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RESUMO  

 

Os estafilococos coagulase-negativa (ECN) estão entre os microrganismos 

mais envolvidos em infecções nosocomiais, principalmente em recém-nascidos (RN) 

prematuros e de baixo peso. Entre os fatores de risco para infecções por esses 

agentes, a produção de um polissacarídeo extracelular e a conseqüente formação do 

biofilme, permitindo aderência às superfícies plásticas e lisas de cateteres e outros 

dispositivos médicos desempenham um papel importante. Uma coleção de 100 

amostras de ECN, sendo 50 isoladas de pontas de cateteres e 30 de hemoculturas 

obtidas de RN da Unidade Neonatal do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu, UNESP e 20 obtidas de fossas nasais de portadores saudáveis 

foi analisada quanto à produção de biofilme pelos métodos do tubo (TM), ágar 

vermelho congo (CRA) e através do método quantitativo de aderência a placa de 

poliestireno (TCP). Esses métodos foram comparados com a pesquisa dos genes 

icaA, icaD e icaC  envolvidos na produção de biofilme em ECN. Das 100 amostras 

de ECN estudadas, 82% foram positivas pela técnica de PCR, 82% pelo método do 

tubo, 81% pelo método da placa de poliestireno e 76% pelo CRA. O método de 

aderência ao tubo (TM) foi o teste que mostrou resultados mais confiáveis, com uma 

sensibilidade e especificidade de 100% e boa concordância quando comparado a 

técnica de PCR. Com o objetivo de determinar o papel do biofilme como fator de 

risco na ocorrência de infecções em RN, 130 amostras de estafilococos coagulase-

negativa (ECN) isoladas de recém-nascidos (RN) internados na Unidade Neonatal do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu foram identificadas e 

classificadas em significativas e contaminantes, baseado em dados clínicos e 

laboratoriais obtidos dos prontuários dos RN. Foram pesquisados fatores perinatais 

de risco para infecção, evolução clínica dos RN e antibioticoterapia, além da 

detecção de genes responsáveis pela produção de biofilme em ECN. Das 130 

amostras de ECN estudadas, 66 (50,8%) foram classificadas como clinicamente 

significativas, e 64 (49,2%) como contaminantes. Os resultados não mostraram 

diferença na detecção de genes para produção de biofilme nas amostras de ECN 

isoladas dos RN do grupo com infecção (81,8%) e sem infecção (84,3%), embora 11 

(91,7%) de 12 crianças que foram a óbito associado à ECN, estavam infectadas com 

amostras positivas para a presença desses genes. Dos 54 RN com infecção por ECN, 

45 (83,3%) eram prematuros, e 33 (61,1%) com peso ao nascimento ≤ 1.500g. A 
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maioria dos RN com infecção por ECN estava submetida a procedimentos invasivos 

como uso de cateter (85,2%), nutrição parenteral (61,1%) e ventilação mecânica 

(57,4%).  S. epidermidis foi a espécie mais isolada (81,5%), e mais associada com 

infecção (86,3%) do que com contaminação (76,5%). A maioria dos recém-nascidos 

com infecção por ECN apresentou fatores que contribuem para a instalação desses 

microrganismos e desenvolvimento da infecção, incluindo o peso de nascimento ≤ 

1.500g, complicação de cateter, uso de dreno e a antibioticoterapia prévia. A 

identificação de espécies de ECN é um importante marcador de infecção, visto que o 

S. epidermidis foi o agente etiológico mais frequentemente isolado e associado aos 

processos infecciosos, o que se faz necessário a detecção precisa desses 

microrganismos quando do seu isolamento a partir de sangue e corpos estranhos de 

recém-nascidos, realizando um exame criterioso dos dados clínicos e laboratoriais 

desses pacientes, com a finalidade de determinar a relevância clínica das amostras. 

 

 

Palavras-chave: Biofilme; Estafilococos Coagulase-negativa; Fatores de risco, 

Infecção; Métodos fenotípicos; PCR. 
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ABSTRACT 

 

Coagulase-negative staphylococci (CNS) are most often associated with nosocomial 

infections, especially in premature and under weight newborns. The most important 

pathogenic factor of these microorganisms is the production of extracellular 

polysaccharide and the consequent formation of biofilm which facilitates their 

adherence to the surfaces of catheters and other medical devices. A total of 100 

clinical isolates of coagulase-negative staphylococci (CNS) isolated from infected 

medical devices received from the Neonatal Unit, University Hospital, Botucatu 

Medical Schooll, including 50 isolated from catheter tips, 30 from blood cultures, 

and 20 collected from the nasal cavity of healthy subjects were investigated in order 

to evaluate the efficiency of three phenotypic methods of detection of biofilm 

formation, and also analyze the icaA, icaD and icaC genes, using the PCR method. 

The clinical isolates were screened by tissue culture plate (TCP), Tube method 

(TM), and Congo Red Agar (CRA) method. Of the 100 tested isolates, 82% were 

positive in the PCR method; in the TM, 82%; in the TCP assay, 81%; and 76% in 

CRA method. The method of adherence to the test tube was shown that more 

reliable results, with a sensitivity and specificity of 100% and good agreement when 

compared with the PCR technique. In order to determine the role of biofilm as a risk 

factor in the occurrence of infections in newborns 130 clinical isolates of CNS were 

identified and classified as significant and contaminant, based on clinical data 

obtained from the patients’ reports. Perinatal risk factors for infection, clinical 

evolution and antibiotic therapy for the newborns were studied, as well as the 

detection of the genes responsible for the production of biofilm in CNS. Of the 130 

clinical isolates of CNS, 66 (50.8%) were classified as clinically significant and 64 

(49.2%) as contaminant. There was no difference between the CNS isolates of the 
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infected group of newborns (81.8%) and the non-infected group (84.3%) in relation 

to the detection of biofilm producers, although 11 (91.7%) of 12  who died during 

the study were infected with positive samples for the presence of these genes. Of the 

54 newborns infected by CNS, 45 (83.3%) were premature and 33 (61.1%) weighted    

≤ 1500 g at birth. Invasive procedures were performed on the majority infected 

babies, such as the use of catheters (85.2%), parenteral nutrition (61.1%) and 

mechanical ventilation (57.4%). The clinical isolates of S. epidermidis (81.5% of the 

total isolates) showed a closer association with infection (86.3%) than with 

contamination (76.5%). The majority of the babies with infection caused by CNS 

showed factors that contribute for the installation of the CNS, causing infection. 

These factors include weight at birth ≤ 1500 g, catheter complications, use of 

surgical drain and previous antibiotic therapy. The identification of CNS species is 

an important infection marker, considering fact that S. epidermidis was the more 

frequent etiologic agent isolated and associate with infectious process, is necessary a 

accurate detection this microorganism when isolated from blood cultures and 

medical devices of the newborns, doing a discerning research of the clinical 

information and laboratory this patients, to determine the clinical relevance.  

 

 

 

Key-words: Biofilm, Coagulase-negative Staphylococci, Risk Factors, Infection, 

Phenotypic methods, PCR. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Os estafilococos estão entre os mais freqüentes microrganismos isolados em 

microbiologia médica (1). Atualmente o gênero Staphylococcus é composto por 41 

espécies e 24 subespécies, que se distribuem amplamente na natureza, fazendo parte 

da microbiota normal da pele do homem e de outros animais (2). Pertencem à família 

Staphylococcaceae, são cocos Gram-positivos formando agrupamentos semelhantes 

a cachos de uvas, catalase positivos, e divididos em dois grupos com base na 

produção da enzima coagulase (3).  

 Entre os coagulase-positivos, a espécie Staphylococcus aureus é a mais 

conhecida e estudada por produzir muitas toxinas que contribuem para a virulência 

dessa bacteria, aumentando sua habilidade de invadir o corpo e danificar os tecidos, 

provocando infecções superficiais como foliculite e abcessos, até infecções 

sistêmicas. Esses microrganismos também são importantes patógenos envolvidos em 

infecções nosocomiais, principalmente as relacionadas ao uso de corpos estranhos e 

pacientes imunocomprometidos (4,5). 

Nas duas últimas décadas os estafilococos coagulase-negativa (ECN) foram 

reconhecidos como agentes de doenças humanas. Embora tenham sido descritas 

várias espécies de ECN, entre as mais comuns envolvidas em infecções humanas 

estão o S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, S. cohnni, S. xylosus, S. 

capitis, S. warneri, S. hominis, S. simulans e  S. caprae  (6).                

Bacteremias causadas por ECN são comuns em neonatos, pacientes com 

câncer e pacientes internados em UTI e que normalmente estão com o sistema 

imunológico comprometido. Estas infecções geralmente estão associadas ao uso ou 

implantes de dispositivos médicos. Os cateteres vasculares são as principais portas de 

entrada por serem facilmente colonizados por microrganismos que fazem parte da 

microbiota normal da pele e mucosas. Em relação aos recém-nascidos muitos outros 

fatores perinatais de risco contribuem para a infecção desses agentes como o baixo 

peso ao nascimento, idade gestacional; ruptura prolongada de membrana (maior que 

24 horas); ventilação mecânica; procedimentos cirúrgicos; diálise; nutrição 

parenteral; antibioticoterapia prévia e também a não remoção do corpo estranho 

durante o episódio de infecção (7).    

    O S. epidermidis é a espécie de ECN isolada com maior freqüência (50% a 

80%). Durante anos esses microrganismos foram considerados como saprófitas, 
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entretanto, atualmente tem se destacado como principal causador de infecções 

nosocomiais, principalmente em recém-nascidos com baixo peso, pacientes 

imunocomprometidos e internados em UTI e que geralmente fazem uso de 

dispositivos médicos (8). As infecções produzidas por esses microrganismos incluem 

endocardite de válvulas cardíacas naturais e protéticas, infecções relacionadas com 

cateteres endovenosos, peritonite associada a cateteres para diálise peritoneal, 

bacteremia, osteomielite, infecções de feridas e infecções de próteses articulares e 

outros implantes ortopédicos (9,1). 

Um passo importante no desenvolvimento de infecções associadas a 

dispositivos médicos é a aderência e a fixação dessas bactérias em superfícies de 

biomateriais (9,7,10). Entre os vários mecanismos envolvidos na adesão bacteriana, a 

produção de substância extracelular de natureza polissacarídica chamada limo, 

parece desempenhar um papel relevante (9,11). O limo forma um biofilme sobre as 

superfícies plásticas que contém várias camadas de bactérias. Esse mecanismo é 

considerado o principal fator de virulência dos ECN, pois protege esses 

microrganismos da ação de antibióticos administrados para tratar essas infecções, 

sendo muitas vezes necessário a remoção do corpo estranho para obter a cura. (12,8).  

Assim, ao que tudo indica as infecções pelos ECN estão relacionadas com as 

condições do paciente e a produção desse polissacarídeo extracelular (13,9).  

De modo geral, vários fatores influenciam nos mecanismos de aderência 

bacteriana, como o efeito do substrato, as características do meio e as propriedades 

da superfície celular. De acordo com Von Eiff et al. (14), fenômenos físico-químicos 

atuam na adesão bacteriana aos materiais de implantes. Por exemplo, as forças 

relacionadas à superfície do material como a de van de Waals, eletrostáticas, tensão 

superficial e de hidrofobicidade superficial. 

Quando um determinado material é implantado num indivíduo os fluídos 

corpóreos como as proteínas do soro e plaquetas passam a recobrí-lo, o que modifica 

as propriedades das superfícies facilitando a aderência bacteriana (14,15).  

A formação do biofilme ocorre em estágios, sendo o primeiro, a fixação da 

bactéria ao material, o segundo a formação de vários grupos de células de multi-

camadas com aderência célula-célula, e o terceiro estágio, também chamado de fase 

de “acúmulo”, é quando depois de fixadas, as bactérias começam a se multiplicar e 

formam inúmeras camadas, onde, após o biofilme formado, ocorre a liberação das 

células bacterianas para o meio (9,14).  
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A fixação dos ECN direto ao material plástico não revestido é dependente das 

propriedades físico-químicas da superfície bacteriana e plástica. Sendo a superfície 

plástica hidrofóbica, o principal parâmetro que determina a adesão bacteriana é 

também o nível hidrofóbico da superfície bacteriana. Já no caso da superfície do 

polímero estar recoberta pela camada protéica, ocorre uma interação do S. 

epidermidis com ela através de diferentes moléculas de superfície. A proteína FBE 

(“Fibrinogen-binding”) encontrada na superfície de S. epidermidis, está envolvida na 

ligação dessas bactérias com o fibrinogênio. No segundo estágio da formação do 

biofilme, ocorre a multiplicação dos ECN na monocamada de células fixadas ao 

plástico ou no hospedeiro. Para formar as camadas bacterianas, as células vão se 

ligando umas as outras através do PIA (polissacarídeo de adesão intercelular) uma 

molécula polissacarídica que favorece a adesão entre as células (9,14,16).  O PIA 

está localizado na superfície celular, é um homopolímero linear de até 130 resíduos 

de β-1-6-N-acetilglicosamina, composto por duas frações polissacarídicas: 

polissacarídeo I (>80%) com 15 a 20% dos resíduos diacetilados e, portanto 

carregados positivamente e polissacarídeo II (< 20%) estruturalmente relacionado ao 

polissacarídeo I, mas com baixa quantidade de resíduos D-glicosamina não N-

acetilados e contém fosfato e éster ligado a succinato, sendo aniônica (17,9).   

A produção do PIA é mediada por produtos do gene cromossomal ica 

(intercelular adhesion), organizados em uma estrutura operon.  Este operon contém 

os genes icaADBC, mais o icaR, que tem a função regulatória e é transcrito no 

sentido oposto (Figura1). Assim que ocorre a ativação deste operon, são codificadas 

quatros proteínas necessárias para a síntese do PIA que são IcaA, IcaD, IcaB e IcaC 

(18,19,16, 20). 

 

 

 

 

    

 Figura 1 – Organização genética do operon ica 
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O PIA é sintetizado a partir de UDP-N-acetilglicosamina por uma enzima N-

acetilglicosaminatransferase, a qual é codificada pelo lócus de adesão intercelular 

(ica), em particular pelo icaA. A expressão única deste gene induz uma baixa 

atividade enzimática produzindo baixa quantidade do polissacarídeo, entretanto a 

expressão simultânea do icaA e do icaD promovem um aumento significativo da N-

acetilglicosaminatransferase, que atua formando oligômeros com 10-20 resíduos 

aproximadamente de β-1,6-N-acetilglicosamina (21,18). O gene icaC quando 

expresso concomitantemente com o icA e icaD, induz a síntese de oligômeros mais 

longos com 130 resíduos. O gene icaB não tem  ainda  função estabelecida (Figura 2) 

(22,14).  

Estudos sobre a estrutura dos biofilmes mostraram que estes são formados por 

células microbianas e substâncias poliméricas extracelulares (EPS) que corresponde 

de 50% a 90% do carbono orgânico total destes, porém, o biofilme pode apresentar 

certas particularidades de acordo com os microrganismos que o compõe (23). 

Hussain et al. (24), demonstraram que o limo que forma o biofilme de Estafilococos 

coagulase-negativa apresenta um ácido teicóico misturado a pequenas quantidades de 

proteínas. Devido o hidrogênio presente na estrutura do EPS apresentar uma alta 

afinidade pela água estes se tornam altamente hidratados.  
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FIGURA 2 – Modelo de biossíntese de PIA. 

IcaA e IcaD sintetizam oligômeros derivados de UDP-N-acetilglicosamina 

formando oligômeros com 10-20 resíduos.  Na presença de IcaC, oligômeros mais 

longos são formados com 130 resíduos que reagem com dois anti-soros específicos 

para PIA. Devido á similaridade da seqüência com diacetilases, IcaB  pode catalisar 

a reação de diacetilação.  CM, membrana citoplasmática. 

Adaptado de Heiemann et al. (1996), Gerke et al. (1998)  

 

             

Segundo Sutherland (26), a composição e estrutura dos polissacarídeos 

podem determinar sua configuração primária. Muitos EPS bacterianos possuem 

estruturas de sustentação contendo resíduos de hexose β-1,3 ou β-1,4 com tendências 

mais rígidas, e em certos casos solúveis ou até insolúveis em água.   

Os genes que codificam os fatores de virulência do S. epidermidis, bem como 

o operon ica, aparentam estar sob regulação dos sistemas regulatórios globais agr e 

sar, semelhante a formas que ocorrem em S. aureus (27). Um dos mecanismos que 

vem se mostrando extremamente importante na formação e desenvolvimento de 

biofilmes é a comunicação interbacteriana, este mecanismo é chamado de “quorum 

sensing”, através do qual as bactérias são capazes de controlar todo o processo, desde 
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a formação do biofilme até sua liberação para o meio (28). Esses microrganismos 

podem mudar o seu comportamento de acordo com as condições do ambiente, como 

alta osmolaridade, pH e níveis de oxigênio, sendo capazes de se comportarem de 

forma coordenada permitindo que uma população inteira realize uma função em 

resposta a uma necessidade da colônia. A comunicação bactéria-bactéria, 

denominada de quorum-sensing é baseada em moléculas sinalizadoras, chamadas 

auto-indutores, dessa forma regulam seu comportamento de acordo com a densidade 

populacional. Se estiverem em pequeno número a concentração de moléculas auto-

indutores não é detectada, porém, em uma alta densidade populacional, a 

concentração dessas moléculas alcança um nível suficiente para fazer com que as 

células respondam ao estímulo, ativando ou reprimindo genes-alvo, expressando seus 

fatores de virulência no momento certo e garantindo a eficiência do ataque conjunto 

(16,29). 

Após muitos estudos para entender a estrutura dos biofilmes e das vantagens 

que ele proporciona para as bactérias e também do comportamento e envolvimento 

dos ECN na formação destes, fizeram com que os ECN fossem reconhecidos como 

patógenos, especificamente relacionados à sepse hospitalar pelo uso de cateter, sendo 

a aderência a superfícies de polímeros e a conseqüente formação do biofilme um pré-

requisito para o desenvolvimento de infecções (18). O biofilme é considerado um 

importante fator de virulência, e a capacidade de produção deste, por esses agentes 

está entre as causas que explicam a colonização de aparelhos médicos e possíveis 

infecções por Staphylococcus (15,12). 

Davenport (30) num estudo com ECN produtores e não produtores de 

biofilmes, verificaram que, utilizando-se de antibioticoterapia, somente 32% das 

infecções causadas por linhagens produtoras de biofilme foram resolvidas, enquanto 

que nas linhagens não produtoras a cura foi obtida em 100% dos casos . 

Uma outra vantagem que o biofilme traz para a bactéria, é que o 

polissacarídeo que o compõe, também desempenha funções biológicas importantes, 

como a inibição da proliferação de linfócitos T e monócitos periféricos por indução 

da produção de prostaglandina E2, interferência sobre a blastogênese das células B e 

na produção de imunoglobulinas e coagulação (31). Essa substância inibe a 

quimiotaxia dos leucócitos polimorfonucleares, por induzir a degranulação destas, 

inibindo as atividades metabólicas dependentes do oxigênio que normalmente 

ocorrem durante a fagocitose e subseqüente morte intracelular, interferindo nas 



 17 

interações das opsoninas de superfície das células bacterianas que constituem um 

pré-requisito para processamento pelas células fagocitárias, dessa forma, acaba por 

influenciar a opsonização e a fagocitose de modo adverso (32,33).     

As amostras de ECN produtoras de biofilme têm sido isoladas mais 

freqüentemente de pacientes com sepse do que de pacientes sem doença invasiva, 

indicando o risco de doença invasiva em pacientes portadores de ECN produtores de 

biofilme (34). Dados similares aos obtidos por esses autores foram observados por 

Cunha et al. (7), onde se encontrou uma freqüência significativamente maior de 

linhagens de S. epidermidis produtoras de biofilme isoladas de hemoculturas (20,4%) 

e de corpos estranhos (21,9%) do que de secreções. Esses autores também mostraram 

uma maior proporção de S. epidermidis positivos para a produção de biofilme e 

clinicamente significativas isoladas a partir de corpos estranhos (29,4%), do que de 

secreções (0,0%).  

Em outro estudo realizado por Cunha et al. (10), esses autores verificaram 

que a produção do biofilme foi um fator independente associado com a não resolução 

de casos de peritonites causados por ECN em pacientes submetidos a diálise 

peritonial ambulatorial contínua (CAPD), sendo que as peritonites causadas por ECN 

não produtores de biofilme apresentaram chance de cura 27 vezes maior do que nos 

episódios causados pelas amostras de ECN biofilme positivas. Entretanto, Cunha et 

al. (2006), observaram que uma pequena proporção de linhagens produtoras desse 

exopolissacarídeo (22,2%), esteve associada a processos infecciosos em recém-

nascidos. Outros autores relataram a falta de evidência do biofilme como fator de 

risco na ocorrência de infecções (35,36). Kotilainem (36), num estudo para avaliar a 

importância da produção do biofilme como um fator de virulência das linhagens 

envolvidas na sepse, relata que a produção do biofilme é um importante fator de 

virulência, porém deve haver outros fatores que contribuam para a patogenia desses 

microrganismos.  

A produção de biofilme pode também variar nas diferentes espécies sendo 

esta característica mais freqüente entre linhagens S. epidermidis, S. lugdunensis e S. 

hominis (28,10).   

Em relação à detecção da produção de biofilmes, atualmente são utilizados 

diversos métodos na área médica, dentre eles os visuais através da microscopia 

eletrônica utilizando diversos tipos de microscópio eletrônico (ME). A microscopia 

eletrônica é utilizada até hoje para o exame e caracterização de biofilmes em 
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aparelhos médicos e em infecções humanas e por apresentar excelente propriedade 

de resolução, constitui-se numa importante ferramenta para a pesquisa de biofilme 

(23). 

Porém, na rotina são utilizados os métodos qualitativos como o do tubo (TM) 

Christensen et al. (37), o método do Ágar Vermelho Congo (CRA) descrito por 

Freemam et al. (38) e o método quantitativo da placa de cultura de tecido (TCP) 

descrito por Christensen et al. (39). Ainda em complemento a esses métodos são 

utilizados os moleculares como a reação da polimerase em cadeia (PCR), que 

amplificam genes envolvidos na produção do biofilme.  

Em relação aos métodos qualitativos, o mais comumente usado é o método do 

tubo (TM) descrito por Christensen et al. (37). Vários autores utilizaram esse método 

obtendo resultados confiáveis, e mostrando ser eficiente com excelente sensibilidade 

e adequada especificidade, fornecendo diagnóstico confiável e adequado para uso em 

rotina (11,40,16). 

Em estudo para a avaliação da confiabilidade de três métodos para detecção 

de biofilmes em S. aureus, o método TCP, TM e o CRA, Knobloch et al. (4), 

relataram que o TM, teve uma boa correlação com o TCP para linhagens que eram 

fortes produtoras de biofilme. Já o exame no CRA teve uma baixa correlação com o 

TM e o TCP.  

Resultados similares foram obtidos por Mathur et al. (41), num estudo para 

detecção da formação do biofilme entre os isolados clínicos dos Staphylococcus, 

fazendo uma avaliação de três métodos de seleção diferentes, incluindo o TM, CRA 

e o PCT. Os autores relataram que o TCP foi muito satisfatório em relação aos 

fenótipos positivos do biofilme, sendo fácil distinguir entre os fortes, moderados, 

fracos ou quando nenhum biofilme foi detectado. O TM correlacionou bem com o 

TCP. Já o CRA não se correlacionou bem com nenhum dos métodos anteriores. Com 

esse trabalho os autores concluíram que o TCP foi o método mais sensível, o mais 

exato e com boa reprodutibilidade para a detecção da formação do biofilme por 

Staphylococcus e com a vantagem de ser quantitativo para o estudo da aderência dos 

Staphylococcus em dispositivos médicos. Também em estudo realizado por Gelosia 

et al. (42) para detecção de fatores de virulência em S. epidermidis o TCP apresentou 

uma ótima correlação com a PCR.  
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Arcíola et al. (27,43) relataram que a comparação da classificação de cor no 

CRA com a detecção dos genes pelo PCR mostrou uma boa correlação entre os dois 

métodos. Altoparlak et al. (44) utilizaram o teste CRA para detecção de biofilmes e 

os resultados apresentaram dois tipos de coloração bem definidas, preta para as 

amostras produtoras de biofilme e vermelha para as não produtoras. Entretanto, em 

outro estudo realizado por Arcíola et al. (43) para a detecção dos cinco genes do 

lócus ica em S. epidermidis em comparação com o CRA, foram observados 5 

amostras negativas para o CRA que apresentavam todos os genes ica. Em adição, em 

estudo realizado por Chaieb et al. (45) o CRA não apresentou uma boa correlação 

com a PCR. Das 32 amostras estudadas, 6 de coloração bordô e 1 de coloração 

vermelha que seriam negativas para o CRA, apresentaram o gene icaA e D e uma de 

coloração quase preta, que deveria ser positiva para o CRA, não apresentou o gene 

icaA e D.  

  Considerando que linhagens de ECN produtoras de biofilme apresentam 

potencial para aderência a dispositivos médicos, esse trabalho tem como objetivos a 

detecção da produção de biofilme em amostras de ECN isoladas de materiais clínicos 

de recém-nascidos da Unidade Neonatal do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu utilizando métodos fenotípicos e a pesquisa dos genes  icaA, 

icaC e icaD pela técnica de PCR, bem como o estudo dos fatores de risco para a 

ocorrência de infecções associadas a esses microrganismos. 
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OBJETIVOS 

 

 

● Identificar amostras de Estafilococos Coagulase-negativa (ECN) isoladas 

de materiais clínicos de recém-nascidos da Unidade Neonatal do HC da Faculdade de 

Medicina de Botucatu, 

 

●  Detectar a produção de biofilme em amostras de ECN através dos métodos 

fenotípicos de aderência ao tubo de borossilicato (TM), Ágar Vermelho Congo 

(CRA) e de aderência a placa de poliestireno (TCP), 

 

● Detectar através da técnica de PCR os genes icaA, icaC e icaD, 

responsáveis pela produção de biofilme em ECN, 

 

● Verificar o papel do biofilme na ocorrência de infecções causadas por ECN 

em recém-nascidos, 

 

● Verificar o papel dos fatores de risco do hospedeiro na ocorrência de 

infecções causadas por ECN,  
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RESUMO 

 

Uma coleção de 80 amostras de estafilococos coagulase-negativa (ECN) isoladas de 

materiais clínicos, provenientes de recém-nascidos (RN) da Unidade Neonatal do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e 20 de fossas nasais 

obtidas de indivíduos sadios, foram estudadas quanto à produção de biofilme, 

objetivando avaliar três métodos fenotípicos de detecção de biofilmes em ECN e a 

pesquisa dos genes icaA, icaD e icaC utilizando a técnica de PCR. Foram utilizados 

os métodos de aderência em placa de poliestireno (TCP), aderência em tubo de 

borossilicato (TM) e o método do Ágar Vermelho Congo (CRA). Das 100 amostras 

de ECN estudadas, 82% foram positivas pela técnica de PCR, 82% pelo método do 

tubo, 81% pelo método da placa de poliestireno e 76% pelo CRA.  Feita a 

comparação dos métodos utilizados, tendo por referência o PCR, observamos que o 

método que melhor se correlacionou com a pesquisa dos genes ica, foi o método de 

aderência em tubo de borossilicato, apresentando melhor sensibilidade e 

especificidade. O método do tubo pode ser indicado para o uso de rotina para a 

pesquisa de biofilme por ECN por ser fácil, rápido, apresentar um baixo custo e 

principalmente por garantir resultados confiáveis com ótima sensibilidade e 

especificidade 

 

Palavras-chave: Biofilme; Estafilococos Coagulase-negativa; Fatores de risco, 
Infecção; Métodos fenotípicos; PCR 
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ABSTRACT 

 

A total of 80 clinical isolates of coagulase-negative staphylococci (CNS) isolated 

from infected medical devices received from the Neonatal Unit of Hospital das 

Clínicas (Faculdade de Medicina de Botucatu) and 20 clinical isolates collected from 

the nasal cavity of healthy subjects were investigated in order to evaluate the 

efficiency of three phenotypic methods of detection of biofilm formation, and also 

analyze the icaA, icaD and icaC genes, using the PCR method. The clinical isolates 

were screened by tissue culture plate (TCP), Tube method (TM), and Congo Red 

Agar (CRA) method. Of the 100 tested isolates, 82% displayed a biofilm-positive 

phenotype in the PCR method; in the TM, 82%; in the TCP assay, 81%; and 76% in 

CRA method. Once the three methods were compared, it was observed that the TM 

was the most sensitive and specific in terms of analyzing the ica genes. Our data 

indicates that the Tube method is an accurate and reproducible method for screening 

and this technique can serve as a reliable tool for determining biofilm formation by 

clinical isolates of staphylococci, once it is also a fast, easy and low-cost method. 

 

 

Key-words: Biofilm, Coagulase-negative Staphylococci, Risk Factors, Infection, 

Phenotypic methods, PCR. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os Estafilococos coagulase-negativa (ECN), são os mais freqüentes 

microrganismos envolvidos em infecções nosocomiais em neonatos. Essas 

infecções, geralmente estão associadas ao uso de cateteres e outros dispositivos 

médicos (1). O aumento no uso de dispositivos médicos teve impacto considerável 

dos estafilococos na medicina moderna. A capacidade de aderir à superfícies 

poliméricas e a conseqüente formação do biofilme, é considerado o principal fator 

de virulência dos ECN, principalmente do S. epidermidis, a  espécie  mais 

freqüentemente isolada. 

O biofilme protege os ECN da ação de antibióticos, administrados para tratar 

essas infecções e também do sistema imune do paciente, sendo muitas vezes 

necessário a remoção do corpo estranho para obter a cura (2,3). Assim, ao que tudo 

indica as infecções pelos ECN estão relacionadas com as condições do paciente e a 

produção desse polissacarídeo extracelular (4,5). 

O biofilme consiste de camadas de células agrupadas e embutidas numa matrix 

de um polissacarídeo extracelular, denominado polysaccharide intercellular adhesin 

(PIA), composto por β-1,6 N-acetilglicosamina, e sintetizado pela enzima N-

acetilglicosaminiltransferase (6). É funcional na adesão célula-célula, sendo essencial 

para a acumulação do biofilme pelos ECN, principalmente na maioria das linhagens 

clínicas de S. epidermidis (7). 

A produção do PIA é mediada por produtos do gene cromossomal ica 

(intercelular adhesion), organizados em uma estrutura operon. Este operon contém 

os genes icaADBC, mais o icaR, que tem a função regulatória e é transcrito no 

sentido oposto. Assim que ocorre a ativação deste operon, são codificadas quatros 
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proteínas necessárias para a síntese do PIA que são IcaA, IcaD, IcaB e IcaC (8,9,10). 

O PIA é sintetizado a partir de UDP-N-acetilglicosamina por uma enzima N-

acetilglicosaminatransferase, a qual é codificada pelo lócus de adesão intercelular 

(ica), em particular pelo icaA. A expressão única deste gene induz uma baixa 

atividade enzimática produzindo baixa quantidade do polissacarídeo, entretanto a 

expressão simultânea do icaA e do icaD promovem um aumento significativo da N-

acetilglicosaminatransferase, em consequência o aumento da quantidade do 

polissacarídeo, formando oligômeros com 10-20 resíduos aproximadamente de β 

1,6-N-acetilglicosamina (11,12). O gene icaC, quando expresso concomitantemente 

com o icA e icaD, induz a síntese de oligômeros mais longos com 130 resíduos. A 

proteína transcrita por icaB provavelmente é uma proteína secretora que aparenta 

não estar envolvida na biossíntese do PIA (13,14).  

Em relação à detecção da produção de biofilmes, atualmente são utilizados 

diversos métodos nas áreas médicas, dentre eles, os visuais através da microscopia 

eletrônica (ME) utilizando diversos tipos de microscópios. Para a caracterização de 

biofilmes em aparelhos médicos e em infecções humanas e por apresentar excelente 

propriedade de resolução, a ME constitui-se numa importante ferramenta para a 

pesquisa de biofilme (15). Porém, na rotina dos laboratórios são utilizados os 

métodos qualitativos como o do tubo (TM) descrito por Christensen et al. (16), o 

método do Ágar Vermelho Congo (CRA) descrito por Freeman et al. (17) e o 

método quantitativo da placa de cultura de tecido (TCP) descrito por Christensen et 

al. (18). Complementando esses métodos, são utilizados os moleculares, como a 

reação da polimerase em cadeia (PCR), que amplificam genes envolvidos na 

produção do biofilme.  
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Esse estudo objetivou estudar amostras de estafilococos coagulase-negativa 

(ECN) isoladas de materiais clínicos provenientes de recém-nascidos (RN) da 

Unidade Neonatal do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e 

de fossas nasais, obtidas de indivíduos sadios, quanto à produção de biofilme, por 

três métodos fenotípicos e a pesquisa dos genes icaA, icaD e icaC utilizando a 

técnica de PCR.  

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Amostras 

Foram estudadas 100 amostras de estafilococos coagulase-negativa (ECN), 

sendo, que 80 foram isoladas de materiais clínicos provenientes de recém-nascidos 

internados na Unidade Neonatal do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu e 20 provenientes 

das fossas nasais de portadores sadios. Linhagens de referência internacional foram 

utilizadas como controle, incluindo S. epidermidis ATCC 12228 e S. warneri ATCC 

10209, não produtoras de biofilme (controle negativo) e S. epidermidis ATCC 

35984, S. simulans ATCC 27851 e S. xylosus ATCC 29979 produtoras de biofilme 

(controle positivo).   

 

Identificação de estafilococos coagulase-negativa 

Os isolados, obtidos a partir de espécimes clínicas foram semeados em ágar 

sangue e corados pelo método de Gram, objetivando-se sua pureza e a observação de 

sua morfologia e coloração específica. Após a confirmação dessas características, as 

linhagens foram submetidas às provas de catalase e coagulase. O gênero 

Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com base na prova de oxidação e 
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fermentação da glicose e pela resistência à bacitracina (0,04 U), indicada pela 

ausência de halo de inibição ou formação de halo de até 9 mm e pela sensibilidade à 

furazolidona (100 µg) caracterizada por halos de inibição de 15 a 35 mm de 

diâmetro (19). 

Para a identificação dos ECN, foi utilizado o esquema simplificado proposto 

por Cunha et al. (20), o qual estabelece a realização de testes de utilização de 

açúcares: xilose, sacarose, trealose, manitol, maltose, e frutose, caracterização de 

hemolisinas, urease, ornitina decarboxilase e resistência à novobiocina. 

Posteriormente à confirmação da espécie as linhagens foram conservadas em Caldo 

nutriente com glicerol a - 20ºC e a - 70ºC.                   

 

Estudo da produção de biofilme 

Pesquisa da produção de biofilme pelo método de aderência em tubo de 

borossilicato (Christensen et al. 1982). 

 

Na pesquisa da produção de biofilme efetuada pelo método de Christensen  

et al. (16), as colônias isoladas de estafilococos coagulase-negativa em ágar sangue, 

foram inoculadas em tubos de 12,0 x 75,0 mm contendo 2,0 ml de caldo Tripticase 

Soja (TSB - Difco) e incubadas a 37oC por 48h, sem agitação. Posteriormente, o 

conteúdo foi desprezado e alíquotas de 1,0 ml de solução aquosa a 0,4% de azul de 

tripan (Sigma) foram adicionadas em cada tubo. Após suave agitação, para garantir a 

coloração do material aderido à superfície interna dos tubos, o corante foi 

desprezado. O resultado positivo foi indicado pela presença de uma camada de 

material corado, aderido à parede interna dos tubos. A presença de um anel corado 
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somente na superfície de contato líquido-ar, não foi considerada como resultado 

positivo. 

 

Pesquisa da produção de biofilme pelo método de aderência em placa de 

Poliestireno (Christensen et al. 1985) modificado 

 

O método da pesquisa da produção de biofilme em placas de cultura proposto 

por Christensen et al. (18), foi utilizado com algumas modificações. Este método 

apresenta bases espectofotométricas, baseando-se na leitura da densidade óptica 

(DO) do material aderente produzido pela bactéria. 

Foram utilizadas culturas em TSB, incubadas por 24 horas e posteriormente 

diluídas a 1:1 com TSB, preparado com 2% de glicose. Foram utilizadas placas 

previamente esterilizadas de 96 cavidades com fundo plano (Costar, modelo 3599 

fabricado pela Corning Incorporated). Os poços foram preenchidos em quaduplicata 

com 200µl da cultura diluída, utilizando pipeta multicanal. Em todos os testes foram 

utilizados uma amostra como controle positivo, uma como controle negativo e uma 

com TSB estéril. As placas foram incubadas por 24 horas à 37ºC e posteriormente o 

conteúdo de cada poço foi aspirado cuidadosamente utilizando-se pipeta multicanal, 

e então, lavados quatro vezes com 200µl de tampão fosfato salina (PBS), pH 7,2. A 

secagem da placa foi realizada em temperatura ambiente por 1 hora. A seguir, os 

poços foram corados com cristal violeta a 2% por um minuto, em seguida, o volume 

foi aspirado e o excesso de corante retirado através de uma lavagem das placas com 

água destilada utilizando-se de pipeta multicanal. A seguir, foi feita a secagem das 

placas em temperatura ambiente por 60 minutos e realizada a leitura da densidade 

óptica no leitor de Elisa, da marca Labsystem modelo Multiskan EX. Uma vez, que 
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não dispúnhamos do filtro de 570 nm, utilizado no estudo de Christensen (18), 

adaptamos a técnica a dois novos filtros, de comprimento de onda, 492nm e 540nm, 

próximos ao recomendado. Após esta primeira leitura, as placas foram preenchidas 

com etanol 95% e após 5 minutos o conteúdo foi transferido para novas placas e 

estas submetidas à leitura.  

Para determinação do ponto de corte foi utilizado o mesmo procedimento 

descrito acima com uma placa inteira contendo TSB estéril. Após a leitura foi 

determinado a média (M) e o desvio padrão (DP) da placa seca e com etanol nos 

dois comprimentos de onda (Tabela 1).  

 

       Tabela 1 Valores de média e desvio padrão para o cálculo do ponto de corte. 

Leitor de Elisa 

(nm) 

Placa Seca - Diluição 

1:1 

Placa com Etanol 

95% 

Filtro  492 540 492 540 

Média  0,077  0,084  0,075  0,288  

Desvio Padrão  0,012  0,009  0,012  0,087  

 

Para calcular o ponto de corte, foi utilizado o procedimento recomendado por 

Christensen et al. (18), multiplicou-se o desvio padrão por três e adicionou o valor 

da média da densidade óptica da amostra de TSB estéril no mesmo comprimento de 

onda segundo fórmula descrita abaixo: 

 

 (Ponto de corte= DP x 3 + M da DO do TSB estéril) 

 

 As amostras foram classificadas em três categorias:  

• Não aderente (NA), DO igual ou menor que o ponto de corte,  
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• Fraco aderente (FRA), DO maior que o ponto de corte ou igual ou 

menor que o dobro desse valor,  

• Forte aderente (FOA), DO maior que o dobro do ponto de corte. 

 

 

Tabela 2 Valores do ponto de corte 

Resultado* Filtro 492nm  

Placa Seca 

Filtro 540nm  

Placa Seca 

Filtro 492nm 

Placa etanol 95% 

Filtro 540nm 

Placa etanol 

95% 

NA ≤ 0,116 ≤0,111 ≤0,111 ≤0,549 

FRA >0,116ou ≤ 0,232 >0,111ou ≤ 0,222 >0,111ou ≤ 0,222 >0,549 e ≤ 

1,098  

FOA > 0,232 >0,222 > 0,222 > 1,098 

    * NA- Não aderente; FRA- Fraco aderente; FOA- Forte aderente 

 

Para verificar qual foi o melhor procedimento para essa metodologia (Placas 

secas ou com etanol e o melhor filtro para a leitura), foram calculadas a 

sensibilidade e especificidade para cada experimento. As amostras foram 

classificadas como negativas, quando o valor do ponto de corte correspondia à 

classificação de não aderente e em positivas, quando o valor do ponto de corte 

correspondia à classificação de fraco aderente ou forte aderente. A sensibilidade e 

especificidade para cada situação foi calculada utilizando a técnica de PCR como 

parâmetro, em relação a presença dos genes icaA e icaD  ou icaADC concomitantes. 
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Pesquisa da produção de biofilme pelo método do Ágar Vermelho Congo 

(CRA) de Freeman et al. (1989)  

 

A caracterização fenotípica da produção de biofilme foi estudada pela cultura 

de amostras de ECN em placas de Ágar Vermelho Congo (CRA) proposto por 

Freeman et al. (17). Todas as amostras foram semeadas nas placas contendo o CRA 

e incubadas aerobicamente por 24 horas à 37ºC e subseqüentemente “overnight” a 

temperatura ambiente. De acordo com o prosposto por Freeman et al. (17) espécies 

produtoras de biofilme, formam colônias negras no CRA, enquanto que as não 

produtoras formam colônias vermelhas.  

Para uma afirmação acurada de todas as variações cromáticas exibidas pelas 

colônias cultivadas, foi utilizada uma escala de referência de cinco cores. As 

amostras que apresentaram colônias negras em duas tonalidades, preto com aspecto 

brilhante (PB) e preto com aspecto seco e opaco (PS), foram consideradas como 

produtoras de biofilme. Por outro lado, as colônias vermelhas (V), rosa (R) e bordô 

(B), foram classificadas como negativas.  

Em alguns casos, surgiram subcolônias de coloração vermelha e bordô no 

centro das colônias pretas (PB), 48 horas após o cultivo, essas colônias foram 

removidas e subcultivadas novamente por 24 horas no CRA para a obtenção de 

isolados puros de variantes produtoras e não produtoras de biofilme. Esses isolados, 

também foram submetidos aos testes fenotípicos de aderência ao tubo, de aderência 

a placa de poliestireno e pesquisa dos genes ica pela técnica de PCR.  
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Detecção de genes icaA, icaC e  icaD  específicos para produção de biofilme  

Extração do ácido nucléico 

 

O ácido nucléico total foi extraído a partir de linhagens de Staphylococcus, 

cultivadas em ágar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusão de 

Cérebro e Coração e incubadas a 37oC por 24 h.  

A extração foi realizada com o Kit GFX (GE Healthcare), que consistiu na 

digestão inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K 

(20 mg/ml). A seguir, 500 µl da solução de extração foi adicionada à mistura e esta 

foi centrifugada a 10.000 x g por 4 min. Em seguida, o sobrenadante foi transferido 

para a coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O líquido coletado foi 

descartado e 500 µl de solução de extração, foi adicionado novamente à coluna. 

Após a centrifugação e descarte do líquido coletado, 500 µl da solução de lavagem 

foi adicionada à coluna e esta submetida à centrifugação a 20.000 x g por 3 min. A 

seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 µl de água Milli Q 

aquecida a 70°C sendo utilizada para a eluição.       

 

Amplificação do ácido nucléico (PCR)  

As reações de PCR foram realizadas em tubos de microcentrífuga de 0,5 ml 

em volumes totais de 25 µl contendo 10 pmol de cada oligonucleotídeo (Tabela 3), 

2,0 U de Taq DNA polimerase, 100 µM de desoxiribonucleotídeos trifosfatados, 10 

mM de Tris-HCl (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl2 e 3µL de ácido nucléico. A 

incubação foi realizada em termociclador tipo MJ Research, empregando os 

parâmetros descritos por Arciola et al. (21) que consistiram de: 94oC por cinco 

minutos para o primeiro ciclo, seguido por 50 ciclos de desnaturação a 94oC por 
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trinta segundos, anelamento dos oligonucleotídeos a 55,5oC por trinta segundos e 

extensão a 72oC por trinta segundos. Após completar os 50 ciclos, os tubos foram 

incubados a 72oC por um minuto antes de resfriar à 4oC. Em todas as reações 

realizadas, foram utilizadas linhagens de referência internacional com controle 

positivo e negativo, S. epidermidis ATCC 35984 (produtora de biofilme) e um 

controle negativo S. epidermidis ATCC 12228. 

 

 Tabela 3 Oligonucleotídeos utilizados para a detecção dos genes icaA, icaC e  icaD. 

Oligonucleotídeo Sequência de nucleotídeos 5’a 3’ Produto amplificado (pb) 

icaA1 ACA  GTC  GCT   ACG   AAA  AGA  AA    
icaA2 GGA  AAT  GCC  ATA   ATG  AGA   AC 

103 

icaC1 TAA   CTT   TAG   GCG   CAT  ATG TTT  

icaC2 TTC  CAG  TTA  GGC  TGG TAT  TG 
400 

icaD1 ATG  GTC  AAG  CCC  AGA CAG AG 198 
icaD2 CGT GTT  TTC AAC  ATT TAA   TGC AA  

 Fonte: Arciola et al., 2005 

 

Visualização dos produtos amplificados 

A resolução das amplificações foi observada por eletroforese em gel de 

agarose 2%, preparado em tampão 0,5 X TBE e corado com brometo de etídeo e 

fotografados sob transiluminação UV). 

 

Análise Estatística 

Os testes de avaliação de sensibilidade e especificidade (22,23), foram 

embasados na comparação entre os métodos fenotípicos testados na detecção da 

produção de biofilme e a técnica de PCR, para a detecção dos genes envolvidos na 

síntese de biofilme; sendo que foram consideradas amostras biofilme positivas, 

todas aquelas que apresentaram pelo menos dois dos genes pesquisados. Os testes 

aplicados para a avaliação de sensibilidade e especificidade foram assim descritos: 
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             - Sensibilidade (S): proporção de amostras positivas pela técnica de PCR (detecção 

dos genes icaA e icaD ou icaADC concomitantes) e que foram positivas nos outros 

métodos fenotípicos. 

- Especificidade (E): proporção de amostras negativas pela técnica de PCR (não 

detecção dos gene ica) e que foram negativas pelos métodos fenotípicos. 

Para avaliar a concordância dos testes em relação a presença dos genes ica, 

foi utilizado o teste de análise de concordância – Kappa ( 24, 25), conforme tabela 4.  

                        Tabela 4  Valores para o teste de concordância Kappa 

Valores de Kappa Interpretação 

<0 Não concordância 

0-0.19 Pouca concordância 

0.20-0.39 Satisfatória concordância 

0.40-0.59 Moderada concordância 

0.60-0.79 Boa concordância 

0.80-1.00 Concordância quase perfeita 

Fonte: Landis JR, Koch GG. The measurement of observer agreement 

for categorical data. Biometrics 1977; 33: 159-174) 

 

RESULTADOS 

Amostras 

 

Foram estudadas 100 amostras de estafilococos coagulase-negativa (ECN), 

incluindo 80 amostras isoladas de materiais clínicos provenientes de recém-nascidos 

internados na Unidade Neonatal do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina 

da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu e 20 provenientes 
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das fossas nasais de portadores sadios. Das 80 amostras isoladas de materiais 

clínicos, 50 foram isoladas de ponta de cateteres e 30 de hemoculturas.  

 

Identificação de Staphylococcus coagulase-negativa 

 

A Figura 1 apresenta os resultados da identificação das 100 amostras de ECN 

incluídas no estudo. S. epidermidis (Figura 2) foi a espécie mais encontrada (81%), 

seguido por S. cohnni (4%), S. saprophyticus (4%), S. warneri (4%), S. haemolyticus 

(2%), S. xylosus  (2%), S. capitis (2%) e S. lugdunensis (1%).  
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Figura 1 Distribuição das espécies isoladas. 

 

 

A Tabela 5 mostra a freqüência das espécies de ECN de acordo com o 

material clínico. S epidermidis foi a espécie de ECN isolada com maior freqüência 

dos materiais clínicos (cateter e hemocultura) e das fossas nasais de indíviduos 

sadios. S. haemolyticus, S. xylosus, S. lugdunensis e S. capitis, também foram 

isoladas dos materiais clínicos, enquanto S. cohnii, S. saprophyticus foram isolados 
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das fossas nasais de portadores sadios. A espécie S warneri, foi encontrada tanto em 

hemocultura como nas fossas nasais.  

 

Tabela 5 Frequência de espécies de ECN isolados de acordo com o material 

clínico 

Espécies Ponta de 
Cateteres 

Hemocultura Fossas Nasais Total 
Geral 

Porcentagem 
(%) 

S. epidermidis  45 27 09 81 81 
S. cohnni 00 00 04 04 04 
S. haemolyticus 01 01 00 02 02 
S. saprophyticus 00 00 04 04 04 
S. warneri 00 01 03 04 04 
S. xylosus 02 00 00 02 02 
S. lugdunensis 00 01 00 01 01 
S. capitis 02 00 00 02 02 
Total 50 30 20 100 100 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2. Amostra de S. epidermidis identificada pelo Método Simplificado (Cunha 

et al., 2004). 
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Estudo da produção de biofilme 

Detecção dos genes icaA, icaC e icaD específicos para a produção de biofilme  

 

A presença dos genes icaA (103 pb), icaC (400 pb) e icaD (198 pb) nas 

amostras de ECN, foi demonstrada pela amplificação dos fragmentos 

correspondentes (Figuras 3, 4 e 5). Das 100 amostras de ECN estudadas, 40 (40%) 

apresentaram os genes icaA e icaD concomitantes e 42 (42%) os genes icaA,C e D 

concomitantes e 18 (18%) das amostras não apresentaram nenhum dos genes 

estudados. Com exceção de S. haemolyticus e de S. capitis, todas as outras espécies 

de ECN foram positivas para a presença dos genes estudados.  
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Figura 3 -  Eletroforese de gel de agarose 2% corado com Brometo de Etídeo para detecção do 

gene  icaA (103 bp). 1:  Controle negativo; 2 ao 15 amostras positivas;  16: Controle positivo; 

17: Marcador de peso  molecular (100 bp). 
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300pb 
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Figura 4: Gel de agarose 2% corado com Brometo de Etídeo, representando a amplificação do 

gene icaC (400 pb). Linha 1: amostra negativa; Linhas 2 a 5: amostras positivas; Linha 6: 

controle positivo; Linha 7: controle negativo; Linha 8: Marcador de peso  molecular (100 bp).  

 

 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

     

 

Figura 5: Gel de agarose 2% corado com Brometo de Etídeo,  representando a amplificação do 

gene icaD (198 pb). Linhas 1, 3 a 6: amostras positivas; Linha 2: amostra negativa; Linha 7: 

controle positivo; Linha 8: controle negativo; Linha 9: Marcador de peso  molecular (100 bp). 
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Estudo da produção de biofilme pelo método de aderência em tubo de 

borossilicato (Christensen et al. 1982) 

 

Na pesquisa da produção de biofilme pela técnica de aderência em tubo de 

borossilicato (Figura 6), foi verificado que das 100 amostras estudadas, 82 foram 

produtoras de biofilme, sendo 44 amostras isoladas de ponta de cateteres, 23 de 

hemocultura e 15 de fossas nasais. Com relação à análise de cada espécie, observou-

se que 70 (85,4%) amostras de S. epidermidis foram positivas. A produção de 

biofilme também foi verificada em S. warneri (4), S. cohnni (3), S. xylosus (2), S. 

saprophyticus (2) e S. lugdunensis (1).  

 

 

 

 
Figura 6 Produção de biofilme pelo método de aderência em tubo em amostras de 

Staphylococcus coagulase-negativa. 1: amostra não produtora de biofilme, 2 e 3: 

amostras produtoras de biofilme, 4: S. epidermidis ATCC 12228 - (controle 

negativo), 5: S. xylosus  ATCC - 29979 (controle positivo). 

 

                
Foi calculada a sensibilidade e especificidade do método de aderência em 

tubo utilizando a presença do genes ica  como parâmetro. Os resultados mostraram, 

que o teste de aderência ao tubo de borossilicato (16) apresentou 100% de 

     1                    2                    3                   4                 5 
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sensibilidade e 100% de especificidade, quando comparado com a técnica de PCR 

(presença concomitante dos genes icaA e D ou icaACD).  

Também foi realizada a análise de concordância dos resultados do teste de 

aderência ao tubo em relação à presença dos genes icaA e D ou icaACD, e os 

resultados revelaram uma boa concordância (0,64). 

 

Estudo da produção de biofilme pelo método de aderência em placa de 

poliestireno (Christensen et al. 1985). 

 

O resultado do cálculo da sensibilidade e especificidade para o método de 

aderência em placa de Poliestireno utilizando as leituras em placas secas e contendo 

etanol nos filtros de 492nm e 540nm, utilizando a técnica de PCR como parâmetro, 

mostrou que a leitura realizada em placa seca com o filtro de 540nm, apresentou 

melhor sensibilidade (96%) e melhor especificidade (94%), portanto foi a escolhida 

para análise dos resultados (Tabela 6). 

 

Tabela 6 Valores de sensibilidade e especificidade do Método de aderência em 

placa de poliestireno 

 
Placa/Filtro(nm) Sensibilidade(%)            Especificidade(%) 

Seca – 492 94 94 

Seca – 540 96 94 

Etanol 95% - 492 90 50 

Etanol 95% - 540 90 47 

 

A partir da leitura das placas secas com filtro de 540nm (Figura 7 e 8), foi 

verificado que das 100 amostras estudadas, 35 (35%) foram classificadas como 
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fracos aderente e 46 (46%), como fortes aderente, totalizando 81 (81%) de amostras 

positivas e 19 (19%), como não aderentes. Das 81 amostras positivas, 44 (54,3%) 

foram obtidas de ponta de cateter, 21 (25,9%) de hemocultura e 16 (19,8%) de 

fossas nasais. Das 19 amostras negativas, 6 (31,6%) foram de ponta de cateter, 9 

(47,4%) de hemocultura e 4 (21,0%) de fossas nasais. 

  

            
 Figura 7 Coluna 1, Linhas A, B, C, D (TSB estéril); Coluna 13, Linhas E, F, G, H 

S. epidermidis ATCC 12228 (Controle Negativo) – Coluna 2, Linhas A, B, C, D S. 

xylosus ATCC 35984 (Controle positivo); Colunas – 3, 7, 8, 10, 11, 17 amostras 

classificadas como fraco aderente – 4, 6, 14, 15,16, 18, 19, 20, 21, 22 amostras 

classificadas como fortes aderentes –  5, 9, 12, 23 e 24 amostras não aderentes.   
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                   Figura 8 Amostras: 1 a 24 negativas (TSB estéril). 

 

 

O teste de aderência a placa de poliestireno com leitura no filtro de 540nm, 

apresentou 96% de sensibilidade e 94% de especificidade para a presença dos genes 

icaA e D ou icaACD concomitantes, quando comparados com o PCR. Os resultados 

mostraram uma amostra de fossa nasal falso positiva, sendo classificada como forte 

aderente, porém, não apresentou nenhum dos genes ica, e três amostras de 

hemoculturas falso negativas, classificadas como não aderentes, porém uma amostra 

foi positiva para os genes icaA e D e duas apresentaram os genes icaACD. 

Também foi realizada a análise de concordância dos resultados do teste de 

aderência a placa de poliestireno em relação a presença dos genes icaA e D ou 

icaACD,  mostrando uma moderada concordância, com valor de 0,44. 

Para confirmar a relação da quantidade de biofilme em relação à presença 

dos genes icaACD concomitantes, foi realizada a comparação dos resultados 

positivos, classificados como fortes aderente obtidos pela leitura da placa seca no 

filtro de 540nm, com os resultados obtidos pela técnica de PCR. Os resultados 
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mostraram que das 46 amostras fortes aderente, 26 (56,5%) apresentaram os genes 

icaACD.  

A análise através do teste de concordância, mostrou uma moderada 

concordância (0,44) entre os resultados das amostras fortes aderente em relação a 

presença concomitantes dos genes icaACD. 

 

 

Estudo da produção de biofilme pelo método do Ágar Vermelho Congo (CRA) 

de Arcíola et al. (2001)  

 

 

As linhagens de referência internacional S. simulans ATCC 27851 e S. 

xylosus ATCC 29979, utilizadas como controle positivo, exibiram coloração preto 

brilhante, enquanto S. epidermidis ATCC 12228 (controle negativo), apresentou 

coloração bordô e o S. warneri ATCC 10209 (controle negativo) apresentou uma 

coloração bordô metálica.  

Das 100 amostras de Staphylococcus coagulase-negativa estudadas, 76 

formaram colônias negras no Ágar Vermelho Congo, com 44 amostras revelando 

coloração preta brilhante e 32 amostras com coloração preta e seca. Os resultados 

mostraram 24 amostras não produtoras de biofilme (Figuras 9 e 10) variando as 

colorações entre rosa (2%), vermelha (5%) e bordô (17%). Surgiram duas variantes 

em colônias pretas (PB), sendo uma com ponto bordô ao centro e outra com ponto 

vermelho. O centro dessas colônias foi removido e subcultivado novamente por 24 

horas no CRA para a obtenção de isolados puros. As subcolônias após isolamento 

apresentaram-se negativas, com coloração vermelha e bordô, respectivamente. Essas 

amostras após reisolamento a partir do centro, também foram negativas no teste do 

tubo, no TCP e não apresentaram os genes icaADC pela técnica de PCR.  
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Figura 9  S. simulans ATCC 27851, controle positivo, com coloração preto 

brilhante  no Ágar Vermelho Congo. 

 

 

                                                                                    

 

 
Figura 10 Amostras negativas para produção de biofilme no Ágar Vermelho Congo, 

A: S.epidermidis (Coloração Bordô) e B: S. cohnni  (Coloração vermelha) 

 

 

Os resultados revelaram 9 amostras com colônias bordô, consideradas 

negativas, mas que foram positivas para a presença concomitante dos genes icaA e 

icaD ou icaACD, consideradas portanto, falso negativas em comparação com a 

A B 



 51 

técnica de PCR. Dessas amostras, duas foram obtidas de hemoculturas e sete de 

fossas nasais.         

O método do Ágar Vermelho Congo apresentou sensibilidade de 89% e 

especificidade de 100% em comparação com a presença concomitante dos genes 

icaA e icaD ou icaACD.  

A análise estatística através do teste de concordância, mostrou uma 

moderada concordância (0,44) do CRA com a técnica de PCR.  

 

 

 Comparação entre os Métodos para Detecção de Biofilme em ECN 

 

A Tabela 7 apresenta a comparação entre os métodos fenotípicos, para 

detecção da produção de biofilme com a presença dos genes icaA e icaD  e/ou 

icaACD .  

 

Tabela 7 Sensibilidade e Especificidade dos Métodos Fenotípicos. 

Método  Biofilme 
positivo 

Biofilme 
negativo 

Sensibilidade Especificidade 

Aderente 82 0 100% 100% Teste do 
tubo Não 

aderente 
0 18   

Aderente 80 3 96% 94% Teste da 
placa Não 

aderente 
1 16   

Aderente 73 9 89% 100% Teste CRA 
Não 
aderente 

0 18   

 

O método fenotípico que revelou melhor sensibilidade (100%) e 

especificidade (100%) na detecção de biofilme, quando comparado com a técnica de 

PCR foi o método de aderência em tubo de borossilicato. Esse método também 

mostrou uma boa concordância com a PCR (0,64). Os demais testes revelaram uma 

moderada concordância, quando comparados com a técnica de PCR (0,44). 
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DISCUSSÃO 

 

Atualmente, devido ao grande número de infecções relacionadas a 

microrganismos produtores de biofilme, faz-se necessário a utilização de uma 

metodologia confiável para seu diagnóstico.  

Neste estudo foram pesquisadas 100 amostras de ECN isoladas de materiais 

clínicos obtidos de recém-nascidos e de fossas nasais de portadores saudáveis. Os 

resultados de nossas observações revelaram o S. epidermidis, como a espécie mais 

freqüentemente isolada, tanto de materiais clínicos como de fossas nasais, 

correspondendo a (81%) do total das amostras. Outras espécies de ECN também 

foram encontradas, como o S. cohnni, S. saprophyticus, S. warneri, S. haemolyticus, 

S. xylosus, S. capitis  e  S. lugdunensis. Estudo realizado por outros pesquisadores 

também revelaram resultados semelhantes (27,28). 

 O fato do S. epidermidis ser a espécie mais freqüentemente isolada na 

maioria dos estudos, pode ser devido a esses microrganismos possuírem 

determinados mecanismos, que de alguma forma favoreça a sua adaptação em 

alguns locais em relação a outros, sendo os mais prevalentes da pele e mucosas dos 

seres humanos (29).  

Os dados obtidos nesse estudo não revelaram diferença em relação à 

freqüência da produção de biofilme entre os isolados de amostras clínicas e de fossas 

nasais de portadores saudáveis, em todos os testes utilizados para a pesquisa de 

biofilme. A produção de biofilme similar em amostras de ECN isoladas de 

diferentes origens, incluindo espécimes clínicos, ambiente e da microbiota de 

pessoas saudáveis, também foi relatada por outros pesquisadores (30,28).    
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No presente estudo, a presença dos genes pesquisados para a produção de 

biofilme foi demonstrada pela amplificação dos fragmentos correspondentes, icaA 

(103 pb),  icaD (198 pb) e icaC (400 pb). Das 100 amostras de ECN estudadas, 40% 

apresentaram os genes icaA e icaD concomitantemente e 42% os genes icaACD. 

Esses resultados, diferiram dos encontrados por Cafiso et al. (8) que também 

pesquisaram a presença dos genes envolvidos na produção de biofilme. Os autores 

encontraram 35% das amostras isoladas positivas para os genes icaA e icaD 

concomitantemente e apenas 4 apresentaram os genes icaACD, em algumas 

amostras foi encontrado apenas o gene icaD.  

Os resultados obtidos nesse estudo, mostraram que a técnica de PCR foi um 

método eficiente para a determinação da presença dos genes do operon ica. Outros 

autores também descreveram a PCR, como importante ferramenta na identificação 

dos genes ica, por ser uma técnica simples, rápida e confiável, além de requerer 

quantidades mínimas de DNA (31,8). 

Em referência aos testes fenotípicos, o teste de aderência em tubo de 

borossilicato (TM), proposto por Christensen et al. (16), é o método qualitativo mais 

comumente usado nos laboratórios na pesquisa de biofilme. Este teste apresenta uma 

metodologia simples, sendo fácil e rápida a sua execução. Nesse estudo o teste 

apresentou 100% de sensibilidade e 100% de especificidade, quando comparado 

com a presença concomitante dos genes icaA e icaD ou icaACD pela técnica de 

PCR, apresentando uma boa concordância (0,64). Ruzicka et al. (32), também 

relataram boa concordância entre o teste do tubo e a PCR em amostras obtidas de 

infecções, 62,6% das amostras foram positivas para o operon ica e 53,7 das 

amostras foram produtoras de biofilme pelo teste do tubo.  
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Em adição, Kotilainem (33) em 1990 utilizando o método do tubo para 

associar a produção de biofilme por ECN com o desenvolvimento de sepse, relatou 

que o teste apresentou excelentes resultados. Segundo Morales et al. (9) e Cunha et 

al. (34) o teste fornece diagnóstico confiável na detecção de biofilme em ECN e é 

adequado para uso em rotina.  

No presente estudo também foi utilizado o método quantitativo de aderência 

em placa de poliestireno (TCP) proposto por Christensen et al. (18), com 

modificações. Entre as modificações padronizadas nesse estudo, está o aumento na 

concentração de glicose no TSB de 0,25% para 2%, o período de incubação de 18h 

para 24h e as leituras com filtro de 492nm e 540nm em placas secas e lavadas com 

etanol a 95%. Quando comparadas com a técnica de PCR, as placas secas com 

leituras no filtro de 540nm apresentaram maior sensibilidade (96%) e maior 

especificidade (94%). Como foi observado em nosso estudo e também encontrado 

na literatura (35), a expressão dos genes do operon ica é altamente variável, 

podendo ser induzida por diferentes condições do meio de cultura, como aumento na 

taxa de açúcar ou outras substâncias que produzem estresse. Em estudo realizado por 

Mathur et al. (36), também foram obtidos resultados melhores com o aumento de 

glicose no TSB para 1% e o período de incubação para 24h. Quando se adiciona 

uma grande quantidade de açúcar em um meio colonizado por ECN, ocorre a 

indução do estresse que estimula a fermentação, aumentando a produção do PIA e 

em conseqüência um aumento na produção de biofilme (5).  

Os resultados obtidos nesse estudo, revelaram que 81% das amostras foram 

positivas no teste TCP, com moderada concordância (0,44) quando comparado com 

o PCR para a presença concomitante dos genes icaA e D ou icaACD. Resultados 

semelhantes foram obtidos por Arcíola et al. (37), utilizando o TCP para detecção de 
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amostras produtoras de biofilme, onde 81,2% de suas amostras foram positivas para 

o teste.  

De acordo com Gerke et al. (13) na síntese do PIA, a manifestação do gene 

icaD sozinho não induz atividade enzimática de transferase, enquanto que icaA 

isolado induz pouca atividade. Entretanto, quando icaA e icaD são expressos 

conjuntamente, a atividade enzimática da transferase é aumentada, formando 

oligômeros de UDP-N-acetilglucosamina com 10-20 resíduos, em conseqüência a 

produção de uma moderada quantidade de PIA. Entretanto, o gene icaC quando 

expresso conjuntamente com icaA e icaD,  faz acontecer a síntese de oligômeros 

com 130  resíduos de UDP-N-acetilglucosamina, em conseqüência uma grande 

produção de PIA. Para confirmar os dados relatados por esses autores e testar a 

confiabilidade do método TCP em relação à quantificação da produção de biofilme, 

foram comparadas as amostras fortes aderentes com a presença concomitante dos 

três genes ica (ACD) através da técnica de PCR. Os resultados mostraram, que 

56,5% das amostras fortes aderente apresentaram os três genes. A análise através do 

teste de concordância, mostrou uma moderada concordância (0,44) entre os 

resultados positivos das amostras fortes aderente com a presença concomitante dos 

genes icaACD. 

Em relação à utilização do teste CRA, de acordo com o proposto por 

Freeman et al. (17), espécies produtoras de biofilme formam colônias negras secas 

no CRA, enquanto que as não produtoras formam colônias vermelhas. Os resultados 

do presente estudo revelaram diversas cores de colônias nas placas de CRA, 

mostrando colônias negras com aspecto brilhante ou seco e colônias vermelha, rosa 

e bordô. Assim, foi necessário adotar uma escala de cinco cores comparando os 

resultados das placas do CRA com a técnica de PCR com a finalidade de analisar a 
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variação da coloração das colônias com a presença dos genes ica. Dessa forma, 

foram classificadas as amostras positivas em preto brilhante (PB) e preto seca (PS) e 

as negativas em vermelha (V), rosa (R) e bordô (B). Em estudos realizados por 

outros pesquisadores utilizando o CRA, também foram adotados escalas de cores 

para se obter um melhor diagnóstico, porém com algumas variações nas tonalidades 

em relação à escala proposta nesse estudo. As amostras positivas foram classificadas 

como muito negro (vb), negro (b) e quase negro (ab) e as negativas como bordô 

(brd), vermelho (r) e muito vermelho (vr) (38,39,21).  

Também os resultados revelaram em nosso estudo duas variantes de 

coloração negra, uma com ponto bordô ao centro e outra com ponto vermelho. Essas 

colônias foram removidas e subcultivadas novamente por 24 horas no CRA para a 

obtenção de isolados puros. Todas as subcolônias depois de isoladas e novamente 

semeadas nas placas de CRA apresentaram-se negativas, com coloração bordô e 

vermelha, respectivamente, e na PCR não apresentaram os genes icaADC, 

semelhante ao achado por Arciola et al. (39). 

Das 100 amostras testadas nesse estudo utilizando o método CRA, 73%  

foram positivas, resultados próximos aos encontrados por Cafiso et al. (8), onde, 

83% de amostras de ECN isoladas de cateteres associadas a infecções foram 

positivas no CRA. Porém, outros estudos revelaram uma menor taxa de amostras 

positivas com este teste. Em estudos para detecção de S. epidermidis produtores de 

biofilme em amostras de cateteres (39) e de próteses (21), foram encontrados 49% e 

57%, respectivamente de amostras positivas no CRA. Silva et al. (27) encontraram 

apenas 25% de amostras de ECN isoladas de materiais clínicos de RN internados em 

UTI neonatal produtoras de biofilmes no CRA.  
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A comparação do teste CRA com os resultados obtidos na PCR revelou 6 

amostras de ECN com colônias de cor bordô que foram positivas para a presença 

concomitante dos genes icaA e icaD e três para a presença dos genes icaACD, sendo  

portanto falso negativas em comparação com a técnica de PCR. Arciola et al. (21) 

encontraram 8 amostras com variação na coloração de vermelha a bordô, 

consideradas negativas, porém, todas apresentaram os genes do operon ica. Cafiso et 

al. (8) obtiveram 3 amostras de ECN negativas para produção de biofilme no CRA, 

porém contendo o operon ica inteiro. Em outro estudo realizado por Chaieb et al. 

(39), 6 amostras que apresentaram os genes icaA e icaD pela técnica de PCR 

também foram negativas no teste CRA. Embora a reação de PCR detecte a presença 

dos genes contidos nas amostras independentes de sua expressão, as amostras 

positivas na técnica de PCR, devem ser consideradas com potencial para produção 

de biofilme. 

O teste CRA quando comparado com a presença concomitante dos genes 

icaA e icaD ou icaACD na PCR, apresentou sensibilidade de 89% e especificidade 

de 100%. A análise estatística revelou uma moderada concordância (0,44) entre os 

resultados do CRA com a técnica de PCR. Em pesquisas realizadas por outros 

autores (40,21,38) o teste CRA mostrou desempenho semelhante ao encontrado 

nesse estudo.O teste CRA é de fácil e rápida execução em relação aos demais testes 

fenotípicos, porém, quando comparado com a análise molecular dos genes 

envolvidos, mostrou-se um pouco impreciso para a determinação de amostras 

positivas, fato também observado por Fitzpatrick et al. (41).  

Os dados encontrados nesse estudo demonstram que a presença dos genes de 

adesão intercelular (icaACD) e a consequente formação de biofilme  é  encontrada 

na maioria das amostras de ECN, podendo facilitar o desenvolvimento de infecções 
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por se constituir em  importante fator por comprometer a atividade do sistema 

imunológico do paciente e para a falha da antibioticoterapia, contribuindo para a 

ocorrência de infecções recidivantes e o surgimento de patógenos multi-resistentes.  

 

CONCLUSÃO  

 

S. epidermidis foi a espécie de ECN mais frequentemente isolada de materiais 

clínicos e de fossas nasais de portadores saudáveis.  

Os resultados obtidos não revelaram diferença na produção de biofilme e na 

presença de genes ica entre as amostras de ECN isoladas de espécimes clínicos e de 

fossas nasais de portadores saudáveis.  

A técnica de PCR mostrou ser uma técnica rápida e de fácil execução na 

detecção dos genes responsáveis pela produção de biofilme. 

 O teste CRA é um teste de baixo custo, rápido e de fácil execução, porém, 

apresentou baixa sensibilidade e dificuldade na interpretação dos resultados em 

função da variação da coloração das colônias das diferentes espécies de ECN.  

O teste de aderência à placa de poliestireno (TCP) apresentou uma boa 

sensibilidade e especificidade. Porém, apresenta dificuldade na reprodutibilidade, é 

mais demorado e caro, o que dificulta seu uso em rotina.  

O método de aderência ao tubo (TM) foi o teste que mostrou resultados mais 

confiáveis, com uma sensibilidade e especificidade de 100% quando comparado a 

técnica de PCR e também com uma boa concordância. É um teste fácil e rápido de 

executar, além de possuir um baixo custo em relação ao demais.  
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Resumo 

       

Introdução: Os estafilococos coagulase-negativa (ECN) estão entre os 

microrganismos mais envolvidos em infecções nosocomiais, principalmente em 

recém-nascidos (RN) prematuros e de baixo peso. Entre os fatores de risco de 

infecções por esses agentes, a produção de um polissacarídeo extracelular e a 

conseqüente formação do biofilme, permitindo aderência às superfícies plásticas e 

lisas de cateteres e outros dispositivos médicos desempenham um papel importante. 

Este estudo objetivou identificar amostras de ECN isoladas de 105 recém-nascidos 

internados na Unidade Neonatal, e verificar a associação do biofilme e de fatores de 

risco do hospedeiro na ocorrência de infecções.  

Métodos: As amostras de ECN isoladas foram identificadas e classificadas em 

significativas e contaminantes, baseado em dados clínicos e laboratoriais obtidos dos 

prontuários dos RN. Foram pesquisados fatores perinatais de risco para infecção, 

evolução clínica dos RN e antibioticoterapia, além da detecção de genes 

responsáveis pela produção de biofilme em ECN.  

Resultados: Das 130 amostras de ECN estudadas, 66 (50,8%) foram classificadas 

como clinicamente significativas, e 64 (49,2%) como contaminantes. Os resultados 

não mostraram diferença na detecção de genes para produção de biofilme nas 

amostras de ECN isoladas dos RN do grupo com infecção (81,8%) e sem infecção 

(84,3%), embora 11 (91,7%) de 12 crianças que foram a óbito associado a ECN, 

estavam infectadas com amostras  positivas para a presença desses genes. Dos 54 

RN com infecção por ECN, 45 (83,3%) eram prematuros, e 33 (61,1%) com peso ao 

nascimento ≤ 1.500g. A maioria dos RN com infecção por ECN estava submetida a 

procedimentos invasivos como uso de cateter (85,2%), nutrição parenteral (61,1%) e 
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ventilação mecânica (57,4%).  S. epidermidis foi a espécie mais isolada (81,5%), e 

mais associada com infecção (86,3%) do que com contaminação (76,5%). 

Conclusão: A maioria dos recém-nascidos com infecção por ECN apresentou 

fatores que contribuem para a instalação dos ECN e desenvolvimento da infecção, 

incluindo o peso de nascimento ≤ 1.500g, complicação de cateter, uso de dreno e a 

antibioticoterapia prévia. A identificação de espécies de ECN é um importante 

marcador de infecção, visto que o S. epidermidis foi o agente etiológico mais 

frequentemente isolado e associado aos processos infecciosos.  

 

Palavras-chave: Biofilme; Estafilococos Coagulase-negativa; Fatores de risco, 

Infecção; Métodos Fenotípicos; PCR. 
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Abstract 

 

Background: Coagulase-negative staphylococci (CNS) are most often associated 

with nosocomial infections, especially in premature and under weight newborns. 

The most important pathogenic factor of these microorganisms is their ability to 

form an extracellular polysaccharide and the biofilm, which facilitates their 

adherence to the surfaces of catheters and other medical devices. The aim of this 

study is to identify clinical isolates of coagulase-negative staphylococcus isolated 

from 105 newborns from the Neonatal Unit and verify the association of biofilm 

formation with the pathogenic factors in the occurrence of infection. 

Method: The clinical isolates were identified and classified as significant and 

contaminant, based on clinical data obtained from the patients reports. Perinatal risk 

factors for infection, clinical evolution and antibiotic therapy for the newborns were 

studied, as well as the detection of the genes responsible for the production of 

biofilm in CNS. 

Results: Of the 130 clinical isolates of CNS, 66 (50.8%) were classified as clinically 

significant and 64 (49.2%) as contaminant. There was no difference between the 

CNS isolates of the infected group of newborns (81.8%) and the non-infected group 

(84.3%) in relation to the detection of biofilm producers, although 11 (91.7%) of 12 

babies who died during the study were infected  with positive samples for the 

presence of these genes. Of the 54 newborns infected by CNS, 45 (83.3%) were 

premature and 33 (61.1%) weighted    ≤ 1500 g at birth. Invasive procedures were 

performed on the majority infected babies, such as the use of catheters (85.2%), 

parenteral nutrition (61.1%) and mechanical ventilation (57.4%). The clinical 
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isolates of S. epidermidis (81.5% of the total isolates) showed a closer association 

with infection (86.3%) than with contamination (76.5%). 

Conclusion: The majority of the babies with infection caused by CNS showed 

factors that contribute for the installation of the CNS, causing infection. These 

factors include weight at birth ≤ 1500 g, catheter complications, use of surgical drain 

and previous antibiotic therapy. The identification of CNS species is an important 

infection marker, considering the fact that S. epidermidis is associated with infection 

in most of the cases. 

 

 

Key-words: Biofilm, Coagulase-negative Staphylococci, Risk Factors, Infection, 

Phenotypic methods, PCR. 
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Introdução   

 

       Os estafilococos coagulase-negativa (ECN) estão entre os mais freqüentes 

microrganismos causadores de infecções hospitalares em recém-nascidos (1). Essas 

infecções ocorrem principalmente em recém-nascidos prematuros de baixo peso ou 

com outros tipos de doenças, mas principalmente os internados em UTI e que fazem 

uso de procedimentos invasivos como uso de cateter intravascular, nutrição 

parenteral, uso de ventilação mecânica e antibioticoterapia prévia (2,3,4).  

Esses microrganismos fazem parte da flora normal da pele e mucosas, sendo 

um dos mais importantes contaminantes de culturas, o que dificulta a interpretação 

de hemoculturas positivas para esses agentes (5,6). Por isso, os pesquisadores têm se 

utilizado de uma variedade de critérios clínicos e laboratoriais para distinguir 

contaminação de bacteremia, sendo feito o diagnóstico com base nos dados clínicos 

dos pacientes e no isolamento de microrganismos idênticos em duas ou mais 

hemoculturas. As culturas em que ocorre o crescimento de múltiplas linhagens ou de 

espécies de ECN, em associação às outras espécies de microrganismos, são 

classificadas como contaminantes (5,7).  

           Os ECN também são caracterizados pela sua grande capacidade de aderência 

e crescimento em superfícies lisas de cateteres e de outros dispositivos médicos. 

Entre os vários mecanismos envolvidos nesta adesão, a produção de uma substância 

extracelular de natureza polissacarídica chamada limo parece desempenhar um papel 

relevante (8,9,10). O limo forma o biofilme em superfícies lisas, protegendo as 

bactérias contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e contra a terapia 

antimicrobiana, sendo considerado um importante fator de virulência (11,7). Assim, 

ao que tudo indica, o que favorece as infecções pelos ECN, além das condições do 
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paciente é a produção desse polissacarídeo extracelular, o PIA (polissacarídeo de 

adesão intercelular) que permite a aderência desses microrganismos e a consequente 

formação do biofilme em superfícies de biomateriais (8,12). Recentemente, o 

controle genético da produção do limo que forma o biofilme foi determinado (13). A 

síntese desse polissacarídeo capsular é mediada por produtos do gene cromossomal 

ica (intercelular adhesion), organizados em uma estrutura operon. Com a ativação 

deste operon, ocorre a síntese do polissacarídeo de adesão intercelular (PIA), que faz 

a ligação das células bacterianas até a formação do biofilme (13).  

             Em conseqüência de muitos estudos indicarem que infecções por ECN são 

causadas principalmente por linhagens capazes de produzirem biofilme e essa 

capacidade se correlacionar bem com as conseqüências da infecção, foi sugerido que 

a positividade no teste de produção de biofilme poderia ser usada como marcador de 

patogenia em uma determinada linhagem (14,15,16).  

Entretanto, outros estudos não mostraram associação da produção de 

biofilme com infecções (4,7). A divergência dos resultados em diversos estudos 

pode sugerir que, mesmo que a produção do biofilme seja considerada um 

importante fator de virulência, a relação entre a produção de biofilme e as infecções 

clinicamente significativas pode ser um fato que não ocorra de forma universal (17). 

Associado a produção do biofilme pelos ECN, pode haver outros fatores 

relacionados ao tratamento do paciente que contribuem na patogenia desses 

microrganismos, podendo esses fatores variar de um ambiente hospitalar para outro 

(17,18,19). 

             Esse estudo foi realizado com o objetivo de identificar amostras de ECN 

isoladas de recém-nascidos internados na Unidade Neonatal do Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina de Botucatu, e verificar a associação do biofilme e de 
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fatores de risco do hospedeiro na ocorrência de infecções causadas por esses 

microrganismos. 

         

Material e Métodos 

Amostras 

 

Foram estudadas 130 amostras de estafilococos coagulase-negativa (ECN), 

isoladas de materiais clínicos provenientes de recém-nascidos internados na Unidade 

Neonatal do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) e 

quatro linhagens de referência internacional: S. epidermidis ATCC 12228, S. 

simulans ATCC 27851, S. warneri ATCC 10209, S. xylosus ATCC 29979. Os 

procedimentos foram aprovados pelo Comitê de ética em Pesquisa da Faculdade de 

Medicina de Botucatu. 

 

Critérios de Inclusão 

 

Foram incluídas no estudo, amostras de ECN isoladas de fluídos internos, 

incluindo sangue e secreções, bem como de corpos estranhos, tais como cânulas, 

drenos e cateteres. 

Nos casos de material biológico em que se encontrou uma microbiota normal, 

e os ECN estiveram em cultura associativa com outras bactérias, exigiu-se sempre sua 

nítida prevalência numérica. 
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Critérios de exclusão 

 

Foram excluídas do estudo amostras isoladas de recém-nascidos, cujo registro 

de dados clínicos e laboratoriais referentes a um período de uma semana anterior e 

posterior ao isolamento não foi localizado. 

 

Identificação de estafilococos coagulase-negativa  

 

Os isolados, obtidos a partir de espécimes clínicos foram semeados em ágar 

sangue e corados pelo método de Gram, objetivando-se sua pureza e a observação de 

sua morfologia e coloração específica. Após a confirmação dessas características, as 

linhagens foram submetidas às provas de catalase e coagulase. O gênero 

Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus, com base na prova de oxidação e 

fermentação da glicose e pela resistência à bacitracina (0,04 U), indicada pela 

ausência de halo de inibição ou formação de halo de até 9 mm e pela sensibilidade à 

furazolidona (100 µg) caracterizada por halos de inibição de 15 a 35 mm de diâmetro 

(20). 

Para a identificação dos ECN foi utilizado o esquema simplificado proposto 

por Cunha et al. (4), o qual estabelece a realização de testes de utilização de açúcares: 

xilose, sacarose, trealose, manitol, maltose, e frutose, caracterização de hemolisinas, 

urease, ornitina decarboxilase e resistência à novobiocina. Para controle dos resultados 

dos testes, foram utilizadas as seguintes linhagens de ECN de referência internacional: 

S. epidermidis (ATCC 12228), S. simulans (ATCC 27851), S. warneri (ATCC 10209) 

e S. xylosus (ATCC 29979). Posteriormente à confirmação da espécie as linhagens 

foram conservadas em Caldo nutriente com glicerol a - 20ºC e a - 70ºC.     



 75 

 Detecção dos genes icaA, icaC e icaD específicos para produção de biofilme através 

da técnica de  PCR 

 

Extração do ácido nucléico 

O ácido nucléico total foi extraído a partir de linhagens de Staphylococcus 

cultivadas em ágar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusão de Cérebro 

e Coração e incubadas a 37oC por 24 h. 

A extração foi realizada com o Kit illustra (GE Healthcare), que consistiu na 

digestão inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K 

(20 mg/ml). A seguir, 500 µl da solução de extração foi adicionada à mistura e esta foi 

centrifugada a 10.000 x g por 4 min. Em seguida, o sobrenadante foi transferido para a 

coluna e centrifugado a 5.000 xg por 1 min. O líquido coletado foi descartado e 500 µl 

de solução de extração foi adicionado novamente à coluna. Após a centrifugação e 

descarte do líquido coletado, 500 µl da solução de lavagem foi adicionada à coluna e 

esta submetida à centrifugação a 20.000 x g por 3 min. A seguir, a coluna foi 

transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 µl de água Milli Q aquecida a 70 oC foi 

utilizada para a eluição.    

    

Amplificação do ácido nucléico (PCR) 

As reações de PCR foram realizadas em tubos de microcentrífuga de 0,5 ml em 

volumes totais de 25 µl contendo 10 pmol de cada oligonucleotídeo (Tabela 1), 2,0 U 

de Taq DNA polimerase, 100 µM de desoxiribonucleotídeos trifosfatados, 10 mM de 

Tris-HCl (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl2 e 3µL de ácido nucléico. A incubação foi 

realizada em termociclador tipo MJ Research, empregando-se os parâmetros descritos 

por Arciola et al. (21), que consistiram de: 94oC por cinco minutos para o primeiro 
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ciclo seguido por 50 ciclos de desnaturação a 94oC por trinta segundos, anelamento 

dos oligonucleotídeos a 55,5oC por trinta segundos e extensão  a 72oC por trinta 

segundos. Após completar os 50 ciclos, os tubos serão incubados a 72oC por um 

minuto antes de resfriar à 4oC. Em todas as reações realizadas foram utilizadas 

linhagens de referência internacional com controle positivo e negativo, S. epidermidis 

ATCC 35984 (produtora de biofilme) e um controle negativo S. epidermidis ATCC 

12228. 

 

Tabela 1: Oligonucleotídeos utilizados para a detecção dos genes icaA, icaC e  icaD. 

Oligonucleotídeo Sequência de nucleotídeos 5’a 3’ Produto amplificado (pb) 

icaA1 ACA  GTC  GCT   ACG   AAA  AGA  AA    

icaA2 GGA  AAT  GCC  ATA   ATG  AGA   AC 
103 

icaC1 TAA   CTT   TAG   GCG   CAT  ATG TTT  

icaC2 TTC  CAG  TTA  GGC  TGG TAT  TG 
400 

icaD1 ATG  GTC  AAG  CCC  AGA CAG AG 198 
icaD2 CGT GTT  TTC AAC  ATT TAA   TGC AA  

Fonte: Arciola et al., 2005. 

 

 

Visualização dos produtos amplificados 

 A resolução das amplificações foi observada por eletroforese em gel de agarose 

2% preparado em tampão 0,5 X TBE e corado com brometo de etídeo e fotografados 

sob transiluminação UV.  

 

Relevância Clínica 

 Os dados clínicos que auxiliaram na verificação da ocorrência de infecções 

associadas ao uso de cateteres e de hemoculturas, foram obtidos a partir da análise 

de prontuários dos pacientes. Foram analisados os dados referentes a fatores 
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perinatais de risco para a infecção, como: ruptura prolongada de membrana (RM) > 

24 horas, idade gestacional (IG), peso ao nascimento, procedimentos invasivos 

como a cateterização, ventilação mecânica (VM), nutrição parenteral (NP) e 

drenagem de tórax, foi considerado também se houve ou não a remoção do corpo 

estranho durante o episódio de infecção por ECN.  

Foi analisada a evolução clínica dos recém-nascidos na semana que 

antecedeu e na semana que sucedeu o isolamento do ECN, valorizando-se os 

diagnósticos e o quadro clínico sugestivo de infecção por ECN, que se caracteriza 

por sinais e sintomas insidiosos e inespecíficos, incluindo, mais frequentemente, o 

comprometimento do estado geral, a instabilidade térmica e a ocorrência de apnéias. 

Quanto aos óbitos, estes foram atribuídos à infecção por ECN quando 

ocorreram nas primeiras 72 horas do isolamento deste agente, e a possível 

associação a ECN se ocorrido entre quatros e sete dias após o isolamento de ECN. 

Outro aspecto investigado, que auxiliou na consideração da relevância 

clínica, foi o uso de antibioticoterapia prévia e antibióticos adequados para o ECN 

após o resultado do diagnóstico bacteriológico. A determinação de antibioticoterapia 

adequada foi sempre baseada nos resultados do antibiograma arquivados no 

prontuário ou realizado por ocasião do estudo.   

As linhagens de ECN incluídas no estudo foram classificadas em 

significativas e contaminantes conforme os critérios propostos pelo CDC (23) e 

Cunha et al. (18). 

 

Significativas: amostras isoladas de recém-nascidos que apresentaram três 

ou mais dos seguintes critérios: fatores de risco para infecção, quadro clínico, 

alteração hematológica e antibioticoterapia adequada. Também foram consideradas 
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significativas as linhagens isoladas de pacientes que apresentaram apenas dois dos 

critérios e não receberam antibioticoterapia adequada, mas foram a óbito; 

Contaminantes: amostras isoladas de recém-nascidos que apresentaram 

somente fatores de risco para infecção e/ou apenas um dos demais critérios (quadro 

clínico ou alteração hematológica ou antibioticoterapia adequada). As linhagens 

isoladas de recém-nascidos que apresentaram três critérios, mas que tiveram 

evolução satisfatória do quadro infeccioso sem a administração de antibióticos 

adequados, também foram consideradas contaminantes. O isolamento de outro 

agente etiológico de fluídos internos e corpos estranhos, na mesma época do 

isolamento de ECN, também foi usado como critério para a classificação de 

contaminação. 

 

Análise Estatística 

 

Os dados relativos à relevância clínica de linhagens de ECN foram 

analisados pelo teste do qui-quadrado, no qual o nível de significância para todos os 

testes foi fixado em p < 0,05 (24). 

Para a análise de peso e idade entre os grupos, foi utilizado o teste de 

Wilcoxon (25). 

 Os dados que na análise univariada apresentaram um valor de < 0,25 foram 

posteriormente submetidos à análise multivariada, utilizando o modelo de regressão 

logística (26), com a finalidade de avaliar simultaneamente a influência das diversas 

variáveis incluindo dados clínicos dos recém-nascidos e produção de biofilme na 

incidência de infecção por ECN. 
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Resultados 

Amostras 

 

Foram estudadas 130 amostras de ECN isoladas de diversos materiais 

clínicos provenientes de 105 recém-nascidos internados na Unidade Neonatal do HC 

da Faculdade de Medicina de Botucatu no período de 1993 a 2004. Foram incluídas 

no estudo 69 amostras de corpos estranhos (54 de ponta de cateter, cinco de ponta de 

cânula e dez de ponta de dreno torácico), 57 de hemocultura e quatro de secreção.  

 

Identificação dos estafilococos coagulase-negativa 

A distribuição das amostras de ECN, segundo a espécie está ilustrada na 

Figura 1. O S. epidermidis foi a espécie mais freqüentemente isolada, representando 

106 (81,5%) da população de ECN estudada, seguido por seis (4,6%) S. 

haemolyticus, cinco (3,8%) S. warneri, três (2,4%) S. xylosus, três (2,4%) S. 

lugdunensis, dois (1,5%) S. capitis, dois (1,5%) S. hominis, dois (1,5%) S. simulans 

e um (0,8%) S. saprophyticus.  
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                   Figura I  Distribuição das espécies de ECN isoladas de recém-nascidos. 

 

A Tabela 2 apresenta a distribuição das espécies de ECN classificadas como 

clinicamente significativas e contaminantes de acordo com o tipo de material clínico 

isolado. Das 130 amostras estudadas, 66 (50,8%) foram classificadas como 

clinicamente significativas, e 64 (49,2%) foram classificadas como contaminantes. 

Os resultados mostraram uma freqüência maior de S. epidermidis associado 

com infecção (86,3%) do que com contaminação (76,5%), embora essa diferença 

não tenha sido estatisticamente significativa (p >0,05). A análise estatística da 

distribuição das outras espécies também não mostrou diferença significativa.  

Dos 54 recém-nascidos com infecção por ECN, o S. epidermidis foi o agente 

etiológico isolado de 44 crianças (81,5%). Dentre as outras espécies o S. 

haemolyticus foi responsável pelo quadro infeccioso apresentado por três crianças 

(5,5%), o S. warneri por dois (3,7%), o S. xylosus por dois (3,7%), S. capitis por 

dois (3,7%) e o S. lugdunensis por um (1,9%).  

81,5% 

1,5% 
1,5% 
0,8% 

1,5% 
2,4% 
2,4% 

3,8% 

4,6% 

S. epidermidis S. haemolyticus S. warneri 
S. xylosus S. lugdunensis S. capitis 
S. homini S. simulans S. saprophyticus 
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Tabela 2: Distribuição das espécies classificadas como significativas e 

contaminantes de acordo com o material clínico. 

 
Significativas Contaminantes 

Material Clínico Material Clínico 

 

Espécies 

Corpo 
estranho  

Sangue Secreção Corpo 
estranho 

Sangue Secreção 

S. epidermidis 33 22 2 26 23 0 

S. haemolyticus 1 2 0 0 2 1 

S. warneri 1 1 0 2 1 0 

S. xylosus 2 0 0 1 0 0 

S. lugdunensis 0 1 0 0 2 0 

S. capitis 1 0 0 1 0 0 

S. hominis 0 0 0 0 2 0 

S. simulans 0 0 0 0 1 1 

S. saprophyticus 0 0 0 1 0 0 

Total 38 26 2 31 31 2 

 

 

Relevância Clínica 

 

Dos 105 recém-nascidos estudados, 54 foram considerados com infecção por 

ECN e 51 sem infecção (Tabela 3). Das 130 amostras estudadas e analisadas quanto à 

significância clínica, 66 (50,8%) foram interpretadas como significativas e 64 (49,2%) 

como contaminantes (Tabela 2). Deste total, 69 foram isoladas de corpos estranhos, 

das quais 38 (55%) foram interpretadas como significativas, sendo 27 (71%) isoladas 

de ponta de cateteres, 8 de dreno torácico (21,1%) e três (7,9%) de cânula. De 

hemocultura foram isoladas 57 amostras, sendo que 26 (45.6%) foram interpretadas 

como significativas e 31 (54,4%) como contaminantes e quatro amostras isoladas de 

secreções, das quais duas foram consideradas significativas e duas contaminantes.  
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Não houve diferença significativa das amostras interpretadas como 

clinicamente significativas em relação ao tipo de espécime clínica.  

A distribuição percentual das crianças classificadas com infecção e sem 

infecção por ECN conforme a idade gestacional, peso ao nascimento e dados 

pessoais encontra-se na Tabela 3. Entre as 54 crianças com infecção por ECN, 45 

(83,3%) eram prematuras, das quais, 26 (48,1%) consideradas prematuras extremas 

(idade gestacional <31 semanas) comparado com 15 (29,4%) no grupo de crianças 

sem infecção, diferença estatisticamente significativa (p =0,027). 

Em relação ao peso, observa-se que dos 54 recém-nascidos com infecção por 

ECN, 61,1% apresentavam peso ao nascimento inferior a 1.500g, com diferença 

significativa (p < 0,001) do grupo sem infecção (19,6%). A mediana do peso ao 

nascimento também apresentou diferença estatisticamente significativa (p < 0,001) 

entre o grupo de infectados por ECN (1.238g) e sem infecção (2.140g). A mediana 

da idade das crianças, por ocasião do isolamento de ECN, não demonstrou diferença 

estatisticamente significativa entre o grupo dos recém-nascidos com infecção (8,5 

dias de vida) e crianças sem infecção (6 dias). Quanto ao sexo houve diferença 

estatisticamente significativa (p = 0,022), sendo 34 (63,0%) RN do sexo masculino 

no grupo com infecção e 21 (41,2%) no grupo sem infecção. Em relação à 

procedência das crianças, se nascidas no HC ou transferidas de outra Unidade, não 

foi verificada diferença.  
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   Tabela 3: Dados pessoais dos recém-nascidos com e sem infecção por ECN. 

Com infecção Sem infecção Total 
Dados Pessoais 

N % N % N % 
Valor de p 

IG < 31 26 48,1 15 29,4 41 39,0 0,027 

IG 31-36 19 35,2 18 35,3 37 35,2 ns 

IG > 37 6 11,1 18 35,3 24 22,9 0,001 

PN < 1.500g 33 61,1 10 19,6 43 40,1 < 0,001 

Mediana PN (g) 1,238  2,140  1,600  < 0,001 

Mediana idade (dias) 8,5  6  7  ns 

Sexo M 34 63,0 21 41,2 55 52,4 0,022 

Nascidos no HC/FMB 36 66,6 31 60,8 69 65,7 ns 

Total 54 51,4 51 48,6 105 100  

 
IG: idade gestacional (semanas); RN: recém-nascido; PN: peso ao nascimento; M: masculino; HC/FMB: 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. Obs.: 3 RNs com IG desconhecidas, 3 RNs com 

PN desconhecidos, 2 RNs com idade desconhecida, 2 RNs com sexo desconhecido, 3 RNs com procedência 

desconhecida. . 

 

A análise univariada dos dados clínicos dos recém-nascidos, com relação aos 

fatores perinatais de risco (Tabela 4), mostrou diferença significativa entre o grupo 

de crianças com e sem infecção, em relação à ruptura de membrana > 24 horas (p = 

0,036), complicação de cateter (p < 0,001) e utilização de dreno (p = 0,025). 

Em relação aos ECN positivos para a presença de genes específicos para 

produção de biofilme, 54 (81,8%) foram classificados no grupo com infecção e 54 

(84,3%) no grupo sem infecção. A Tabela 5 mostra que não houve diferença 

significativa em relação à produção de biofilme nos dois grupos e nem em relação 

ao tipo de material clínico (p> 0,05). 
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Tabela 4: Fatores perinatais de risco para infecção por ECN.  

Com infecção Sem infecção Total 
Fatores de Risco 

N % N % N % 

Valor de 

p 

Ruptura de membrana > 

24horas 
19 35,2 10 19,6 29 27,6 0,036 

Internação UTI 52 96,2 39 76,5 91 86,6 ns 

Cateter 27 50,0 27 52,9 54 51,4 ns 

Complicação cateter 11 20,4 1 1,9 12 11,4 < 0,001 

Dreno 8 14,8 2 2,9 10 9,5 0,025 

Ventilação mecânica 31 57,4 23 45,0 54 51,4 ns 

Nutrição parenteral 33 61,1 28 55,0 61 58,1 ns 

Não remoção dos corpos 

estranhos 
24 44,4 19 37,2 43 41,0 ns 

Cirurgia e/ou Diálise 7 13,0 10 19,6 17 16,2 ns 

Total RN 54 51,4 51 48,6 105 100  

 
RN: recém-nascido. Obs.: 2 RNs com uso de cateter desconhecido; 2 RNs com complicação de cateter 

desconhecido; 2 RNs com uso de dreno desconhecido; 2 RNs com ventilação mecânica desconhecida; 2 RNs 

com nutrição parenteral desconhecida; 12 RNs com remoção de corpo estranho desconhecida; 6 RNs com 

cirurgia e/ou diálise desconhecida.  

 

 

Tabela 5 : Freqüência de amostras de ECN positivas para a presença de genes 

específicos para produção de biofilme de acordo com a relevância clínica das 

amostras e material clínico. 

Com infecção Sem infecção 

Material Clínico Material Clínico 

   

 

 

Biofilme 

Corpo 

estranho 

Hemocultura Secreção Corpo 

estranho 

Hemocultura Secreção 

Positivas 28 25 1 29 26 1 

Negativas 3 8 1 5 2 1 

Total 31 33 2 34 28 2 
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Na Tabela 6 estão representados os resultados da análise multivariada 

utilizando o modelo de regressão logística, apresentando como fatores de risco 

significativos na ocorrência de infecção por ECN, o peso muito baixo ao 

nascimento, a complicação de cateter, o uso de dreno torácico e o uso de 

antibioticoterapia prévia. O cálculo do risco de ocorrência de infecção por ECN, sob 

a forma de razão de chances ou Odds Ratio, demonstrou que recém-nascidos com 

peso ≤ 1.500g ao nascimento apresentaram um risco de 12,34 vezes maior de 

infecção por ECN em relação ao recém-nascido com peso superior, os recém-

nascidos que apresentaram complicação de cateter tiveram um risco de infecção de 

12,33 vezes maior, os que fizeram uso de dreno torácico 6,43 vezes mais e no caso 

das crianças que fizeram uso de antibioticoterapia prévia a chance de infecção foi 

aumentada em 3,57 vezes.  

 

 

  Tabela 6 : Ajuste do modelo de regressão logística. 

Dados dos recém-

nascidos   

Valor de p 

 

Odds Ratio Intervalo de confiança (95%) 
LI                                            LS 

Peso ≤ 1.500g 
 

 0,0078 12.345 2.366 64.413 

Complicação de 
cateter 

0,022 12,328 1,430 106,278 

Dreno 0,041 6,428 1,075 38,432 

Antibioticoterapia 
prévia 

0,014 3,571 1,291 9,881 

 

 

Durante a hospitalização, no grupo de crianças com infecção, foi observado o 

óbito de 18 (33,3%) recém-nascidos, sendo que destes, 12 (66,7%) foram óbitos 

relacionados com a infecção por ECN. Das 12 crianças que tiveram o óbito 

relacionado com infecção por ECN, quatro estavam submetidos a corpos estranhos 

infectados com ECN e que foram removidos somente na data do óbito, cinco eram 
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RN prematuros extremos, quatro apresentavam o peso < 1.000g, e em 11 crianças os 

ECN isolados foram positivos para a presença de genes específicos para produção de 

biofilme. 

 

Discussão 

 

Os Estafilococos coagulase-negativa são importantes patógenos envolvidos em 

infecções nosocomiais de recém-nascidos. A detecção e a identificação das espécies 

de ECN e dos fatores de risco dos RN para ocorrência dessas infecções são 

importantes mecanismos para o diagnóstico e prevenção das infecções.  

Alguns autores reforçam a idéia de se utilizar rotineiramente a identificação 

das espécies de ECN, uma vez que os resultados de seus estudos revelam que as 

amostras de S. epidermidis isoladas, estão mais associadas a infecção do que a 

contaminação (18,27). Nesse estudo realizado com 130 amostras de ECN isoladas de 

RN, o S. epidermidis foi a espécie mais freqüentemente isolada, representando 

(81,5%) da população de ECN estudada, dados similares aos encontrados por outros 

autores (18,27). Nossos resultados também mostraram uma freqüência maior de S. 

epidermidis associado a infecção (86,3%) do que a contaminação (76,5%). Estudo 

realizado por Pessoa-Silva et al. (28), mostraram que do total de óbitos relacionadas a 

infecções da corrente sanguínea em recém-nascidos, 26,7% foram atribuídos à espécie 

S. epidermidis, reforçando a idéia da importância da identificação. 

Apesar do S. epidermidis ser a espécie isolada com maior freqüência e 

envolvida etiologicamente, também outras espécies de ECN têm sido isoladas de 

várias fontes clínicas (29,30,27). Em nosso estudo, outras espécies de ECN foram 

associadas a infecção, incluindo-se 3 S. haemolyticus, 2 S. warneri, 2 S. xylosus,         
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1 S. lugdunensis e 1 S. capitis, semelhante ao resultado obtido por Sung et al. (29), 

que isolaram S. warneri, S. capitis, S. haemolyticus e S. hominis de bacteremias em 

neonatos internados em UTI. Em estudo realizado por Aguirre et al. (27), além do S. 

epidermidis, esses autores encontraram S. hominis e S. haemolyticus relacionados a 

sepse. 

Recém-nascidos prematuros são mais susceptíveis a infecção, principalmente 

os de baixo peso. Em nosso estudo, dos 54 recém-nascidos com infecção por ECN, a 

maioria (83,3%) era de prematuros, com 48,1% deles apresentando prematuridade 

extrema (IG < 31 semanas), mediana do peso igual a 1.238g e 61,1% com peso ao 

nascimento ≤ 1.500g. Resultados similares aos nossos, têm sido obtidos por outros 

pesquisadores (31). Em outro estudo, realizado por Aguirre et al. (27) foi verificado 

que dos RN que desenvolveram infecções por ECN, 62,8% apresentaram 

prematuridade extrema com (IG < 31 semanas) e 87,1%  com peso abaixo de 1.500g. 

A análise de regressão logística realizada em nosso estudo, mostrou como fator 

predisponente para a infecção por ECN, o peso ao nascimento ≤ 1.500g, aumentando 

o risco de infecção em 12,34 vezes. Vários fatores contribuem para essa 

susceptibilidade e pela maior gravidade dos quadros infecciosos nesses RN, como a 

imaturidade do sistema imunológico, principalmente no que diz respeito à deficiência 

da fagocitose, opsonização por anticorpos e funções do complemento (32). 

 A mediana da idade no grupo de RN com e sem infecção por ECN em nosso 

estudo não foi estatisticamente significativa, sendo de 8,5 e 6 dias, respectivamente. 

Apenas 9,3% dos recém-nascidos apresentaram infecção por ECN nas primeiras 24 

horas de vida, dados semelhantes ao encontrados por Cunha et al. (18) que 

observaram a ocorrência de somente 12% das infecções por ECN nas primeiras 48 

horas de vida, enquanto que infecções por outras espécies de bactérias ocorrem 
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principalmente nesse período. Também em estudo realizado por Hoang et al. (33), 

os quadros de infecções surgiram em RN a partir de 6 dias de vida, e Campeotto et 

al. (34) mostraram que a colonização e infecção variou entre 6 e 7 dias. Os dados 

obtidos em nosso estudo e por esses autores, demonstram que o envolvimento, na 

maioria das vezes na etiologia de quadros clínicos tardios de infecção hospitalar é 

uma característica peculiar desses microrganismos. 

Em relação ao sexo dos recém-nascidos, esse estudo mostrou que das 54 

crianças do grupo com infecção, 34 (63%) eram do sexo masculino, número 

estatisticamente significante. Resultados semelhantes foram encontrados por Nimri 

et al. (35), sendo que das crianças com infecção, 60,6% eram do sexo masculino e 

39,4% do sexo feminino. Em outro estudo, realizado por Babazono et al. (36), foi 

verificado que crianças do sexo masculino apresentaram uma razão de chances de 

1,86 para infecção, comparado com 1,00 nas crianças do sexo feminino.     

Em nosso estudo, 19 (35,2%) dos RN do grupo com infecção apresentaram a 

ruptura prolongada de membrana > que 24 horas (p < 0,05). Em estudo realizado por 

Martius et al. (37), esses autores verificaram que RN com ruptura prolongada de 

membrana > 24 h tiveram uma razão de chance de 2,9 vezes para infecção. Ronestad  

et al. (38) também demonstraram a ruptura prolongada de membrana > que 24 horas 

como sendo um importante fator de risco.   

Os pacientes mais sujeitos a infecção por ECN são aqueles internados em 

unidades de terapia intensiva, pela necessidade de serem submetidos a 

procedimentos invasivos, além da imunossupressão e a utilização de 

antimicrobianos de amplo espectro (39,40). Em nosso estudo, 96,2% dos recém-

nascidos do grupo com infeção e 76% do grupo sem infecção tiveram internação em 

UTI. Esses números não foram estatisticamente significativos em nosso estudo, 
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porém, sabemos que as crianças que fizeram parte do estudo e tiveram internação 

em UTI, fizeram uso de procedimentos invasivos e antibióticos, fatores que 

indiretamente fazem da internação em UTI um importante fator de risco para essas 

infecções. 

O uso de ventilação mecânica, nutrição parenteral e cateter no grupo de RN 

com infecção não foi estatisticamente significativo, semelhante aos resultados 

encontrados por Sung et al. (29), que também não encontraram diferenças em 

relação ao uso de cateter, nutrição parenteral e ventilação mecânica nas crianças com 

ou sem infecção por ECN.  Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que a 

maioria dos recém-nascidos incluídos no estudo estavam submetidos a esses 

procedimentos. A ventilação mecânica e, principalmente os cateteres venosos são as 

principais portas de entrada para microrganismos da própria pele do paciente ou das 

mãos dos profissionais que manipulam esses dispositivos.  

Em nosso estudo, dos 54 RN com infecção, 33 (61,1%) fizeram uso de 

nutrição parenteral. Nimri et al. (35) e Campeotto et al. (34), também relatam a 

nutrição parenteral como importante fator de risco para infecções nosocomiais, não 

só pelo fato do longo período no uso de cateteres e da manipulação dos mesmos, 

mas  também pelo fato de alguns nutrientes que são inseridos através deles, servirem 

como meio de cultura favorecendo a proliferação bacteriana.  

Embora o uso de cateter não tenha mostrado diferença entre os RN com 

infecção e sem infecção por ECN, a complicação de cateter foi significativamente 

mais freqüente nos recém-nascidos com infecção (20,4%) do que no grupo sem 

infecção (1,9%). A análise multivariada mostrou que os RN que tiveram 

complicações em cateteres tiveram uma razão de chance de 12,32 para infecções por 

ECN. Esse achado é concordante com os dados encontrados por outros 
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pesquisadores (41,33), que alertam para o cuidado no uso de cateteres, pois os 

resultados de seus estudos mostraram que os ECN foram os microrganismos mais 

envolvidos em complicações de cateter, principalmente em RN que fizeram uso  por 

um longo período de tempo.   

Ainda em relação ao uso de procedimentos invasivos o uso de dreno torácico 

foi significativamente mais freqüente no grupo com infecção (14,8%) do que no 

grupo sem infecção (2,9%). O resultado da análise multivariada mostrou que os RN 

submetidos ao uso de dreno torácico tiveram o risco para infecções por ECN  

aumentado em 6,42 vezes. Os resultados obtidos por outros autores (28,42,43) não 

mostraram associação no uso de dreno com infecções por ECN, entretanto outros 

procedimento invasivos foram significativos, como a nutrição parenteral, ventilação 

mecânica e uso de cateteres. Isso mostra que apesar de não se ter encontrado estudos 

associando o uso de dreno diretamente com infecções por ECN, o fato desse 

procedimento invasivo ser utilizado também com freqüência em RN internados em 

UTI, acaba sendo um fator de risco importante na ocorrência de infecções.  

Um outro fator de risco encontrado em nosso estudo foi o uso de 

antibioticoterapia prévia nos recém-nascidos com infecção por ECN, os resultados 

da análise multivariada mostraram que o risco de infecção por ECN aumenta em 

3,57 vezes para os RN que fizeram uso prévio de terapia antimicrobiana. Resultados 

semelhantes tem sido verificados por vários autores (18,38). Ainda, Tennant et al. 

(44) relataram que o uso prévio de antibióticos aumenta em 75% o risco de 

infecções em RN. Lopes et al. (45), associaram o uso de antibioticoterapia prévia ao 

maior índice de mortalidade em RN prematuros e de baixo peso. O uso prévio de 

antibióticos pode suprimir a flora normal e selecionar microrganismos resistentes, 
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aumentando não apenas o risco de infecção, mas também sua gravidade e a 

dificuldade no seu tratamento.  

Em relação à presença de genes responsáveis pela produção de biofilme, os 

resultados do nosso estudo não mostraram diferença estatisticamente significativa 

entre as amostras de ECN do grupo com infecção (81,8%) e sem infecção (84,3%). 

Alguns autores relataram a falta de evidência do biofilme como fator de risco nas 

infecções (46,19). Também em estudo realizado por Klingenberg et al. (7), não foi 

encontrado diferença em relação à produção do biofilme. Os autores verificaram que 

57% das amostras isoladas do grupo de crianças com infecção eram positivas para 

produção de biofilme, bem como 47% no grupo sem infecção. Isso pode ocorrer 

pelo fato da maioria dos ECN serem capazes de produzir biofilme. Num estudo 

realizado por Alcaraz et al. (30), os autores pesquisaram a produção de biofilme por 

ECN em amostras clínicas e ambientais, e a produção foi similar nos dois grupos. O 

biofilme permite a esses microrganismos a habilidade de aderir e colonizar 

superfícies lisas de cateteres e de outros dispositivos médicos, o que garante a sua 

presença nestes locais, favorecendo a ocorrência de infecções associadas a esses 

dispositivos.  

Durante a hospitalização, no grupo de crianças com infecção, foi observado o 

óbito de 18 (33,3%) recém-nascidos, sendo que destes, 12 (66,7%) foram óbitos 

relacionados com a infecção por ECN. Das 12 crianças que tiveram o óbito 

relacionado com infecção por ECN, quatro estavam submetidos a corpos estranhos 

infectados com ECN, que foram removidos somente na data do óbito, cinco eram 

prematuras extremas, quatro apresentavam o peso < 1.000g, e 11 crianças estavam 

infectadas com amostras de ECN positivas para a presença dos genes específicos 

para produção de biofilme. Desses 11 RN, 8 (72,7%) estavam utilizando terapia 
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antimicrobiana adequada mas não obtiveram cura, mostrando a importância do 

biofilme na dificuldade de tratamento, uma vez que os microrganismos são 

protegidos da ação de drogas e contra os mecanismos de defesa do hospedeiro. 

Confirmando esses dados, Klingeberg et al. (7), em seu estudo encontraram 

associação entre a produção genotípica e fenotípica de biofilme e resistência a 

antibióticos. Segundo os autores o contato próximo das bactérias dentro do biofilme, 

facilita a troca de informações genéticas, incluindo genes para a resistência a 

antibióticos e outros fatores de virulência. Recentes investigações tem mostrado que 

o PIA (polysaccharide intercelular adhesin) de S. epidermidis, tem um papel crucial 

dificultando a atuação do sistema de imunidade inata humana (47,48).  

 

 

5- Conclusão 

 

            A maioria dos recém-nascidos com infecção por ECN apresentou fatores que 

contribuem para a instalação dos ECN e desenvolvimento da infecção, incluindo o 

peso de nascimento ≤ 1.500g, complicação de cateter, uso de dreno e a 

antibioticoterapia prévia. A identificação de espécies de ECN é um importante 

marcador de infecção, visto que o S. epidermidis foi o agente etiológico mais 

frequentemente isolado e associado aos processos infecciosos, o que se faz 

necessário a detecção precisa desses microrganismos quando do seu isolamento a 

partir de sangue e corpos estranhos de recém-nascidos, realizando um exame 

criterioso dos dados clínicos e laboratoriais desses pacientes, com a finalidade de 

determinar a relevância clínica das amostras isoladas. 
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