortex mixer and placed in a tube immersed in a water 
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bath at 100 °C for 15 minutes. The microtube was submitted to a heat shock (on ice) for 5 

minutes and centrifuged for 20 minutes, at 11000 revolutions per minute (rpm). The 

supernatant containing DNA was transferred into another microtube and frozen at -20 °C
19-22

.  

2.4 Amplification of 16S of ribosomal RNA (RNAr) 

After extraction, each sample was submitted to electrophoresis in 1.0% agarose gel to 

verify the presence of DNA in the extracted material. The 16S RNAr was amplified by the 

Polymerase Chain Reaction (PCR) and primers 5‟-GTAGTCCACGCCGTAAAC-3‟ and 5‟-

TAAACCACATGCTCCACC-3 were used
23

. 

2.5 Identification of MRCoNS 

A cefoxitin disk containing 30 µg was used and the results were interpreted according 

to the criteria established by CLSI, 2014. For identification of the mecA gene presence, the 

sequences mecA_F AGT TAG ATT GGG ATC ATA GCG and mecA_R CGA TGC CTA 

TCT CAT ATG CTG (Ludwig Biotec®) were used. The primers used for the mecA gene test 

were designed using the structure of the PBP2a protein, developed at the Laboratory of 

Molecular Biology and Sequencing
23,24

. The best template region for primer design is the non-

variable portion of PBP2a - between amino acids 27 and 326 - which are, in base pairs, 

correspondent to the region between nucleotides 81 and 978. The GU301106 reference 

sequence of GenBank was used for the selection of primers. The size of the amplicons 

generated by amplification using these primers is 145 bp, and they were verified in agarose 

gel 0.8%. The identification of MRCoNS was followed as suggested by Kearns et al.
25

. 

2.6 Resistance detection of macrolides, lincosamides and streptogramins of group B 

D-test or double disk test was performed using the DD technique, following the 

standards recommended by CLSI
14

. The ermABC genes were determined according to 

Coutinho et al., and the primers sequence was ermA_F 5‟-GTT CAA GAA CAA TCA ATA 

CAG AG-3‟ and ermA_R 5‟-GGA TCA GGA AAA GGA CAT TTT AC-3‟; ermB_F 5‟-

CCG TTT ACG AAA TTG GAA CAG GTA AAG GGC-3‟ and ermB_R „5-GAA TCG AGA 

CTT GAG TGT GC-3‟; ermC_F 5‟-GCT AAT ATT GTT TAA ATC GTC AAT TCC-3‟ and 

ermC_R 5‟-GGA TCA GGA AAA GGA CAT TTT AC-3‟
26

. 

2.7 Statistical analysis  

The assessment of susceptibility and specificity was based on the comparison between 

the phenotypic and genotypic methods tested in the detection of each resistance mechanism
27

.  

2.8 Ethical considerations 

This study was approved by the Research Ethics Committee (CEP) of UFSM, under 

the number 0285.0.243.000-09. 
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3 Results and Discussion 

A total of 16 isolates of CoNS were obtained through an investigation of bacterial 

contamination in 691 PCs from HEMORGS: 5 Staphylococcus haemolyticus (31.25%), 4 

Staphylococcus epidermidis (25%), 4 Staphylococcus warneri (25%) and 3 Staphylococcus 

saprophyticus (18.75%). The identification of bacterial species isolated from contaminated 

bags of PCs was performed by system VITEK® 2. The subsequent extraction of DNA by heat 

shock was confirmed by amplification of 16S RNAr, resulting in a high quality DNA. 

Through the conventional method (DD), only sample number 3 showed a highly 

resistant profile to the antimicrobials tested and an intermediate profile to nitrofurantoin. 

However, by automation, this sample showed resistance only to benzylpenicillin, clindamycin 

and erythromycin. Thus, it is also possible to observe a large discrepancy between the 

methods regarding the profiles of gentamicin, norfloxacin, rifampicin and 

sulfamethoxazole/trimethoprim, which showed resistance in DD and susceptibility in 

automation. The antimicrobial susceptibility profile is fully described in Table 1. 

According to our study, when comparing the conventional with the automated 

methods, it is possible to observe slightly divergent results of susceptibility; three isolates 

showed exactly the same susceptibility profile (No. 11, 12, 14). Paim et al. found different 

comparison profiles between the methods VITEK
®
 2 and DD (standard method): very major 

error (VME), major error (ME) and minor error (MiE), with prevalence of the VME profile
28

. 

Considering these three profiles, it is possible to observe in our study the prevalence of the 

VME profile, which is determined by the resistance when using the standard method although 

susceptible by the other method. Furthermore, Sapino et al. reported in their research that DD 

showed no VME when compared to the automated systems
29

. 

All samples of CoNS were resistant to penicillin and benzylpenicillin and, by DD 

62.5% showed resistance to clindamycin and erythromycin, against 31.25% and 43.75% by 

the automated method, respectively. Studies have been reporting high resistance levels of 

CoNS to penicillin, clindamycin and erythromycin
30-32

. All samples were vancomycin-

susceptible by the conventional (microdilution in broth) and automated methods, similarly to 

the results found in the studies above cited. In this study, only the broth microdilution was 

made for the MIC of vancomycin, and the values obtained were between 0.5 µg/mL to 2.0 

µg/mL. 
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Table 1 – Comparison of the susceptibility profile of the 16 isolates of coagulase-negative Staphylococci from Platelet Concentrates, using the 

qualitative methodologies of Disk Diffusion and VITEK
® 

2, according to the criteria of CLSI
14
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1 S. epidermidis 
DD - S S R - S S R S R S S - S - S S R - R - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - R S - S - S - S - S R S - S S 

2 S. epidermidis 
DD - S S R - S S R S R S S - S - S S R - R - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S I - R S - S - S - S - S R S - S S 

3 S. saprophyticus 
DD - R R R - R R R R R R R - R - I R R - R - R - - 

VITEK® 2 I - - - R - S R - R S - S - S - S - S S S - S S 

4 S. haemolyticus 
DD - S S S - S S R I S S S - S - S S R - S - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 

5 S. saprophyticus 
DD - S S R - S S R I R S S - S - S S R - R - R - - 

VITEK® 2 I - - - R - S R - R S - S - S - S - S S S - S S 

6 S. haemolyticus 
DD - S S S - S S I I R I S v S - R S R - S - R - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 

7 S. saprophyticus 
DD - S S R - R S I I R S S - S - S S R - S - S - - 

VITEK® 2 I - - - R - S R - R S - S - S - S - S S S - S S 

8 S. epidermidis 
DD - S S R - S S R I R S S v S - S S R - R - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S R - R S - S - S - S - S S S - S S 

9 S. warneri 
DD - S S I - R S R R I S S - S - R S R - R - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 



116 

 

Table 1 – Comparison of the susceptibility profile of the 16 isolates of coagulase-negative Staphylococci from Platelet Concentrates, using the 

qualitative methodologies of Disk Diffusion and VITEK
® 

2, according to the criteria of CLSI
14
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(conclusão) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amox/ Clav = Amoxicillin/Clavulanic; Ampi/Sulb  = Ampicillin/Sulbactam; Sulfa/ Trim = Sulfamethoxazole/ Trimethoprim; DD = Qualitative methodology of disk 

diffusion; Vitek= Automated methodology VITEK® 2; S = Susceptible; I = Intermediate; R = Resistant; “-“ = Non tested. 

10 S. haemolyticus 
DD - S S S - S S S I S S S - S - S S R - R - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 

11 S. haemolyticus 
DD - S S S - S S S I S S S - S - S S R - S - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 

12 S. warneri 
DD - S S S - S S S S S S S - S - S S R - S - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 

13 S. haemolyticus 
DD - S S R - S S R I R S S - S - S S R - S - R - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 

14 S. epidermidis 
DD - S S R - S S R S R S S - S - S S R - S - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S R - R S - S - S - S - S S S - S S 

15 S. warneri 
DD - S S R - S S R S R S S - S - S S R - S - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 

16 S. warneri 
DD - S S I - S S I R I S S - S - R S R - R - S - - 

VITEK® 2 S - - - R - S S - S S - S - S - S - S S S - S S 
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Three samples (18.75%) were resistant to cefoxitin (DD), being thus considered 

MRCoNS. By VITEK
® 

2, only sample was meticillin resistant. According to CLSI, the 

standardized tests to report MRCoNS strains for CoNS are agar dilution, DD technique and 

microdilution in broth
14

, however, only the DD technique was used in this study, except for 

vancomycin. There was a difference between the phenotypic methods in this study; a strain of 

MRCoNS was characterized by the two methodologies, demonstrating low susceptibility. A 

study developed by John et al. showed that for Staphylococcus aureus and for most of the 

CoNS, VITEK
® 

2 might not detect methicillin resistance
33

. 

Several authors consider the PCR method a standard for comparing with phenotypic 

assays
34-36

. In this study, the mecA gene was detected in three samples (18.75%) that were 

susceptible to cefoxitin in DD and in VITEK
® 

2 (Table 2). 

Studies show that resistance to methicillin in Staphylococcus spp. occurs especially 

due to the production of modified Penicillin Binding Protein (PBP2a) encoded by the mecA 

gene and, less commonly, through the hyperproduction of beta-lactamases, which can be 

inactivation of oxacillin resulting in partial hydrolysis of the beta-lactam ring (borderline 

oxacillin-resistant - BORSA) and presence of other PBP with low affinity to oxacillin 

(MODSA)
37-39

. Thus, certain bacterial population resistant to methicillin may or may not 

carry the mecA gene
40

.  

In this study it is possible to suggest the identification of three strains with probable 

resistance by hyperproduction of the beta-lactamase enzyme, which is less common and 

occurs when strains of Staphylococcus spp. show resistance in DD and do not have the mecA 

gene. It is important to emphasize that for the treatment of infections caused by bacteria 

characterized as MRCoNS the treatment of choice is linezolid, teicoplanin and vancomycin, 

as well as alternative drugs such as macrolides, clindamycin and 

sulfamethoxazole/trimethoprim, regardless the sensitivity to the antimicrobial, and the 

treatment of a strain characterized as MRSCoN may not be effected with beta-lactams
39

. 

The inducible oxacillin resistance and the hyperproduction of beta-lactamases are the 

main causes of discordant results between phenotypic and genotypic tests for the detection of 

MRCoNS
41

. Determining the resistance to methicillin in CoNS by phenotypic methods can be 

complex due to the heterogeneous expression of many strains, which may also be affected by 

growth conditions and the nature of the beta-lactam agents used
42

. Moreover, the difference 

between the inhibitions zones of the isolates in DD with or without the mecA gene is very 

narrow, a disadvantage of this method
43

.  
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Table 2 – Analisys of MRCoNS of the 16 coagulase-negative Staphylococcus isolates from 

Platelet Concentrates through the phenotypic tests of Cefoxitin Disk Diffusion, screening of 

cefoxitin by VITEK
® 

2, research of the gene mecA by the Polymerase Chain Reaction 

technique. 
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CFO 

(DD) 

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

Screening 

of CFO 

- - - - - - + - - - - - - - - - 

mecA - - - - - - - + - - - - - - + + 

*Research conducted only in strains that showed phenotypic resistance to methicillin; CFO = Cefoxitin; DD = 

Qualitative methodology of disk diffusion; S = Susceptible; I = Intermediate; R = Resistant; “-“= absence; “+”= 

presence. 

 

Recent studies have detected a rare gene homologous to mecA in strains of S. aureus 

isolated from human beings who showed phenotypic resistance to methicillin, but they were 

negative in the research of the mecA gene. This gene was called 
mecA

LGA251 and is not 

identified by PCR with primers specific for mecA
44-45

. 

Conventional phenotypic analysis of resistance against the class of MLSB 

antimicrobials performed with the disk approximation test (D-test) was positive in six samples 

(37.5%), characterizing the inducible phenotype iMLSB. Two samples (12.5%) showed the 

constitutive phenotype cMLSB, and the phenotype MSB was not detected (Table 3). While 

analyzing CoNS by the DD method, Coutinho et al. found three different phenotypes 

distributed as 46.7% of cMLSB and 3.3% for the two other phenotypes
27

. The indices differ 

from those found in our study. As for automation, our study has detected 31.25% of iMLSB 

and 6.25% of MSB (Table 3). 

CLSI recommends that the detection of inducible resistance to clindamycin be effected 

by D-test, DD or microdilution by broth
14

. In this study, MIC was carried out by automation. 

Based on the results, it is estimated that there is a margin of error regarding automated tests. 

Thus, in this case, it is ideal to concomitantly use the data of both tests, allowing the 
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microbiologist to analyze each case individually, releasing results that exclude the possibility 

of VME. 

 

Table 3 – Analysis of resistance of the 16 isolates of coagulase-negative Staphylococcus of 

Platelet Concentrates against the antimicrobials of the MLS class of group B through the 

phenotypic tests of disk diffusion, screening of inducible/constitutive resistance of 

clindamycin by VITEK
® 

2, and the research of the genes ermA, B and C by Polymerase 

Chain Reaction technique. 

 

Samples Species D- 

Test 

DD 

CLI/ERI 

Phenotype 

DD 

Screening 

of CLI 

ermA ermB ermC 

1 S. epidermidis + R/R iMLSB MSB - - - 

2 S. epidermidis - R/R cMLSB - - - - 

3 S. saprophyticus - R/R cMLSB iMLSB - - - 

4 S. haemolyticus - R/S - - - - - 

5 S. saprophyticus + R/R iMLSB iMLSB - - - 

6 S. haemolyticus - I/R - - - - - 

7 S. saprophyticus - I/R - iMLSB - - - 

8 S. epidermidis + R/R iMLSB iMLSB - - + 

9 S. warneri - R/I - - - - + 

10 S. haemolyticus - S/S - - - - - 

11 S. haemolyticus - S/S - - - - - 

12 S. warneri - S/S - - - - - 

13 S. haemolyticus + R/R iMLSB - + - - 

14 S. epidermidis + R/R iMLSB iMLSB - - + 

15 S. warneri + R/R iMLSB - - - + 

16 S. warneri - I/I - - - - - 

S = Susceptible; I = Intermediate; R = Resistant; “-“= absence; “+”= presence; Cli = Clindamycin; Eri = 

Erythromycin; D-Test Negative = cMLSB (resistant to CLI and ERI); D-Test Negative = MSB (susceptible CLI 

and resistant ERI); D-Test Positive = iMLSB (resistant to CLI and ERI). 

 

Phenotypically analyzing the DD technique, no sample showed the efflux mechanism, 

phenotype MSB, encoded by the msrA gene that gives resistance only to macrolides
46

. 

Nonetheless, with VITEK
® 

2 one of the samples showed this phenotype, indicating once again 

the necessity of concomitant observation of the two results. Analyzing the results obtained by 

PCR, five samples studied (31.25%) showed the presence of the erm genes. The ermA was 

reported in 6.25% and the ermC in 25%; the ermB gene was not found in any sample; 
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Coutinho et al.
27

 identified the presence of the ermA gene in 29.6%. Regarding the genotypic 

testing, our indices showed 67% sensibility and 86% specificity when compared to D-test, 

which was considered a standard in this research. 

Lavallée et al.
47 

carried out a study comparing detection methodologies of inducible 

resistance to clindamycin, with the same phenotypic tests of this study and detection of the 

mentioned genes through PCR. The authors reported 93% and 100% specificity and 

sensibility, respectively, with VITEK®2 and concluded that the automation failed to detect 

inducible clindamycin resistance in 10 strains, resulting in a Negative Predictive Value (NPV) 

of 74%. In this study, the same comparison showed a high similarity, and we observed a NPV 

of 73%. 

With the data for inducible clindamycin resistance, the authors concluded that 

analyzing this resistance in CoNS strains with the D-test technique remains the most simple 

and reliable detection. Data in the literature describe that dilution in agar and VITEK® 2 are 

good for CoNS strains, but not as susceptible as the D-test at 24 hours
47

.  

The discrepancy between the results evidenced by the different methods, namely the 

gene inhibition in DD and the absence of the gene in PCR, can be justified by the presence of 

another gene, ermY, which was not subject of this research, however, there are reports of its 

presence in Staphylococcus spp. Other reasons why strains with phenotype iMLSB are not 

carriers of the erm gene is not yet clear
15

, although it is speculated that there are possible 

mutations in the target sites of the primers for these genes
47

. 

Regarding resistance genes presented by the different species studied here, it was 

found that one S. epidermidis and one S. warneri showed the mecA as well the erm genes. 

Moreover, these species also showed the highest rate of MRSCoN. Through the antibiotic 

susceptibility profile obtained by the DD technique, approximately 50% of the strains were 

characterized as multiple drug resistance (MDR), resistant to more than three antimicrobial 

class.  

In Brazil, resistance to oxacillin is higher in S. epidermidis and studies report that this 

resistance varies between 70% and 80%
48-49

. The resistance of MRCoNS is usually together 

with resistance to multiple antimicrobial agents, increasing the use of glycopeptides in 

therapy. Besides, it is known that there is a potential transmission of glycopeptide resistance 

among species, thus evidencing the need to restrict the use of these antimicrobials
50

. 

This is the first study conducted in Brazil that investigates the susceptibility profile 

and the possible mechanisms of resistance in bacterial isolates from PCs. Thus, in view of the 

results obtained in this study, we feel responsible for alerting about the importance of 
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knowing the types of resistance of microorganisms isolated from PCs, especially in relation to 

the mecA gene. This study also provided a future interest in relation to the development of a 

more extensive and complex research regarding the presence of the gene homologous to 

mecA (
mecA

LGA251) in isolates of Staphylococcus spp. at our hospital. 
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3 DISCUSSÃO 

 

 

A infusão de hemocomponentes contaminados por bactérias é uma das principais 

causas de morbidade e mortalidade entre os receptores de CPs. Este fato representa um 

considerável problema de saúde pública, especialmente no Brasil (CUNHA, 2006). Os CPs 

são os hemocomponentes com o maior índice de contaminação bacteriana e esses são a 

principal causa de reações sépticas transfusionais (RAMIREZ-ARCOS; GOLDMAN, 2012). 

Dados indicam que, provavelmente, a desinfecção da pele não é totalmente eficaz, visto que, 

grande parte da microflora da pele é produtora de biofilme, o qual pode ocasionar a redução 

da eficiência dos desinfetantes na pele dos doadores (TAHA et al., 2014). 

Foram investigadas 691 amostras de bolsas de CPs, no seu primeiro dia de 

armazenamento, por diferentes métodos de detecção bacteriana (Artigo 1), dentre essas 

amostras 2,32% estavam contaminadas por alguma bactéria. Uma porcentagem considerada 

elevada quando comparada a outras pesquisas que analisaram esses hemocomponentes. No 

Brasil, foi possível contrapor os resultados apenas a outro estudo realizado em Goiânia, o qual 

reportou 0,4% de contaminação (CUNHA et al., 2008). Outras pesquisas, efetuadas em outros 

países, relataram taxas entre 0,3 a 0,34% (HSUEH et al., 2009, MARTÍNEZ et al., 2010, 

WALTHER-WENKE et al., 2010).  

As amostras de CPs consideradas positivas representam um grande risco para os 

receptores, pois todas eram plaquetas randômicas, as quais necessitam, na maioria das vezes, 

ser agrupadas em pool a fim de se obter a dose ideal para a transfusão. Dessa forma, há uma 

grande possibilidade de ser infundida uma carga elevada de micro-organismos, um dos fatores 

que pode desencadear uma reação séptica transfusional (BLAJCHMAN, 2004). Como já foi 

reportado em um dos nossos estudos, uma das três reações transfusionais ocorreu posterior à 

infusão de um pool de CPs, composto por cinco bolsas, sendo que duas estavam contaminadas 

(MARTINI et al., 2012). Assim, torna-se imprescindível a identificação e a notificação das 

reações sépticas transfusionais. E que toda a equipe transfusional tenha treinamentos 

periódicos sobre os efeitos secundários relacionados às transfusões e saiba a necessidade do 

acompanhamento do paciente por um período adequado para que seja possível minimizar a 

sepse, uma vez que a reação séptica pode ser aguda ou tardia. 

Em relação à cultura convencional, os processos automatizados garantem melhor 

rapidez na obtenção dos resultados, porém, com a mesma restrição de falsos negativos nos 
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primeiros dias de armazenamento (BRECHER et al., 2002). Nesse estudo (Artigo 1) a 

metodologia qualitativa apresentou bom desempenho e foi eleita como a mais viável para ser 

instituída em uma rotina laboaratorial de um Banco de Sangue, além disso, detectou o maior 

número de bolsas de CPs contaminadas. Entretanto, sabemos que essa técnica carece de um 

grande intervalo de tempo para ter uma boa sensibilidade, pois necessita de um período de 

proliferação bacteriana, para que as bactérias se tornem passíveis de detecção em um pequeno 

volume de amostra. Sendo assim, conhecer o crescimento característico das bactérias 

prevalentes nos hemocomponentes é essencial antes de se estabelecer uma estratégia de 

detecção (BRECHER e HAY, 2005). 

Neste contexto, podemos afirmar que a melhor metodologia seria a combinação de 

métodos de cultura, realizadas no início do período de armazenamento, pois quanto maior o 

tempo de armazenamento maior a possibilidade de proliferação bacteriana, e o 

acompanhamento até a transfusão. Uma associação das metodologias qualitativa e 

quantitativa poderia ser testada na prática laboratorial. Dessa maneira, os riscos de transfusões 

de CPs contaminados poderiam ser reduzidos e as reações sépticas transfusionais evitadas, 

pois as bolsas de CPs com carga bacteriana elevada poderiam ser detectadas e descartadas. 

A triagem bacteriológica em todas as amostras de CPs confere uma maior segurança 

ao paciente. No início do nosso estudo, a RDC n° 57 (16.12.2010) regulamentava as 

atividades hemoterápicas e em 2014 foi atualizada pela RDC n° 34 (16.06.2014) (BRASIL, 

2010a e 2014). A comprovação da importância deste estudo ocorreu em 2013, quando foi 

implementada a Portaria nº 2.712 (12.11.2013), a qual redefine o regulamento técnico dos 

procedimentos hemoterápicos e passou a recomendar a realização do controle microbiológico 

em 100% da produção dos CPs. Mudança justificada pelo alto risco de contaminação por 

micro-organismos apresentado pelos CPs, devido às suas condições de armazenamento 

(BRASIL, 2013). 

Todos os micro-organismos isolados nessas amostras de CPs (Artigo 1) foram 

caracterizados como SCoN. Inicialmente, realizaram-se as identificações presuntivas 

fenotípicas através de métodos convencionais, que na maioria das vezes não levou a uma 

identificação precisa. Mas, posteriormente, efetuou-se a identificação por automação dessas 

espécies, através do VITEK® 2 (Artigo 2). Nossos resultados são semelhantes aos 

encontrados por outros autores (HSUEH et al., 2009; MARTÍNEZ et al., 2010; WALTHER-

WENKE et al., 2010). Todavia, não foi identificada nenhuma contaminação por bactérias 

gram negativas (GN) diferente dos achados de Cunha et al., no qual 62,5% dos CPs estavam 

contaminados por bactérias GN e 37,5% por GP (CUNHA et al., 2008). 
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Quanto às espécies bacterianas identificadas (Artigo 2) houve a predominância do S. 

haemolyticus, correspondente a 31,25%. Seguido do S. epidermidis e S. warneri, com uma 

taxa de 25,0% para cada espécie. Em dois estudos recentes os autores relataram que a espécie 

predominante em CPs foi o S. epidermidis (GRECO, 2011; ROOD et al., 2011). O S. 

haemolyticus não foi relatado nesses dois estudos, no entanto, o estudo brasileiro demonstrou 

que o S. haemolyticus e o S. hominis têm sido responsáveis por uma taxa individual de 12,5% 

de contaminação (CUNHA et al., 2008).  

Os resultados desse estudo (Artigo 2) mostram que a origem das espécies bacterianas 

foi, provavelmente, a pele do doador. Um grande número de contaminações e infecções 

ocorre no momento da coleta ou da punção, por micro-organismos que são oriundos da flora 

cutânea, na grande maioria os SCoN (WEINSTEIN et al., 1998). Este problema se torna 

preocupante, pois as medidas preventivas de descontaminação da pele nem sempre são 

aplicadas adequadamente. A evolução tecnológica que ocorre na medicina transfusional 

considera mandatória a eliminação dos riscos que a transfusão de CPs contaminados com 

bactérias pode ocasionar, bem como, a importância do uso de bolsas com sítio coletor para 

eliminar os primeiros mL de sangue, os quais tem a maior probabilidade de contaminação 

bacteriana. 

Entre os SCoN, os S. epidermidis são os líderes em isolamentos de culturas de sangue, 

seguidos dos S. haemolyticus (TAKEUCHI et al., 2005)
 
 e têm as maiores taxas de resistência 

aos antimicrobianos (CHIEW et al., 2007). Além de serem potencialmente causadores de 

septicemia, peritonite, otites e infecções do trato urinário, e esses micro-organismos são 

patógenos oportunistas dos seres humanos e possuem diferentes mecanismos de resistência 

(TAKEUCHI et al., 2005). Sabemos que o aumento da resistência aos antimicrobianos, em 

alguns isolados clínicos, pode estar relacionado com a sua capacidade de formar biofilme, 

pois a aquisição de alguns traços de resistência é possível através da transferência de gene 

(SUBRAMANIAN et al., 2012). 

Frequentemente observamos estudos que são efetuados em isolados de SCoN, devido 

que, rotineiramente, os laboratórios clínicos se encontram diante de grandes obstáculos. 

Especialmente relacionados à diferenciação das espécies de SCoN, à caracterização da 

resistência à meticilina, à definição de fatores de virulência como o biofilme e à avaliação da 

importância clínica do isolado, principalmente, quando for oriundo de pacientes 

imunocomprometidos e pertencente a flora do ser humano. Os SCoN já possuem resistência a 

vários antimicrobianos como à eritromicina, à clindamicina, os aminoglicosídeos, os β-
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lactâmicos e, eventualmente, às quinolonas (SANTOS et al., 1997), além da possibilidade de 

serem produtores de biofilme.  

A formação de biofilme é um fenótipo clínico existente entre os SCoN (FREDHEIM 

et al., 2009) e os S. haemolyticus têm o maior nível de resistência aos antimicrobianos e a 

heterorresistência aos glicopeptídeos é muito comum (CHIEW et al., 2007). Este fato que 

limita as opções terapêuticas e faz com que essas infecções sejam uma grave ameaça 

(FREDHEIM et al., 2009). Sendo assim, bactérias contaminantes de CPs como S. epidermidis 

e S. haemolyticus geram uma grande preocupação clínica e influenciam na evolução dos 

receptores, devido à ligação entre a virulência e a capacidade de causar reações sépticas 

transfusionais. Além disso, é importante lembrar que o S. epidermidis está relacionado à 

endocardite bacteriana e o seu isolamento em CPs também pode ser considerado um fator de 

risco para essa doença infecciosa (HSUEH et al., 2009). 

O processo de formação do biofilme é influenciado por diferentes fatores e moléculas 

e apresenta diferentes formas de funcionamento e regulação. Atualmente, o biofilme é 

considerado uma temática muito discutida em diversas áreas da saúde e as dúvidas 

relacionadas à sua formação e ao tratamento ainda são pouco esclarecidas pela comunidade 

científica e clínica. Pesquisas recentes relatam a formação do biofilme durante a estocagem 

das plaquetas, isso indica que o armazenamento contribui para a expressão da virulência e 

intensifica o risco potencial em ocasionar reação séptica transfusional (GRECO et al., 2007).  

Esse estudo (Artigo 2) utilizou três diferentes metodologias para investigar se as 

bactérias oriundas da flora normal e contaminantes de CPs são produtoras de biofilme. O 

método de detecção do biofilme CRA demonstrou que 43,75% dos isolados foram produtores 

de biofilme e o método de ABT, 37,5%, resultados semelhantes a vários outros estudos 

(ARCIOLA et al., 2002 e 2005; CAFISO et al., 2004; LAZZARATTO et al., 2010; GRECO, 

2011). Já em relação à investigação dos genes de resistência responsáveis pela formação do 

biofilme, 43,75% dos nossos isolados apresentaram os genes icaAD ou icaADC (Artigo 2), 

nossos dados também foram semelhantes a alguns estudos (ARCIOLA et al., 2005; CAFISO 

et al., 2004). Através da realização dos testes fenotípicos (CRA e ABT) foi possível verificar 

a sensibilidade e a especificidade com a metodologia padrão (PCR). O método de ABT 

apresentou o melhor desempenho, com 85,7% de sensibilidade e 100% de especificidade 

(Artigo 2), outro estudo brasileiro também considerou a técnica de ABT mais sensível e 

específica (OLIVEIRA; CUNHA, 2010). Esses resultados nos permitem sugerir a adoção da 

técnica da ABT na rotina para a detecção de cepas de SCoN produtoras de biofilme em 
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laboratórios clínicos. A técnica foi considerada de fácil aplicação e baixo custo, além de 

fornecer elevada sensibilidade e especificidade. 

A presença dos genes icaADC foi observada em sete amostras e dessas, seis 

apresentaram biofilme pela ABT e cinco pelo CRA. Duas amostras apresentaram formação de 

biofilme apenas pelo método de CRA e não apresentaram os genes responsáveis, essas podem 

ser possíveis falso-positivos (baixa sensibilidade) ou tiveram influência de algum mecanismo 

ica-indepentente. Acreditamos que o fato de que as amostras que apresentaram CRA negativo 

e ABT e PCR positivos pode ser devido à baixa especificidade da técnica CRA. Sabemos que 

a função do gene icaR é a regulação da formação do biofilme e este pode influenciar quando 

presente. Não obstante, testes fenotípicos não apresentam 100% de especificidade e de 

sensibilidade quando comparados ao PCR. 

O biofilme, além de conferir uma resistência contra as defesas inatas e adaptativas do 

hospedeiro, torna as bactérias mais hábeis de persistirem em concentração de antimicrobianos 

superior quando comparadas às mesmas bactérias em estado planctônico (STEWART; 

COSTERTON, 2001; WOLCOTT; EHRLICH, 2008). Bactérias produtoras de biofilme 

necessitam uma concentração de antimicrobiano de 100 a 1000 vezes maior, devido a grande 

dificuldade de difusão dos antimicrobianos através da camada polissacarídica ou pelo fato de 

que as células dentro do biofilme podem diferir fisiologicamente das células planctônicas 

(STEWART; COSTERTON 2001; FRANK; PATEL 2007; LAZZAROTTO, 2010). 

Como já relatado anteriormente, a grande maioria dos antimicrobianos é mais eficiente 

quando as células bacterianas estão em crescimento e no biofilme a taxa de crescimento está 

reduzida. Mas existem estudos que evidenciam a classe dos antimicrobianos fluoroquinolonas 

como sendo capazes de infiltrar os biofilmes, levando a crer que outros mecanismos de 

resistência, além da própria defesa dos biofilmes, estão ativos (LEWIS, 2001; MELCHIOR et 

al., 2009). Ainda não está bem esclarecido, mas acredita-se que o próprio ataque do 

antimicrobiano capaz de atravessar a barreira do biofilme acaba criando uma população de 

células distintas que são preservadas pela presença do antimicrobiano (LEWIS, 2001). Ou, 

que para cada antimicrobiano que ataca a célula bacteriana um tipo diferente de biofilme 

possa ser produzido (MAH; O' TOOLE; 2001). 

A partir desses resultados de biofilme (Artigo 2) se torna importante acrescentar que 

pode haver conversão de fenótipos na bolsa de CPs, como já reportado em um estudo com S. 

epidermidis. Os autores relataram a conversão de um fenótipo positivo de biofilme de um 

modo independente ao gene ica, quando as bactérias foram cultivadas em meio semelhante ao 

da bolsa de CPs (ALI et al., 2014). Essa mudança também ocorreu em outro contaminante de 
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plaquetas, o Staphylococcus capitis (GRECO-STEWART et al., 2013). Demonstrando assim, 

que a conversão de um fenótipo biofilme negativo a um positivo é normal nos SCoN, pois são 

capazes de formar biofilmes que se aderem ao plástico das bolsas de CPs e aos agregados de 

plaquetas. E também, já foi constatado que cepas com crescimento mais lento formam maior 

quantidade de biofilme e se tornam mais difíceis de serem detectadas em meios de cultura 

(ALI et al., 2014). 

Elucidar os diferentes mecanismos que contribuem para a formação de biofilme é de 

suma importância, pois a partir disso, novas estratégias de prevenção podem ser 

desenvolvidas. Principalmente, as relacionadas com a produção de biomateriais resistentes à 

formação do biofilme ou impregnados com antimicrobianos, além da introdução de novas 

medidas preventivas ou terapêuticas como, vacinas ou estratégias de silenciamento dos genes 

de virulência (COSTERTON et al., 2009; LAZZAROTTO, 2010).  

Além da investigação do biofilme realizou-se a verificação do perfil de suscetibilidade 

através do teste de disco-difusão (DD) e da automação (VITEK® 2) (Manuscrito 1). Por 

meio do DD apenas uma amostra mostrou suscetibilidade somente à linezolida. Mas, pela 

automação essa amostra apresentou resistência apenas à benzilpenicilina, à clindamicina e à 

eritromicina. Três isolados demonstraram exatamente o mesmo perfil de suscetibilidade, 

quando comparado o método convencional (DD) ao automatizado. Em sua pesquisa Paim et 

al., encontraram diferentes perfis de comparação entre o método do VITEK® 2 e a DD, essa 

considerada método referência pelo CLSI: erro muito maior (VME), erro maior (ME) e o erro 

menor (MiE), a prevalência foi do perfil VME (PAIM et al., 2014). Assim, em nosso estudo 

também observamos que houve o predomínio do perfil VME, o que é caracterizado pela 

suscetibilidade do método em estudo e a resistência pelo método considerado referência. 

Todas as amostras foram suscetíveis à vancomicina e apresentaram resistência à 

penicilina e à benzilpenicilina e 62,5% apresentaram resistência à clindamicina e à 

eritromicina (Manuscrito 1). Estudos têm reportado altos níveis de resistência dos SCoN à 

penicilina, clindamicina e eritromicina (BERNARDI et al., 2007; MELO et al., 2007; 

RIGATTI et al., 2010). Além disso, aproximadamente 50% dos isolados foram caracterizados 

com resistência a múltiplas drogas (MDR - resistentes a mais de três classes diferentes de 

antimicrobianos). Resultado preocupante, principalmente, em relação aos macrolídeos, os 

quais são a primeira escolha para os pacientes alérgicos aos derivados de penicilina, assim 

como, na ocorrência da resistência aos beta-lactâmicos.  

Entre as amostras analisadas, três foram resistentes à cefoxitina por DD, já pelo 

VITEK® 2 apenas uma amostra foi resistente. De acordo com o CLSI, para SCoN, os testes 
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padronizados para reportar cepas MRSCoN são: diluição em ágar, técnica de DD e a 

microdiluição em caldo (CLSI, 2014). No presente estudo houve uma divergência entre os 

métodos fenotípicos, apenas uma cepa foi caracterizada como MRSCoN pelas duas 

metodologias. O que é justificado pela dificuldade que a automação tem em detectar a 

resistência à meticilina na maioria dos SCoN, conforme reportado por John et al. quando 

analisou isolados de S. aureus e SCoN (JOHN et al., 2008). 

Detectamos a presença do gene mecA (Manuscrito 1) em três amostras, mas essas 

foram suscetíveis à cefoxitina pela DD e também pelo VITEK® 2. O método da PCR é 

considerado por vários autores referência para comparação com ensaios fenotípicos (CAFISO 

et al., 2004; RUZICKA et al., 2004; GAD et al., 2009). Estudos mostram que a resistência à 

meticilina pode ocorrer pela presença do gene mecA ou pela hiperprodução de beta-

lactamases (TOMASZ et al., 1989, ITO et al., 2003, ROSSI; ANDREAZZI, 2005), então 

certa população bacteriana resistente à meticilina pode ou não carrear o gene mecA 

(MOHANASOUNDARAM; LALITHA, 2008). Com base nos dados obtidos, e nas repetições 

efetuadas, é possível sugerir a identificação de três cepas com provável resistência por 

hiperprodução de beta-lactamase, o que é mais raro, mas ocorre quando as cepas de 

Staphylococcus mostram resistência em DD e não possuem o gene mecA.  

No Brasil, a resistência à meticilina é maior em S. epidermidis e estudos relatam que 

varia entre 70% a 80% (DIEKEMA et al., 2001; PINHEIRO et al., 2014). A resistência de 

MRSCoN é geralmente acompanhada de resistência a múltiplos agentes antimicrobianos, 

aumentando assim o uso dos glicopeptídeos na terapia. No mais, sabe-se que existe um 

potencial de transmissão de resistência aos glicopeptídeos entre as espécies, demonstrando 

assim a necessidade de restringir o uso destes agentes antimicrobianos (DE GIUSTI et al., 

1999). 

A determinação da resistência à meticilina em SCoN por métodos fenotípicos é 

complexa devido à expressão heterogênea de muitas cepas, as quais também podem ser 

influenciadas pelas condições de crescimento e a natureza dos agentes beta-lactâmicos 

utilizados (CHAMBERS, 1997). A hiperprodução de beta-lactamases é a principal causa de 

resultados discordantes entre testes fenotípicos e genotípicos para a detecção de MRSCoN 

(GHOSHAL et al., 2004). Além disso, a diferença entre as zonas de inibição dos isolados em 

DD, com ou sem o gene mecA é muito estreita, podendo ser uma desvantagem deste método 

(SKOV et al., 2003). Salientamos que já existem pesquisas que revelam a detecção de um raro 

gene, homólogo ao mecA, em Staphylococcus que apresentaram resistência fenotípica à 
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meticilina mas não o gene mecA. Denominado 
mecA

LGA251 ele não é identificado através da 

PCR com primers específicos para o mecA (CUNY et al., 2011; SHORE et al., 2011). 

É importante lembrar que para infecções causadas por bactérias MRSCoN o 

tratamento de escolha é a linezolida, teicoplanina e vancomicina, além de medicamentos 

alternativos, tais como os macrólideos, clindamicina e sulfametoxazol/trimetoprim. 

Independentemente da suscetibilidade antimicrobiana demonstrada, o tratamento de um cepa 

MRSCoN não deve ser efetuado com nenhuma classe de beta-lactâmicos (ROSSI; 

ANDREAZZI, 2005). 

A análise fenotípica da resistência à classe dos antimicrobianos MLSB foi efetuada 

através do Teste D, um dos métodos considerados padrão para a detecção da resistência 

induzível à clindamicina, bem como, a CIM (CLSI, 2014). Seis amostras foram caracterizadas 

com o fenótipo iMLSB e duas com o cMLSB, o MSB não foi detectado (Manuscrito 1). Uma 

pesquisa que analisou SCoN demonstrou que o fenótipo prevalente foi o cMLSB 

(COUTINHO et al., 2010), dado divergente ao encontrado pelo nosso estudo. E, pela análise 

da CIM, realizada por automação, o fenótipo iMLSB também foi predominante, no entanto, 

uma cepa foi caracterizada como MSB e nenhuma como cMLSB.  

Lavallée et al. realizaram um estudo comparando metodologias de detecção da 

resistência induzível à clindamicina e concluíram que a automação falhou em detectar essa 

resistência em dez cepas, resultando em um valor preditivo negativo (VPN) de 74%. 

Efetuamos a mesma comparação e obtivemos um VPN semelhante, 73%, demonstrando uma 

baixa sensibilidade (LAVALLÉE et al., 2010). Ainda, os autores descreveram que para os 

SCoN a diluição em ágar e o VITEK® 2 são eficazes, mas não são sensíveis como o Teste D 

(LAVALLÉE et al., 2010). Por meio dos resultados obtidos estima-se que existe uma 

considerável margem de erro nos testes automatizados, devido às falhas apresentadas na 

detecção da resistência induzível. Sendo assim, concluímos que o Teste D é a detecção mais 

simples e confiável para investigar essa resistência em SCoN isolados de CPs.  

Analisando os resultados da PCR (Manuscrito 1), em cinco amostras foi evidenciada 

a presença do gene erm, prevalecendo o gene ermC. Em relação ao teste genotípico, nossos 

índices mostraram 67% de sensibilidade e 86% de especificidade, quando comparado ao Teste 

D, o qual foi considerado referência nessa pesquisa. A prevalência dos genes ermABC é 

muito variável e depende muito da origem da cepa (NAWAZ et al., 2000). Existem estudos 

que reportam a prevalência do gene ermA e outros do ermC, no entanto, o ermB quando 

encontrado é sempre em uma frequência menor (JENSEN et al., 1999; WANG et al., 2008; 

COUTINHO et al., 2010). 
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Já a discrepância entre os resultados fenotípicos e a detecção dos genes erm, pode ser 

justificada pela presença de outro gene que não foi investigado no estudo, o gene ermY, assim 

como, pode ser influenciada pela inativação dos macrolídeos ou por mutações. Não são raros 

os casos de cepas com fenótipo iMLSB não serem portadoras do gene erm, no entanto, alguns 

mecanismos ainda não estão claros, mas especula-se que haja possíveis mutações nos locais-

alvos dos primers para esses genes (ROBERTS et al., 1999; MATSUOKA et al., 2002; 

LAVALLÉE et al., 2010; MURRAY et al., 2014). A PCR é um método genotípico rápido, 

sensível e específico utilizado na pesquisa (VANNUFFEL et al., 1995). Entretanto, sabe-se 

que não é um método viável para os laboratórios clínicos de rotina, pois apresenta custo 

elevado e necessita de espaço físico e equipamentos especiais (JARLOV et al., 1997; 

HORSTKOTTE et al., 2001).  

Sabemos que um dos mais significativos fatores que predispõem à resistência dos 

micro-organismos é o uso indiscriminado e inadequado dos antimicrobianos. Dessa forma, 

uma importante medida adotada no Brasil foi a implementação da RDC nº 44 (26.10.2010), 

que dispõe sobre o controle de antimicrobianos, de uso apenas sob prescrição médica 

(BRASIL, 2010c). Aliado a isso, o uso cauteloso, a adequada combinação dos 

antimicrobianos, a realização completa da antibioticoterapia e o monitoramento constante da 

disseminação da resistência são considerados avanços muito importantes. Assim como, os 

estudos constantes sobre a elucidação dos mecanismos de resistência e a investigação de 

novas estratégias terapêuticas são bastante promissores (COSTERTON et al., 2009).  

Este é o primeiro estudo realizado no Brasil com o intuito de investigar o perfil de 

suscetibilidade, a formação do biofilme e possíveis mecanismos de resistência apresentados 

por bactérias isoladas de CPs. Diante das circustâncias expostas nesse estudo nos sentimos 

responsáveis em alertar sobre a importância do conhecimento das resistências apresentadas 

por micro-organismos isolados de CPs. Além de nos proporcionar um interesse futuro na 

realização de uma pesquisa mais extensa em isolados clínicos de Staphylococcus presentes em 

nosso hospital, relacionada, principalmente, à produção de biofilme. Espera-se ainda, 

estimularmos novas pesquisas nessa área, já que no Brasil carece de estudo a respeito. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matsuoka%20M%5Bauth%5D
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4 CONCLUSÃO 

 

 

Baseado nos resultados apresentados nesta tese, em forma de artigos, podemos 

concluir que:  

 

- Detecção da contaminação dos CPs: 

a) foi detectada uma elevada contaminação bacteriana nas amostras de CPs analisadas, 

índice de 2,32%; 

b) o método de detecção mais viável para uma rotina laboratorial é a associação das 

metodologias quantitativa e qualitativa. 

- Contaminantes das bolsas de CPs: 

a) todos os contaminantes dos CPs foram caracterizados como SCoN; 

b) S. haemolyticus foi a espécie predominante (31,25%); 

c) todas as espécies identificadas são habitantes da microbiota normal da pele. 

- Perfil de suscetibilidade apresentado pelos isolados: 

 a) todas as amostras de SCoN apresentaram resistência à penicilina e a 

benzilpenicilina; 

b) obtenção de dados preocupantes sobre a resistência à clindamicina e à eritromicina 

apresentada pelos isolados, cerca de 62,5%; 

c) aproximadamente 50% dos isolados foram caracterizadas como cepas MDR; 

d) todos os isolados foram suscetíveis à vancomicina pelos métodos convencionais e 

automatizado. 

- Avaliando os fatores de virulência e os mecanismos de resistência, podemos detectar: 

a) formação do biofilme; 

b) presença dos genes responsáveis pela formação do biofilme, icaACD; 

c) cepas com resistência à meticilina – MRSCoN; 

d) presença do gene responsável pelos MRSCoN, mecA; 

e) teste D positivo caracterizando cepas com fenótipo iMLSB; 

f) presença dos genes responsáveis pelo fenótipo iMLSB, ermAC. 
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- Quando comparamos as metodologias convencionais com o método do PCR 

podemos informar: 

a) o teste ABT possui uma elevada sensibilidade e especificidade, recomenda-se a sua 

utilização para a detecção da formação do biofilme em isolados de SCoN nos laboratórios 

clínicos; 

b) o Teste D é a detecção mais simples e confiável para investigar a resistência iMLSB 

em SCoN; 

c) a determinação da resistência à meticilina em SCoN por métodos fenotípicos é 

complexa, sendo assim nenhum teste foi eleito como melhor. No entanto, acreditamos que a 

metodologia de DD seja a melhor; 

- A implementação da Portaria nº 2.712, de 12 de dezembro de 2013, a qual redefiniu 

o regulamento técnico de procedimentos hemoterápicos e passou a recomendar a realização 

de avaliação de contaminação microbiológica em 100% da produção de CPs. 
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ANEXO A – RESOLUÇÃO DA DIRETORIA COLEGIADA DA 

AGÊNCIA NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA NÚMERO 34, DE 

11 DE JUNHO DE 2014. Dispõe sobre as Boas Práticas no Ciclo do Sangue. 
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ANEXO B - PORTARIA Nº 2.712, DE 12 DE NOVEMBRO DE 2013. 

Redefine o regulamento técnico de procedimentos hemoterápicos. 
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APÊNDICE A – Resultados do Alinhamento genético – Artigo 2 
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Alinhamento do Operon ica de S. epidermidis e S. haemolyticus: As sequências foram baixadas do GenBank e 

alinhadas utilizando o programa ClustalX. Pode-se ver em cinza o amplicon esperado pelo PCR de cada conjunto 

de primer. As regiões dos primers são marcadas em Verde (icaA), Amarelo (icaC) e Azul (icaD) e não 

apresentam diferenças entre a sequência de S. epidermidis e S. haemolyticus. Conclui-se que nossos primers 

baseados na sequência de S. epidermidis alinham com 100% de identidade com a sequência de S. haemolyticus. 

Os códigos das sequências utilizadas no alinhamento são DQ149646.1 para S. epidermidis e FJ472951.2 para S. 

haemolyticus. Podemos ver claramente que não há em nenhuma incompatibilidade na região do primer. 
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APÊNDICE B – Técnica da Microdiluição em Caldo – Vancomicina – 

Manuscrito 1 

 
 

Utilizou-se a técnica de microdiluição em caldo de acordo com o documento M7-

A6- NCCLS/CLSI 2003 para o antimicrobiano vancomicina. Para esta técnica 

empregaram-se placas de 96 poços onde foram distribuídos 100 µL de caldo Mueller 

Hinton (Himedia®) em cada poço e 20µL do antimicrobiano foi dispensado no primeiro 

poço, onde se obteve a concentração de 512µL/mL. Nos poços subsequentes realizaram-se 

diluições para a obtenção das seguintes concentrações: 256µL, 128µL, 64µL, 32µL, 

16µL, 8µL, 4µL, 2µL, 1µL e 0,5µL/mL.  

O inóculo bacteriano correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland foi lido 

em espectrofotômetro a 625 nanômetros, obtendo-se uma absorbância entre 0,08 e 0,1. 

Após o ajuste do inoculo, 100µL do mesmo foram dispensados em cada poço.   

Após o período de incubação de 24 horas a 35 2 °C, dispensou-se em cada poço 

15µL do corante 2,3,5-trifeniltetrazólio (CTT) 1%  para  facilitar a leitura  visual da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM). Este corante é incolor e quando reduzido torna-se 

vermelho pela formação do trifenilformazam indicando que há crescimento bacteriano, a 

ausência de crescimento bacteriano caracteriza a CIM. O teste foi realizado em triplicata.  

 

 

  P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 

Caldo MH  

(L) 
180 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Antimicrobiano 

1024L/mL 

(L) 

20 - - - - - - - - - 

 

- - 

Diluição 

anterior (L) 

Retira 

100 

para o 

2º 

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

100 

retira 

100 

Inóculo (L) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Volume final 

(L) 
200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 

Concentração 

final (g/mL) 
512 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 

 

Quadro 1 - Representação da técnica de microdiluição em caldo utilizada para a determinação 

da CIM do antimicrobiano vancomicina.  


