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RESUMO: O meio de cultura NNS, constituído de púrpura de bromocresol, nitrato
de potássio, sacarose e novobiocina, foi utilizado na diferenciação de Staphy/ococcus
saprophyticus isolados de urina. Na formulação do meio NNS, a resistência à
novobiocina, característica normalmente utilizada no diagnóstico presuntivo de
Staphy/ococcus saprophyticus, foi associada a sua capacidade de utilizar a sacarose e à
ausência da enzima nitrato-redutase, visando a diferenciação deste microorganismo dos
demais estafilococos coagulase negativa, inclusive os igualmente resistentes à
novobiocina (Staphy/ococcus cohnii, Staphy/ococcus xylosus e Staphy/ococcus
sciuri). Os Staphy/ococcus cohnii não utilizam a sacarose (88% das cepas), enquanto
os Staphy/ococcus xylosus e Staphy/ococcus sciuri reduzem nitrato a nitrito em 100 e
80% das cepas, respectivamente. De 74 cepas de estafilococos coagulase negativa
isoladas de urina, 49 (66,2%) cepas de Staphy/ococcus saprophyticus foram
diferenciadas pelo meio NNS, tendo sido obtidos resultados de valor predicativo de
resultado positivo de 100%, sensibilidade de 95,9%, especificidade de 100% e
eficiência de 97,2%. As cepas foram posteriormente caracterizadas ao nível de
espécie, segundo esquema proposto por KLOOS e SCHLEIFER, quando se obteve
66,2% de Staphy/ococcus saprophyticus, 13,5% de Staphy/ococcus simu/ans, 8,1% de
Staphy/ococcus epidermidis, 5,4% de Staphy/ococcus haemo/yticus, 5,4% de
Staphy/ococcus hominis e 1,4% de Staphy/ococcus sp, O comportamento do meio
NNS foi avaliado através de cepas de referência das diferentes espécies do gênero
Staphylococcus.

DESCRITORES: Staphy/ococcus saprophyticus; estafilococos coagulase negativa;
infecção do trato urinário; resistência à novobiocina.

INTRODUÇÃO A partir de 1970, inicialmente na Europa e
posteriormente nos EUA e Canadá, uma espécie
particular de ECN, S. saprophyticus, vem sendo
reconhecida como agente etiológico de infecções
do trato urinário em mulheres jovensl.3.12.23.

Os estafilococos coagulase negativa (ECN)
têm sido freqüentemente apontados como agentes
patogênicos oportunistas, especialmente nos
casos de infecções após intervenções cirúrgicas,
endocardites bacterianas subagudas, peritonites,
meningites bacterianas etc6•9•30.

O diagnóstico laboratorial presuntivo das in-
fecções urinárias causadas pelo S. saprophyticus

* Realizado na Seção de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP.
** Do Instituto Adolfo Lutz.
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tem sido principalmente feito pela demonstração
de sua resistência à novobiocina na concentração
de 5 mcg/ml'S.24.25. A caracterização bioquímica
deste microorganismo, bem como dos demais
ECN ao nível de espécie, tem sido feita segundo
o esquema proposto por KLOOS & SCHLEI-
FER!7.!s.28.29,pelo sistema API STAPHIDEN'P°, ou
pelo sistema de caracterização e biotipagem re-
centemente proposto por HERBERT et alii14.15.É
sabido, entretanto, que outros ECN (S. cohnii, S.
xylosus e S. sciuri) são igualmente resistentes à
novoblocina'P-", e que algumas cepas de S. epi-
dermidis resistentes a esta droga já foram regis-
tradas'",

o fato acima mencionado levou-nos à pesqui-
sar outras características diferenciais que tornas-
sem possível a separação do S. saprophyticus
dos demais ECN resistentes à novobiocina. Atra-
vés do sistema de caracterização bioquímica de
KLOOS & SCHLEIFER19.2S, verifica-se que os S.
cohnii utilizam a sacarose em 88% das cepas,
enquanto os S. xylosus, S. sciuri e S. epidermi-
dis reduzem nitrato a nitrito em 100, 80 e 80%
das cepas, respectivamente. Portanto, o presente
estudo teve por objetivo a formulação de um
meio de cultura simples, que pudesse identificar
rápida e presuntivamente as cepas de S. sapro-
phyticus. O meio de cultura NNS foi composto
baseado não somente na capacidade deste micro-
organismo de crescer na presença de 5 mcg/ml de
novobiocina, mas também na sua capacidade de
utilizar o carboidrato sacarose e na sua incapaci-
dade em reduzir o nitrato", características estas
que permitem uma diferenciação mais precisa en-
tre os demais ECN.

MATERIAL E MÉTODOS

Cepas bacterianas - As 74 cepas de ECN
estudadas foram isoladas de amostras de urina
com contagens superiores a 1,0 x 105 organis-
mos/ml, na Seção de Bacteriologia do Instituto
Adolfo Lutz-SP. Foram também utilizadas 12 ce-
pas de referência (S. aureus, S. xylosus, S. capltis,
S. epidermidis, S. cohnii, S. warneri, S. haemoliti-
cus, S. simulans, S. hominis, S. saprophyticus,
S. sciuri sciuri, S. sciuri lentus), gentilmente
cedidas pelo Dr. W. E. KLOOS, da Universidade
do Estado da Carolina do Norte, USA. As cepas
de referência foram mantidas no estado Iiofiliza-
do a +4°C, e as cepas isoladas foram mantidas à
temperatura ambiente em meio sólido de
conservação",

Meio NNS - O meio de cultura NNS foi com-
posto de extrato de carne 0,1 %; proteose pepto-
na n" 3, 1%; c1oreto de sódio, 0,5%; púrpura de
bromocresol, 0,002%, pH 6,8; acrescido de 0,5%
de nitrato de potássio e esterilizado por autocla-
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vação a 121°C por 15 minutos. Após o resfria-
mento foram adicionadas a sacarose (Dífco La-
boratories, Detroit, Mich., USA) e a novo-
biocina (Centro de Controle e Produtos para
Diagnóstico Ltda. (CECON), São Paulo, SP, Bra-
sil) nas concentrações finais de 1% e 5 mcg/ml,
respectivamente. As soluções estoques de novo-
biocina e sacarose foram esterilizadas por fil-
tração em membranas Millipore de 0,45 e 0,22
1.1. O meio foi distribuído em alíquotas de 5 ml
em tubos de 12 x 120 mm, com tampas de rosca,
e sua esterilidade foi testada a 37°C por 48
horas. O meio NNS foi conservado a 4°C.

O inóculo foi constituído de 0,1 ml de uma
suspensão bacteriana, feita em água destilada es-
téril a partir de uma cultura pura de 24 horas em
ágar simples inclinado. Esta suspensão corres-
pondeu à turbidez do tubo nº 2 da escala de Me
Farland, tendo portanto uma densidade aproxima-
da de 6 x l O" cel/ml. Os tubos foram incubados
em estufa a 37°C e as leituras foram efetuadas
após 24 horas pela verificação do crescimento
bacteriano (turvação do meio). A utilização da
sacarose foi indicada pela viragem do indicador
de pH, e a redução de nitrato pela adição dos rea-
tivos de Griss, segundo método descrito por
COW AN & STEEU. Nos casos em que não houve
crescimento bacteriano, as cepas foram reincuba-
das por mais dois dias, em estufa, a 37°C.

Caracterização das cepas de ECN ao nível de
espécie - As 74 cepas de ECN foram caracteriza-
das ao nível de espécie, assim como as cepas de
referência, tomadas como controle, através da
maioria das provas preconizadas por KLOOS &
SCHLEIFER, e outras cujas referências biblio-
gráficas serão citadas na oportunidade.

A partir de uma cultura pura de 24 horas em
ágar P inclinado!", foram efetuados testes para a
verificação de: morfologia das colônias e pre-
sença de pigmento em placas de ágar p17; com-
portamento em relação ao oxigênio'<"; presença
de enzima catalase em teste de lâmina, segundo
técnica citada por MAC FADDIN22; presença de
citocromo C oxidase--": habilidade em utilizar a
glicose aeróbica e anacrobicamcnte ": produção
aeróbica de ácido a partir do gliccrol em presença
de 0,4 mcg/ml de eritromicina em ágar púrpura de
brornocresol-"; susceptibilidade á lisostafina (Sig-
ma Chemical Co. St. Louis, Mo, USA) nas con-
centrações de 200 mcg/ml e 50 mcg/rnl'"; ativi-
dade de coagulase livre e ligada em plasma de
coelho+": presença de desoxirribonuclease termo-
sensível em ágar DNA8; susceptibilidade a 1,6
mcg/ml de novobiocina pelo método em placa de
ágar p28; redução de nitrato a nitritov'"; hidrólise
da uréia em meio uréia-indol"; hemólise em ágar
sangue de carneiro (5% de sangue desfibrinado
em ágar P)18; verificação de produção aeróbica de
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ácido a partir de carboidratos (maltose, sacarose,
trealose, manose, xilose e manitol)",

Análise dos dados - Para análise da capacidade
do meio NNS em diferenciar S. saprophyticus dos
outros ECN, um resultado positivo verdadeiro foi
classificado como uma cepa de S. saprophyticus,
aquela capaz de crescer no meio NNS, após incu-
bação de 24 horas em estufa a 37°C, produzir
ácido a partir da sacarose e não reduzir o nitrato
a nitrito. Um resultado negativo verdadeiro foi
classificado como uma cepa de ECN não S.
saprophyticus, que não cresceu no meio NNS, ou
que, embora resistente a 5 mcg/ml de novobioci-
na, foi incapaz de utilizar a sacarose, podendo ou
não reduzir o nitrato a nitrito; ou, ainda, que
cresceu no meio NNS, utilizou a sacarose, mas
apresentou redução de nitrato positiva. Os va-
lores de sensibilidade, especificidade, valores
predicativos de resultados positivo e negativo e
eficiência foram calculados de acordo com
GALEN et alii1o•

Susceptibilidade microbiana - O teste de sen-
sibilidade aos agentes antimicrobianos foi reali-
zado segundo a técnica de BAUER et alii", onde
foram utilizados discos impregnados com qui-
mioterápicos (Centro de Controle e Produtos para
Diagnóstico Ltda. (CECON), São Paulo, SP, Bra-
sil), nas seguintes concentrações: amicacina, 30
mcg; ampicilina, 30 mcg; canamicina, 30 mcg;
cafalotina, 30 mcg; cefoxitina, 30 mcg; cloran-
fenicol, 30 mcg; eritromicina, 15 mcg; estrep-
tomicina,10 mcg; gentamicina, 10 mcg; linco-
micina, 2 mcg; novobiocina, 30 mcg; oxacilina,
1 mcg; penicilina, 10 mcg; sulfamethoxazol-
trimethoprim, 25 mcg; tetraciclina, 30 mcg;
vancomicina, 30 mcg.

RESULTADOS

O meio de cultura NNS foi inicialmente testa-
do com as 12 cepas de referência de StaphyZococ-
cus, tendo os resultados sido referidos na tabela
1. Usando-se o critério de um resultado positivo
no meio NNS, como sendo a presença de cresci-
mento bacteriano, utilização da sacarose e ausên-
cia da enzima nitrato redutase após 24 horas de
incubação a 37°C, pudemos caracterizar presun-
tivamente os S. saprophyticus entre as 74 cepas
de ECN, com um valor predicativo de resultado
positivo de 100%. O valor predicativo na dife-
renciação das cepas de ECN, não pertencentes a
espécie S. saprophyticus (valor predicativo de re-
sultado negativo), foi de 92,6%. A sensibilidade
deste meio foi de 95,9% e sua especificidade e
eficiência foram de 100 e 97,2%, respectiva-
mente. Duas cepas de S. saprophyticus não uti-
lizaram a sacarose no meio NNS após 24 horas
de incubação, tendo sido consideradas como fal-

TABELA 1

Comportamento das cepas de referência de
Staphylococcus frente ao meio NNS

MeioNNS

Espécie Crescimento Utilização Redução
de de

(turvação) sacarose nitrato

S. aureus -
S. epidermidis -
S. saprophyticus + + -
S. simulans -

S. hominis -
S. haemolyticus -
S. warneri -
S. capitis -
S. xylosus + + +
S. cohnii + - -
S. sciuri sciuri -
S. sciuri lentus -

+ Teste positivo
Teste negativo

50-negativas (presuntivamente S. cohnii), o que
contribuiu para a diminuição de alguns valores
acima citados. Estas cepas utilizaram a sacarose
após reincubação por mais 24 horas em estufa a
37°C. Entre os ECN estudados, com exceção feita
aos S. saprophyticus, apenas 2 cepas de S.
haemolyticus apresentaram crescimento no meio
NNS, sendo que ambas não utilizaram a sacarose
após 48 horas de incubação, mas reduziram nitra-
tos a nitritos. Estas cepas foram classificadas
como negativas verdadeiras e suas resistências à
novobiocina foram posteriormente confirmadas
pelos respectivos antibiogramas.

As 74 cepas de ECN foram diferenciadas do
gênero M icrococcus pela produção aeróbica de
ácido a partir do glycerol, em presença de 0,4
mcg por ml de eritromicina (95,9%), pela utili-
zação da glicose aeróbica e anaerobicamente
(100%), pelo comportamento aeróbico-anaeró-
bico facultativo (95,9%), e pela sensibilidade à
lisostafina na concentração de 200 mcg/ml
(78,4%). As espécies de ECN que caracteristica-
mente produzem pequenas quantidades de ácidos
em conseqüência do metabolismo fermentativo da
glicose, tais como S. saprophyticus, S. hominis,
S. haemolyticus, apresentaram reações fracas de
acidificação no meio STAPH-MEV AG16• O siste-
ma utilizado na identificacão dos ECN ao nível
de espécie permitiu a caracterização de 49 (66,2%)
cepas de S. saprophyticus, 10 (13,5%) cepas de
S. simulans, 6 (8,1%) de S. epidermidis, 4 (5,4%)
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TABELA 2

Características morfolágicas, bioquímicas e de resistência das 49 cepas de S. saprophyticus isoladas de culturas de urina

Características %Comportamento

Tamanho da colônia (diâmetro 5mm)
Cata1ase
Oxidase
Comportamento frente ao 02
Utilização aeróbica e anaeróbica da glicose (% de fermentação)
Utilização aeróbica do glicerol em presença de
eritromicina (0,4 mcg/m1)
Susceptibilidade à 1isostafina (200 mcg/rnl)
Susceptibilidade à lisostafina (50 mcg/m1)
Coagu1ase livre
Coagu1ase ligada
Desoxirribonuc1ease termo sensível
Resistência à novobiocina (1,6 mcg/rnl)
Redução de nitrato
Urease
Pigmento
Hemólise (sangue de carneiro)
Produção aeróbica de ácido a partir de:

Maltose
Trealose
Sacarose
Manose
Xilose
Manitol

+
+

AAF
(+)/+

+
+

-/(+)
+

+*
+**

+
+
+

+

89,8
100,0
100,0
100,0

89,8/10,2

100,0
77,5
77,6
100,0
100,0

95,9/4,1
100,0
100,0
100,0
73,5
100,0

100,0
100,0
100,0
100,0
100,0
100,0

Símbolos: +

(+)
AAF

*
**

Teste positivo
Teste negativo
Teste positivo fraco
Aeróbio-anaeróbio facultativo
Reação imediata
Pigmento amarelo

cepas de S. haemolyticus e 4 (5,4%) cepas de S.
hominis, Uma cepa apresentou características que
impossibilitaram sua classificação dentre as es-
pécies de ECN até agora descritas. Oito cepas
comprovadamente não pertencentes às espécies
S. epidermidis (trealose positivas) e S. sapro-
phyticus (sensíveis à novobiocina) apresenta-
ram perfis bioquímicos que não corres ponderam
exatamente aos descritos por KLOOS &
SCHLEIFER18, no que diz respeito à utilização da
maltose, manose e manitol. Para estes casos foi
utilizado o critério de classificação de NICOLLE
et alii25, onde as cepas manitol negativas e mal-
tose positivas foram classificadas como S. homi-
nis e aquelas manitol e maltose negativas, mas
manose positivas, foram classificadas como S.
simulans. Por outro lado, todas as cepas de S. sap-
rophyticus apresentaram um perfil funcional bas-
tante característico (tabela 2).

Das 49 cepas de S. saprophyticus, 47(95,9%)
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TABELA 3

Sexo e faixa etária dos pacientes portadores de
Staphylococcus saprophyticus na urina

SEXO
Faixa etária Feminino Masculino

anos

N° % N° %

0-5 3 6,12

17-35 34 69,39

36-35 5 10,21

>45 1 2,04 1 2,04
i.d. * 4 8,16 1 2,04

Total 47 2

*i.d. =idade desconhecida
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foram isoladas de urina de mulheres não hospita-
lizadas, e duas foram provenientes de pacientes
do sexo masculino. A faixa etária predominante
das mulheres foi de 17 a 35 anos, conforme vis-
to na tabela 3.

Os perfis de resistência aos quimioterápicos
das diferentes espécies de ECN estão relacionados
a seguir: 46 (93,88%) cepas de S. saprophyticus
foram resistentes à novobiocina, enquanto 2
(50%) cepas de S. haemolyticus, multirresis-
tentes, apresentaram igualmente resistência a
esta droga. Quatro (66,66%) cepas de S. eplder-
midis, 3 (75%) cepas de S. haemolyticus, 2(20%)
cepas de S. simulans, 3 (6,12%) de S. saprophy-
ticus foram simultaneamente resistentes aos anti-
bióticos penicilina e ampicilina. Não foram efe-
tuados testes de detecção da enzima beta-
lactamase. Uma resistência significativa à oxaci-
lina foi observada entre as cepas de S. haemoly-
ticus (75%), S. saprophyticus (46,94%) e S.
hominis (25%), o mesmo não sendo verificado
em relação à espécie S. epidermidis. Entretanto,
todas as cepas testadas foram sensíveis às cefa-
losporinas (cefalotina e cefoxitina).

DISCUSSÃO

Pela análise da tabela 1, pudemos verificar que
o meio de cultura NNS apresentou o comporta-
mento previsto em relação às cepas de referência
de Staphylococcus, uma vez que o mesmo impe-
diu o crescimento das espécies sensíveis à novo-
biocina, sendo que as espécies resistentes utiliza-
ram a sacarose e/ou reduziram nitratos, em
conformidade com as características bioquímicas
inerentes a cada espécie.

Os valores predicativos de resultados positivo
e negativo, sensibilidade, especificidade e efi-
ciência do meio NNS na diferenciação das cepas
de S. saprophyticus dos demais ECN mostraram-
se bastante satisfatórios. STEVENS31, utilizou um
meio de cultura sólido (TMPA) contendo trealose,
manitol e reagentes necessários à pesquisa da en-
zima fosfatase, associado ao teste de resistência
à novobiocina pela utilização de discos impreg-
nados com 5 mgc deste antibiótico. Os valores
predicativos de resultados positivos e negativos
encontrados foram de 83,9 e 100%, respectiva-
mente, a sensibilidade e especificidade de 100% e
97,1 %, respectivamente. NICOLLps utilizou a-
penas a resistência à novobiocina (disco com 5
mgc de novobiocina) no diagnóstico presuntivo
de S. saprohyticus isolados de urina, obtendo um
valor predicativo de resultado positivo, na sua
diferenciação dos demais ECN de 83%, sensibili-
dade de 100% e especificidade de 96%. PICKETT26
utilizou o test"spot" em papel de filtro, de
colônias provenientes de ágar sangue contendo

difosfato de fenolftaleína, com o objetivo de de-
tectar colônias de estafilococos fcsfatase negati-
vos. Este teste conjugado ao teste de resistência
à novobiocina (discos impregnados com 5 mgc
de novobiocina) possibilitou uma triagem dos S.
saprophyticus isolados de urina, com um valor
predicativo de 87,5%. Através de uma análise
comparativa, pudemos verificar que o meio NNS
apresentou valores estatísticos semelhantes aos
demais acima relacionados, além de ser um meio
de cultura que permitiu a avaliação direta da resis-
tência à novobiocina, sem a necessidade do uso
adicional de teste de resistência, pela utilização
de discos impregnados com este antibiótico.

Embora não tenham sido encontradas cepas de
S. cohnii e S. xylosus entre as 74 cepas de ECN,
pudemos diferenciar 2 cepas de S. haemolyticus
resistentes à novobiocina, as quais teriam sido
erroneamente diagnosticadas como S. sa-
prophyticus, se houvesse sido utilizado um
diagnóstico presuntivo baseado exclusivamente
na resistência à novobiocina. Por outro lado,
mesmo os testes para verificação da utilização da
trealose, manitol e presença da enzima fosfatase
não teriam sido suficientes para diferenciar estas
duas espécies". Ambas as cepas não utilizaram a
sacarose no meio NNS (pelo sistema de identifi-
cação ao nível de espécie foram sacarose positi-
vas), mas reduziram nitrato, o que possibilitou a
diferenciação com o S. saprophyticus.

A respeito da utilização da sacarose no meio
NNS, pudemos verificar que algumas cepas de S.
saprophyticus apresentaram uma reação mais len-
ta, o que nos pareceu justificável pelo fato de o
meio NNS ser um meio de cultura líquido, portan-
to com menor capacidade de detectar ácidos pro-
duzidos a partir de um metabolismo preferencial-
mente oxidativo, exibido por esta espécie. Os
tubos de cultura que apresentaram uma modifi-
cação na cor púrpura do meio original para uma
cor próxima do amarelo (denotando uma reação
de acidificação), após 24 horas de incubação, fo-
ram considerados positivos, mesmo que a vira-
gem completa de pH tenha ocorrido em 48 horas
de incubação.

A estabilidade do meio NNS foi determinada
pela análise do seu comportamento em relação às
cepas de referência. O meio NNS, quando mantido
à temperatura de 4º C, manteve suas carac-
terísticas inalteradas por um período de 3 meses.

Neste estudo, pudemos verificar que a maioria
das espécies de ECN isoladas das amostras signi-
ficativas de urina (1,0 105 colônias/ml) foram
representadas pelos S. saprophyticus seguidos
dos S.simulans e S. epidermidis. Estes resulta-
dos aparentemente divergiram de maneira signifi-
cativa dos encontrados por alguns auto-
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resll,23,2S,26, onde os S. epidermidis representaram
os isolados mais freqüentes de urina (70,8%
aproximadamente) seguidos dos S. saprophyticus
(15% aproximadamente), S. haemolyticus (6%) e
S. simulans (4,8%). Entretanto, acreditamos que
os nossos resultados foram perfeitamente com-
patíveis, uma vez que todas as nossas cepas
foram isoladas de pacientes encaminhados ao
Instituto Adolfo Lutz, pelos Centros de Saúde do
Município de São Paulo, contrariamente a grande
parte das cepas referidas em outros estudos,
provenientes de pacientes hospitalizados. Os S.
epidermidis, e outros ECN isolados de pacientes
internados em hospitais, estão mais provavel-
mente relacionados à ocorrência de infecções

hospitalares ou à maior susceptibilidade de pa-
cientes imuno deprimidos aos patógenos cportu-
nistas23,26, Por outro lado, o achado da predo-
minância de S. saprophyticus em amostras de
pacientes femininas jovens, não hospitalizadas,
com sintomatologia clínica das vias urinárias,
esteve perfeitamente de acordo com os resultados
obtidos anteriormente,,12,25,26.
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ABSTRACT: Using the l\:'NS medium, a simple base medium containing
pottassium nitrate, sucrose and novobi ocin , we differentiated Staphylococcus
saprophyt icus isolate d from urine specimens from other coagulase negative
staphylococci, with a positive predicative value of 100%, sensitivity of 95,9%,
specificity of 100% and efficiency of 97,2%. Staphy/ococcus saprophyticus has been
differentiated from the other species by its resistance to novobiocin, but three other
coagulase-negative staphylococcal species (Staphy/ococcus cohnii, Staphy/ococcus
xy/osus and Staphyl ococcus sciuri) are also novobiocin resistant. Staphylococcus
cohnii fails to utilize the carboydrate sucrose in 88% of strains and Staphylococcus
zylosus and Staphy/ococcus sciuri rcduce nitrate in 100 and 80% of strains,
respectively. These features were used in lhe formulation of this differential medium,
which is not based exclusively on the resistance to novobiocin of Staphy/ococcus
saprophytic us strains, but also on its capacity to utilise the carboydrate sucrose and
its lack of the nitrate redution activity. Reference strains of Staphy/ococcus species
were used to trest the l\:TNSmedi um,

DESCRIPTORS: Staphy/ococcus saprophyticus; coagulase-negative staphylo-
coocci, urinary tract infections; novobiocin resistance.
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