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RESUMO 

 

 

Staphylococcus aureus é uma das principais causas de infecções associadas à saúde em todo o 

mundo. O objetivo deste trabalho foi avaliar as características epidemiológicas, fisiológicas e 

moleculares de S. aureus resistente à oxacilina (ORSA), isolados de infecções em um hospital 

terciário universitário e avaliar sua susceptibilidade a novas moléculas síntéticas. Foram 

avaliadas um total de 103 amostras de ORSA quanto a dados clínicos e epidemiológicos 

relacionados aos pacientes, perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas, avaliação da 

produção de biofilme e da capacidade hemolítica e confirmação da identidade genética, 

detecção do gene mecA e caracterização do SCCmec, por PCR. Para 45 amostras oriundas do 

CTI, também foram realizadas a análise do perfil de fragmentação do DNA cromossômico 

por PFGE e caracterização do CC, por PCR. Para 21 amostras foi avaliada a susceptibilidade 

a aminas aromáticas alquiladas (aminoálcoois). Considerando-se as amostras clínicas, a 

maioria das amostras foi isolada no sexo masculino (71%) a partir de secreção traqueal 

(26,2%) e sangue (23,3%) seguido de swab de sítio cirúrgico e ponta do cateter (15,5%), 

exsudados (14,6%) e urina (4,9%), associados à infecção do sistema respiratório (34%) e 

bacteremia (20,4%), em unidade de terapia intensiva (43,7%). No geral, uma alta frequência 

de resistência foi observada contra clindamicina (100%), eritromicina (100%), azitromicina 

(99%), levofloxacina (93,2%), gentamicina (84,5%), sulfametoxazol-trimetoprim (75,7%), 

tetraciclina (77,6%), cloranfenicol (59,3%) e rifampicina (50,5%). Os aminoálcoois também 

apresentaram atividade antibacteriana contra a maioria dos isolados de ORSA. Tipos de 

SCCmec III (66,7%) , II (17,8%) , IV (4,4% ), I (2,2%) foram encontrados. A maioria (66,7%) 

dos isolados foram relacionados ao clone epidemico brasileiro (CEB)/CC8/SCCmec III , que 

prevaleceu entre 2005 e 2008 , enquanto que a linhagem USA100/CC5/SCCmec II surgiu em 

2007 e foi mais frequente em 2009 e 2010, na UTI. Os isolados que transportam o tipo de 

SCCmec IV (USA400/CC1 e USA800/CC5 linhagens) e I (USA500/CC5) também foram 

detectadas. Nossos dados são altamente relevantes para os sistemas de vigilância permitiu 

mapear em maior escala a circulação dinâmica de ORSA e levantar discussões sobre 

estratégias de contenção e uso racional da quimioterapia empírica. 

 

Palavras-chave: ORSA, Resistência antimicrobiana, Aminoálcoois, SCCmec, Clonalidade. 

 



ABSTRACT 

 

 

Staphylococcus aureus is a major cause of health care associated infections worldwide. The aim 

of this work was to evaluate epidemiological, physiological and molecular characteristics of 

aureus oxacillin resistant S. aureus (ORSA) isolated from infections in a tertiary university 

hospital and evaluated their susceptibility to new synthetic molecules. A total of 103 samples 

of ORSA for clinical and epidemiological data related to patients susceptibility profile to 

antimicrobial drugs, assessment of biofilm production and hemolytic capacity and 

confirmation of genetic identity, detection of the mecA gene and characterization of SCCmec 

were evaluated, PCR. For 45 samples from CTI, also the profile of DNA analysis by PFGE 

and characterization of the CC, PCR were performed. For 21 samples susceptibility to 

alkylated aromatic amines was evaluated. Considering the clinical samples, most samples 

contained in males (71%) from tracheal secretion (26.2%) and blood (23.3%) followed by 

surgical site and swab tip of the catheter (15.5%), exudates (14.6 %) and urine (4.9%), 

associated with infection of the respiratory system (34%) and bacteremia (20.4%) in the 

intensive care unit (43.7%). Overall, a high frequency of resistance was observed against 

clindamycin and erythromycin (100%), azithromycin (99%), levofloxacin (93.2%), 

gentamicin (84.5%), trimethoprim-sulfamethoxazole (75.7%), tetracycline (77.6%), 

chloramphenicol (59.3%) and rifampicin (50.5%). The amino alcohols also showed 

antibacterial activity against most isolates of ORSA. SCCmec type III (66.7%), II (17.8%), IV 

(4.4%) and I (2.2%) were found. The majority (66.7%) isolates were related to the brazilian 

epidemic clone (CEB)/CC8/SCCmec III, which prevailed between 2005 and 2008, while the 

USA100/CC5/SCCmec lineage II emerged in 2007 and was more frequent in 2009 and 2010 

in the ICU. The strains carrying the SCCmec type IV (USA400/CC1 and USA800/CC5 

lineages) and I (USA500/CC5) were also detected. Our data are highly relevant to 

surveillance systems enabled map on a larger scale the dynamic movement of ORSA and 

raise discussions on containment strategies and rational use of empirical chemotherapy. 

 

Keywords: MRSA, Antimicrobial resistant, Aminoalcohol, SCCmec, Clonality. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Desde que existem os hospitais, existem as infecções hospitalares e, apesar, de 

não haver dados registrados, sabe-se que era alta a incidência de infecções adquiridas no 

hospital, principalmente devido à elevada prevalência de doenças epidêmicas na comunidade 

e às precárias condições de higiene. No entanto, foi apenas na primeira metade do século XIX 

que a questão da infecção hospitalar passou a ser considerada pelos profissionais de saúde, e 

somente a partir da década de 70 que as instituições hospitalares começaram a fazer estudos 

mais aprofundados sobre o assunto. 

Nos últimos anos o termo infecções hospitalares (IHs) vem sendo substituído por 

infecções relacionadas à assistência a saúde (IRAS), constituindo aquelas adquiridas por 

pacientes durante um tratamento específico para outra patologia, estando diretamente 

relacionado a procedimentos assistenciais à saúde ou hospitalização. No entanto, para estudos 

restritos ao ambiente hospitalar, o termo infecção hospitalar é ainda aceito. 

Atualmente, as infecções hospitalares bacterianas constituem uma importante 

causa de morbidade e mortalidade em instituições de saúde de todo o mundo, constituindo um 

grave problema de saúde pública, tanto em países desenvolvidos quanto em países em 

desenvolvimento. Um grande número de pacientes é acometido por infecções hospitalares 

anualmente, resultando em tempo de hospitalização prolongado e altos custos para estas 

instituições. 

Entre as bactérias frequentemente associadas às infecções hospitalares, destacam-

se as do gênero Staphylococcus, por representarem importantes patógenos humanos 

causadores de um amplo espectro de doenças sistêmicas potencialmente fatais, além de 

diversas infecções oportunistas. 

A etiologia da espécie Staphylococcus aureus em doenças infecciosas é 

reconhecida desde a época pré-antimicrobiana, com elevadas taxas de mortalidade. Dado o 

seu potencial patogênico, o S. aureus figura como a espécie mais importante do gênero em 

infecções humanas, tanto de origem hospitalar quanto comunitária. Em geral, essas infecções 

são precedidas pela colonização nasal, tanto de indivíduos sadios quanto hospitalizados. 

Em especial, destaca-se S. aureus resistente a meticilina/oxacilina, e seu perfil de 

multirresistencia que tem sido causa de uma dificuldade terapêutica significativa em muitos 

países, tornando-se um grave problema de saúde pública. Assim, torna-se essencial a 
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investigação de fatores de risco que possam estar associados a infecções por tais 

microrganismos, de modo a propiciar medidas preventivas que impeçam sua disseminação, 

sobretudo, intra-hospitalar. Além disso, devido ao crescente aumento da resistência que gera 

limitações aos tratamentos disponíveis, a busca por novas alternativas como a síntese de 

novas moléculas que apresentem potencial biológico é de extrema importância para o 

tratamento de doenças infecciosas. 

Devido à grande variabilidade genética dos microrganismos, a resistência a drogas 

antimicrobianas tem se tornado um grave problema, do ponto de vista ecológico e clínico. A 

cada dia surgem relatos da crescente resistência de bactérias isoladas tanto em indivíduos 

sadios, quanto naqueles apresentando as mais diversas patologias. Desta forma, diversos 

estudos sobre a diversidade genética de microrganismos têm sido realizados, a fim de se 

compreender melhor os aspectos biológicos de agentes infecciosos, assim como a 

epidemiologia das doenças relacionadas, objetivando contribuir para o controle da 

disseminação do microrganismo tanto em hospitais quanto na comunidade. 

Além disso, cada vez mais tem se buscado alternativas para a terapêutica de 

infecções associadas a microrganimos multirresistentes e vários estudos tem sido conduzidos, 

principalmente em testes com susbtâncias sintéticas com estrutura semelhante a 

antimicrobianos já disponíveis. 

A contenção do fenômeno da resistência em nosso meio figura como um dos 

grandes desafios do século XXI, e vários são os apelos dos Órgãos de Saúde internacionais, 

que preconizam estudos sobre a crescente resistência bacteriana, o desenvolvimento de 

agentes antimicrobianos e os efeitos destes, nas doenças infecciosas. 

Desta forma, considerando a potencialidade de S. aureus na etiologia das 

infecções relacionads a assistência a saúde, carreando fatores de virulência e marcadores de 

resistência a drogas antimicrobianas, percebe-se a necessidade da geração de conhecimento 

científico sobre a colonização, ecologia, patologia, fisiologia e epidemiologia da resistência 

nessa espécie. Assim, dando sequência à linha de pesquisa “Estudo da ocorrência e 

suseptibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas da microbiota de seres humanos de 

ambiente hospitalar e da comunidade”, é proposto o presente projeto, com o qual se pretende 

contribuir para a geração de dados sobre a possível disseminação e evolução de S. aureus 

como agente etiológico de infecções associadas a cuidados de saúde. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 GENERALIDADES SOBRE INFECÇÕES HOSPITALARES (IHs) 

  

No âmbito hospitalar, segundo a Portaria nº 2.616, de 12 de maio de 1998, do 

Ministério da Saúde, infecção hospitalar é aquela adquirida após a admissão do paciente e que 

se manifesta durante a internação ou após a alta, quando puder ser relacionada com a 

internação ou procedimentos hospitalares (BRASIL, 1998). 

Representam uma importante causa de morbi-mortalidade, podendo resultar em 

um tempo prolongado de permanência no hospital, utilização de antimicrobianos alternativos 

de custo elevado na terapêutica, gerando um aumento nos custos de internação, tornando-se 

assim, uma importante questão mundial de saúde pública (DING et al., 2009; KLEVENS et 

al., 2007; MACHADO, 2001). 

As taxas de incidência de IH diferem de um país para outro, assim como de uma 

instituição para outra, e dependem de fatores como a clientela, porte dos hospitais, 

especialidade médica envolvida, condições de higiene e eficácia de programas de controle de 

infecção nas instituições de saúde (FOGLIA, FRASER e ELWARD, 2007; JERASSY et al., 

2006; ROSENTHAL et al., 2010). Estima-se que em países desenvolvidos, ocorram IHs em 

cerca de 2 a 18% dos pacientes internados, podendo chegar até cerca de 21 a 54%, quando 

consideram-se os pacientes internados na UTI (MACHADO, 2001). Outros estudos relataram 

taxas de 5 a 10% em pacientes adultos, enquanto em alas pediátricas, as taxas são de 

aproximadamente 15% (MIREYA et al., 2007; PITTET et al., 2008). Segundo Klevens e 

colaboradores (2007), nos Estados Unidos, 1,7 milhões de pacientes adquirem anualmente 

algum tipo de IHs, sendo que aproximadamente 99 mil morrem em decorrência destas. 

No Brasil existe uma grande dificuldade na obtenção das taxas reais de infecção, 

por que, de modo geral, as IHs são ainda subnotificadas. No entanto, em setembro de 2004 é 

lançado o Sistema Nacional de Informação para o Controle de Infecções em Serviços de 

Saúde (SINAIS), que visa possibilitar a consolidação do sistema de monitoramento da 

qualidade da assistência dos serviços de saúde, através de dados e relatórios emitidos pelas 

Comissões de Controle de Infecção Hospitalar (CCIHs) (MACHADO, 2001). 
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Além disso, um estudo de vigilância epidemiológica, o International Nosocomial 

Infection Control Consortium (INICC), envolvendo oito países em desenvolvimento, 

incluindo o Brasil, foi realizado entre 2002 e 2005 através de dados das unidades de terapia 

intensiva dos hospitais participantes. Este estudo apontou a existência de uma incidência 

elevada de infecções relacionadas a dispositivos médicos nos países da América Latina, que 

chegou a ser até quatro vezes maiores do que a encontrada nos Estados Unidos 

(ROSENTHAL et al., 2006). Ainda sim, dados brasileiros revelaram que mais da metade dos 

neonatos com baixo peso desenvolvem algum tipo de infecção durante a permanência no 

hospital e cerca de 20% dos adultos submetidos a cirurgias adquirem infecção de sítio 

cirúrgico até 15 dias após a alta (OLIVEIRA, LIMA e LIMA., 2007; PESSOA-SILVA et al., 

2004).  

Destaca-se que em todo o mundo, milhões de pacientes são acometidos 

anualmente pelas IHs resultando em maior período de hospitalização e principalmente nos 

altos custos para as instituições de saúde (GRAVES et al., 2007; ROSENTHAL et al., 2010). 

Em termos de custos, o tratamento de sepses ocorridas após procedimentos cirúrgicos pode 

chegar a US$ 33 mil/paciente, enquanto que, casos de pneumonia, até US$ 47 mil/paciente 

(EBER et al., 2010). 

Em relação aos principais fatores de risco que contribuem para a aquisição dessas 

infecções destaca-se, idade prematura ou avançada, tempo de internação prolongado, 

principalmente em UTIs, presença de doenças crônico-degenerativas, imunossupressão, 

antibioticoterapia prévia e utilização de dispositivos invasivos (CEZÁRIO et al., 2009; 

FOGLIA, FRASER e ELWARD, 2007; PARKINS et al., 2010; WIBBENMEYER et al., 

2010). Segundo Marcel e colaboradores (2008), os procedimentos invasivos são os principais 

fatores de risco para IHs, no entanto, ele destaca que, apesar de serem procedimentos 

utilizados com frequência cada vez maior (cirurgias, uso de cateteres intravasculares), o risco 

de infecção é controlado progressivamente com a utilização e reforço de medidas preventivas. 

Para Machado (2001), a importância desses procedimentos tem influência direta no 

planejamento da busca ativa e vigilância epidemiológica das IHs, gerando inclusive a 

necessidade que se utilizem indicadores específicos para pacientes submetidos a estes 

procedimentos. 

Além disso, os constantes avanços da medicina, que vem prolongando o tempo de 

sobrevida de pacientes imunocomprometidos e o aumento na expectativa de vida da 
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população são aspectos diretamente responsáveis pelo aumento nas taxas de IHs (WHO, 

2002). 

A distribuição de infecções por sítios anatômicos varia conforme a população 

estudada e o método de vigilância epidemiológica usado. De forma geral, sabe-se que as mais 

frequentes são as infecções de vias urinárias, sítios cirúrgicos e vias respiratórias. Em alguns 

hospitais gerais, observa-se aumento crescente das infecções de sítio cirúrgico e, nas unidades 

de tratamento intensivo, das pneumonias nosocomiais (MACHADO, 2001). Dados do 

National Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS) (2004) apontavam as infecções 

das vias urinárias como as mais frequentes (27,2%), seguidas das infecções de sítio cirúrgico 

(18,7%), pneumonias nosocomiais (17,3) e infecção primária de corrente sanguínea (15,8%). 

Estudos mais recentes destacam as IHs mais prevalentes, na seguinte ordem: infecções de 

trato urinário, pneumonias associadas à ventilação mecânica, infecções de sítio cirúrgico, 

infecções de pele ou tecido subjacente e bacteremias relacionadas ao uso de dispositivos 

intravasculares (GOSBELL, 2005; MARCEL et al., 2008). Ainda segundo Marcel e 

colaboradores, as bacteremias ocorrem com baixa frequência, mas possuem altas taxas de 

mortalidade e surgem, na maioria das vezes, como complicações de outras infecções 

desenvolvidas pelos pacientes durante o período de hospitalização. 

Em relação à distribuição das infecções pelas áreas do hospital, as unidades com 

maiores índices de IHs são unidades de tratamento para grandes queimados (92%), UTIs, nas 

quais quase a metade dos adultos ou neonatos internados adquirem algum tipo de infecção e 

enfermarias de clínica cirúrgica, com cerca de 20% dos pacientes acometidos (CAMÍ, 

GARCIA e AYALA, 2008; HARBARTH et al., 1999; MIREYA et al., 2007; OLIVEIRA, 

LIMA e LIMA., 2007; ONCUL et al., 2009). 

Apesar dos avanços significativos na prevenção e controle das IHs, como a 

melhoria dos métodos de vigilância epidemiológica, das técnicas de desinfecção, 

esterilização, assepsia e modernização da arquitetura hospitalar, observa-se ainda um aumento 

de seus índices. Vários fatores tendem a explicar este fenômeno mundial, entre os quais, o 

desenvolvimento econômico e tecnológico, levando ao aumento da expectativa de vida e, 

consequentemente, elevando a proporção de pacientes internados com maior risco de 

infecção. Tais pacientes, complexos na sua maioria, demandam procedimentos diagnósticos e 

terapêuticos invasivos que contribuem para aumentar ainda mais o risco de infecção. Além 

disso, o uso indiscriminado de antimicrobianos provoca alterações na epidemiologia da 
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microbiota hospitalar, favorecendo a emergência de linhagens bacterianas multirresistentes 

(MARTINS, 2001).  

Assim, as Comissões e os Serviços de Controle de Infecção Hospitalar têm 

intensificado a vigilância epidemiológica com o objetivo de monitorar tais microrganismos, 

incentivando a adoção de medidas de prevenção e controle (MARTINS, 2001). Entre as 

principais medidas, destaca-se a higienização das mãos, cujo aumento da adesão a essa 

prática, seja o maior desafio das CCIHs nos hospitais e nos estabelecimentos de saúde 

(OLIVEIRA, 2003). Desde a demonstração da importância da transmissão das infecções 

através das mãos dos profissionais, por Ignaz P. Semmelweis em 1860, a lavagem das mãos 

tornou-se a prática mais importante e eficaz para prevenção e controle das IHs. Além de 

proteger o paciente, os processos de higienização representam uma importante barreira de 

biossegurança contra a disseminação de microrganismos entre pacientes, artigos e superfícies 

hospitalares (BOYCE e PITTET, 2002; PITETT e MCGUCKIN, 2001; WENDT, 2001). 

Ressalta-se que a transmissão de microrganismos envolve contato físico direto 

entre os profissionais de saúde e os pacientes, ou mesmo entre os pacientes. As mãos 

representam o mecanismo mais frequente de transmissão de patógenos em nível hospitalar, e 

geralmente estão envolvidas na transmissão da microbiota transitória adquirida no contato 

com pacientes infectados e, na maioria das vezes, apenas colonizados. Representam uma 

transmissão silenciosa, e a prevenção depende da correta anti-sepsia das mãos antes e após a 

assistência ao paciente (MACHADO, 2001). 

É importante destacar que aproximadamente 70% das IHs são de origem 

endógena, e o restante de origem exógena. Considera-se fonte de infecção endógena quando 

os pacientes apresentam doenças infecciosas oriundas de microrganismos presentes na sua 

microbiota, principalmente em situações clínicas de comprometimento imunológico, tais 

como doenças que exigem tratamento intensivo prolongado de antimicrobiano, idade 

avançada e prematuridade. Os adventos de procedimentos terapêuticos e propedêuticos cada 

vez mais invasivos também contribuem para o aumento dessas infecções (MACHADO 2001; 

PITTET, 1999). 

As bactérias constituem os principais microrganismos responsáveis pelas IHs, 

seguidos pelos fungos e os vírus. Destacam-se, Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

coagulase-negativos, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Clostridium 

difficile, Enterococcus spp., Escherichia coli e outras enterobactérias e Candida spp., estão 
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entre os principais microrganismos envolvidos em IHs, cujas taxas variam bastante de acordo 

com o tipo de infecção (MACHADO, 2001; MUTO et al, 2003; SARVIKIVI et al., 2008; 

ROSENTHAL et al., 2010).  

Um dos grandes problemas, principalmente dentro do ambiente hospitalar é a 

emergência de bactérias multirresistentes dos gêneros Staphylococcus, Pseudomonas e 

Enterococcus (MACHADO, 2001). Segundo o NNIS (2004), esse perfil de multiresistência, 

encontrado principalmente em espécies de Staphylococcus resistentes à meticilina/oxacilina, 

Enterococcus resistentes à vancomicina e Pseudomonas aeruginosa resistentes as quinolonas 

e carbapenêmicos, constitui um agravante, principalmente por essas bactérias estarem 

frequentemente associadas às IHs. Infecções por patógenos com esse perfil de 

multirresistência, resultam em gastos financeiros, taxas de mortalidade e tempo de 

hospitalização ainda mais elevados quando comparado a infecções causadas por bactérias da 

mesma espécie que não apresentam essa característica (FOGLIA, FRASER e ELWARD, 

2007). 

Rosenthal e colaboradores (2010) demonstraram em um estudo envolvendo 28 

países, que mais da metade das bactérias agentes de IHs são resistentes ao antimicrobiano de 

escolha para o tratamento das infecções causadas pelo patógeno. 

 

2.2 ASPECTOS GERAIS SOBRE O GÊNERO Staphylococcus 

 

O gênero Staphylococcus pertence à família Staphylococcaceae, sendo composto 

por 48 espécies e 26 subespécies (EUZÈBY, 2014). Estes microrganismos apresentam-se 

como cocos Gram positivos, com 0,5 –1,5µm de diâmetro (MADIGAN, MARTINKO e 

PARKER, 2004). Suas células ocorrem sozinhas, em pares, tétrades, pequenas cadeias (3 ou 4 

células) ou irregulares na forma de cachos. Estas bactérias são imóveis, resistentes à 

bacitracina, não formadora de esporos, normalmente catalase positivos (com exceção das 

espécies Staphylococcus aureus subsp. anaerobius e S. saccharolyticus, que são catalase 

negativos) e anaeróbios facultativos. Geralmente, toleram concentrações de até 10% de NaCl 

com temperatura ótima de crescimento entre 30ºC e 37ºC (BANNERMAN, 2003; 

BANNERMAN e PEACOCK, 2007; HOLT et al., 1994; KONEMAN, 2008). 

Estes microrganismos estão presentes no ambiente (solo, ar e água) e também na 

pele e mucosas de mamíferos, podendo ser encontrados na cavidade bucal, glândulas 



28 

 

 

 

mamárias e nos tratos geniturinário, respiratório e gastrintestinal dos hospedeiros (HUBER  et 

al., 2011; JARLOV, 1999; LOWDER e FITZGERALD, 2010; RHODEN e MILLER, 1995; 

WILKINSON, 1997). 

Entre as espécies de Staphylococcus encontradas em seres humanos e outros 

primatas, destacam-se S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. capitis, 

S. caprae, S. saccharolyticus, S. warneri, S. pasteuri, S. hominis, S. lugdunensis, S. 

auriculares, S. cohnii, S. xylosus, S. simulans entre outras. Muitas destas espécies residem no 

homem, porém S. xylosus e S. simulans são geralmente microrganismos transitórios, sendo, 

primariamente, adquiridos de animais domésticos, enquanto algumas espécies de 

Staphylococcus de seres humanos são transitórios ou temporariamente residentes no animal 

doméstico (BANNERMAN, 2003). 

As espécies do gênero Staphylococcus podem ser classificadas em coagulase-

negativos (SCN) e coagulase-positivos, de acordo com a produção de uma enzima 

denominada coagulase e sua capacidade de converter o fibrinogênio do plasma em fibrina, 

resultando na formação de um coágulo (ARCHER, 1998; KLOOS e BANNERMAN, 1999; 

SMITH e JARVIS,1999).  

No grupo dos coagulase-positivos, destaca-se a espécie Staphylococcus aureus, 

pelo seu potencial patogênico e por sua prevalência tanto em infecções associadas a cuidados 

médicos como aquelas adquiridas na comunidade (CASEY, LAMBERT e ELLIOTT, 2007; 

SCANVIC et al., 2001; VINCENT et al., 2009). Estes microrganismos podem causar desde 

infecções cutâneas superficiais (impetigo e abscessos) até infecções invasivas, como 

bacteremias, endocardites, pneumonias e meningites (SMITH e JARVIS, 1999). Além disso, 

causam síndromes clínicas relacionadas à produção de toxinas, incluindo intoxicação 

alimentar associada à ingestão de toxina pré-formada, síndrome da pele escaldada e síndrome 

do choque tóxico estafilocócico (BARG e HARRIS, 1997).  

No grupo dos Staphylococcus coagulase-negativos, encontra-se a maioria das 

espécies do gênero Staphylococcus, cuja importância clínico-microbiológica tem sido 

reconhecida como agentes etiológicos de várias doenças de caráter oportunistas, além de IHs 

(JARLOV, 1999). Nos últimos anos, os SCN são reconhecidos como a principal causa de 

infecções em unidades neonatais e de bacteriemias associadas ao uso prolongado de cateteres 

vasculares (KASSIS et al., 2009; MIREYA et al., 2007; SILVERSTEIN e MOYLAN, 2010). 
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2.2.1 Staphylococcus aureus  

  

Entre as espécies do gênero Staphylococcus, a de maior interesse médico é o S. 

aureus, que está frequentemente relacionado com diversas infecções graves em seres 

humanos, tanto de origem hospitalar, quanto adquirida na comunidade (CASEY, LAMBERT 

e ELLIOTT, 2007; CASSETTARI, STRABELLI e MEDEIROS, 2005).  

O principal reservatório de S. aureus são os seres humanos, sendo frequente sua 

transmissão através de fômites, mãos de profissionais de saúde, secreções nasais ou contato 

direto entre indivíduos apresentando lesões infectadas, (CARVALHO, MAMIZUKA e 

GONTIJO FILHO, 2010; HANSELMAN et al., 2009) 

Entre os sítios do corpo que podem ser colonizados como pele, orofaringe e região 

perianal, destaca-se a cavidade nasal, mais precisamente a região anterior das narinas, como o 

ambiente mais frequente, o que evidencia seu importante papel na epidemiologia e na 

patogênese das infecções estafilocócicas, pois pacientes previamente colonizados, constituem 

fonte de transmissão e estão mais susceptíveis a apresentar alguma infecção (CHAMBERS e 

DELEO, 2009; DEUREMBERG e STOBBERINGH, 2008; LOWY, 1998). 

A prevalência da colonização nasal é cerca de 30% na população adulta, podendo 

ser ainda maior nos profissionais de saúde. Assim, acredita-se que o desenvolvimento de 

infecções estafilocócicas esteja frequentemente relacionado a este tipo de colonização. As 

infecções causadas por esse microrganismo variam entre brandas, na pele, até infecções mais 

graves, agudas e piogênicas, que podem disseminar o microrganismo através da corrente 

sangüínea e comprometer diferentes sítios e a vida do paciente (BOKAREWA, JIN e 

TARKOWSKI, 2006; BURTON et al., 2009; CASEY, LAMBERT e ELLIOTT, 2007; 

COOKE e BROWN, 2010; CASSETTARI, STRABELLI e MEDEIROS, 2005; 

KLUYTMANS, VAN BELKUM e VERBRUGH, 1997).  

O S. aureus encontrado na cavidade nasal ou na pele de neonatos, crianças e 

adultos pode, a partir desses sítios, disseminar e alcançar outras regiões da pele e das 

mucosas. A partir de uma lesão na pele, S. aureus pode causar infecções primárias, como 

furúnculos, foliculites, celulites, impetigo e infecções operatórias em diversos sítios. Uma 

evolução dessas doenças pode levar a quadros graves de osteomielite, endocardite, 

pneumonia, meningite, sepse, abscessos e infecções graves do trato urogenital, no sistema 

nervoso central e em vários órgãos intra-abdominais, colocando em risco a vida do paciente 
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(BURTON et al., 2009; FOURNIER e PHILPOTT, 2005; GUPTA et al., 2011; ROBERT e 

CHAMBERS, 2005). Um fato que indica ser a mucosa nasal o principal sítio de colonização 

do S. aureus está no fato de que se o mesmo deixar de colonizar o local através de algum 

tratamento, o microrganismo também será eliminado de outros sítios (KLUYTMANS, VAN 

BELKUM e VERBRUGH, 1997). 

É importante relatar que, invariavelmente, a colonização nasal pelo S. aureus é 

assintomática, ou seja, o indivíduo não desenvolve nenhum quadro de infecção. Dessa forma, 

essa colonização tem grande importância clínica, uma vez que, com as narinas colonizadas, o 

indivíduo contamina as próprias mãos e passa a ser um veículo transmissor da bactéria no 

mecanismo de infecções por contato. Assim, principalmente em hospitais, o portador 

assintomático pode ser um paciente, um visitante, ou até mesmo um profissional de saúde. 

Alguns estudos demonstraram também que o carreamento nasal contribui para a transmissão 

da bactéria por disseminação aérea (CARVALHO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005; 

COATES, BAX e COATES, 2009). 

 

2.2.1.1 Fatores de Virulência 

 

A capacidade de colonização e a patogenicidade do S. aureus está relacionada aos 

seus fatores de virulência, os quais têm papel relevante na adesão celular, na captação de 

nutrientes e na sua evasão da resposta imunológica do hospedeiro (SANTOS et al., 2007). 

Uma variedade de fatores de virulência faz com que S. aureus seja considerado um dos 

patógenos humanos mais versáteis (ARCHER, 1998; LAMBRIS, RICKLIN e 

GEISBRECHT, 2008). 

Entre os principais fatores de virulência já descritos para S. aureus, destacam-se 

os componentes da superfície microbiana, as chamadas MSCRAMs (Microbial Surface 

Components Recognizing Adhesive Matrix), que são importantes receptores na adesão do 

microrganismo e que se ligam a componentes da matriz extracelular do hospedeiro. As 

principais MSCRAMs de S. aureus, que estão ligadas ao peptideoglicano da parede celular, 

são as proteínas que se ligam ao fibrinogênio, como o fator clumping A e B (ClfA e ClfB), 

proteínas que se ligam ao colágeno (Cna), à elastina (Ebp), ao ácido siálico ósseo (Bbp) e 

proteínas que se ligam à fibronectina A e B (FnBPA FnBPB), que são reconhecidas como 

importantes invasinas capazes de promover a entrada do S. aureus em vários tecidos 
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(CLARKE et al., 2002; DOWNER et al., 2002; ENTENZA et al., 2000; PATTI et al., 1994; 

TUNG et al., 2000; FOSTER, 2005). 

Ao aderir-se a qualquer tipo de tecido ou até mesmo a algum tipo de superfície 

inanimada, o S. aureus pode formar uma estrura complexa denominada biofilme, que atua 

como barreira mecânica tanto para o sistema imunológico quanto para a ação das drogas 

antimicrobianas, constituindo-se em um grave problema no tratamento das infecções. Além 

disso, o biofilme está frequentemente associado a infecções decorrentes de próteses e outros 

dispositivos médicos (DONLAN, 2001). O biofilme tem se tornado um grave problema na 

área de saúde, pois, está diretamente relacionado ao aumento da resistência dos 

microrganismos aos antimicrobianos e a dificuldade de tratamento dessas infecções, uma vez 

que as células aderidas no biofilme encontram-se menos expostas aos antimicrobianos, e 

adicionalmente, neste ambiente há maior concentração de nutrientes, como carbono e 

nitrogênio (CONSTERTON et al, 1999; DONLAN, 2001). 

Praticamente todas as linhagens de S. aureus produzem enzimas, como proteases, 

nucleases, lipases, hialuronidases e colagenases, cujas funções principais estão associadas à 

invasão do patógeno nos tecidos do hospedeiro, embora possam auxiliar também na obtenção 

de nutrientes através do metabolismo de substâncias dos tecidos (DINGES, ORWIN e 

SCHLIEVERT, 2000; HYNES e WALTON, 2000). 

Como patógeno clássico, S. aureus é capaz de liberar um arsenal de proteínas 

tóxicas, dentre as quais algumas se destacam, como as enterotoxinas (CARMO, 2001). 

Bergdoll (1989) descreveu as enterotoxinas estafilocócicas como proteínas simples, de peso 

molecular entre 26 a 29 KDa, estruturadas em uma única cadeia polipeptídica rica em lisina, 

tirosina e ácidos aspártico e glutâmico. Apresentam propriedade de termorresistência, e esta 

característica faz com que a indústria alimentícia tenha um controle rigoroso, visto que as 

enterotoxinas podem persistir na preparação final do alimento, mesmo após o processamento 

térmico, sendo 0,05 μg/Kg considerada a dose tóxica mínima para provocar vômito e diarréia. 

Muitos tipos de enterotoxinas têm sido identificados com base em métodos sorológicos, e 

denominadas A, B, C1, C2, C3, D, E, G, H, I, J, K e L. Contudo, acredita-se que cerca de 5% 

das intoxicações alimentares por S. aureus sejam causadas por toxinas ainda não 

identificadas, e que um terço das amostras coagulase positivas sejam produtoras de 

enterotoxinas (GÓMEZ-LUCIA et al., 1989, SU e WONG, 1993; DINGES e ORWIN, 2000; 

ORWIN et al., 2001).  
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A proteína A, que está inserida no peptideoglicano e ácidos teicóicos da parede 

celular estafilocócica, constitui um importante fator de virulência, sendo encontrada em cerca 

de 95% das linhagens. Essa proteína está envolvida na patogenia das infecções por S. aureus à 

medida que reconhece a porção Fc das imunoglobulinas G, favorecendo o reconhecimento de 

antígenos, além de fixar o complemento (JOHN e BARG, 1996; NAVARRE e 

SCHNEEWIND, 1999; FOSTER, 2005). 

S. aureus possui também a capacidade de secretar uma diversidade de 

exoproteínas, cuja função principal é a inibição das células do sistema imune do hospedeiro, e 

que estão relacionadas diretamente na patogenicidade do microrganismo, como as toxinas α, 

β, δ e γ, além da toxina da síndrome do choque tóxico (TSST-1), uma variedade de 

enterotoxinas, toxinas esfoliativas e leucocidinas. TSST-1 e a grande maioria das 

enterotoxinas são conhecidas também como superantígenos, pois possuem capacidade de 

ativar linfócitos T, desencadeando uma série de respostas inflamatórias exarcebadas 

(DINGES, ORWIN e SCHLIEVERT, 2000; FOSTER, 2005; LOIR, BARON e GAUTIER, 

2003). 

Entre as exoproteínas produzidas por S. aureus, destaca-se a α-hemolisina, que 

está presente na grande maioria dos isolados, cuja função principal está na capacidade de lise 

celular, resultando na lise de eritrócitos e na consequente morte de células eucarióticas. Ela 

ainda pode causar dermonecroses e estar envolvida em efeitos de neurotoxicidade (DINGES, 

ORWIN e SCHLIEVERT, 2000; MENESTRINA, SERRA e PRÉVOST, 2001). O gene que 

codifica a produção desta hemolisina é o hla, que está presente na maioria das linhagens de S. 

aureus. No entanto, nem todas as linhagens que contém o gene expressam a toxina, ou a 

expressam de forma reduzida, o que pode significar uma adaptação da linhagem bacteriana no 

meio (SABERSHEIKH e SAUDERS, 2004). 

A leucocidina de Panton Valentine (PVL), composta pelas unidades LukS-PV e 

LukF-PV, codificadas pelos genes lukS-PV e lukF-PV, que estão localizados no locus pvl do 

genoma de um bacteriófago, é uma toxina que possui atividade citolítica contra células 

polimorfonucleares, macrófagos e monócitos. Sua importância tem sido reconhecida e 

destacada principalmente por ser frequentemente isolada de linhagens de S. aureus resistentes 

à meticilina (MRSA) e também sensíveis (MSSA) causadoras de infecções principalmente de 

origem comunitária (BARTELS et al., 2007; DAVIS et al., 2005; KANEKO e KAMIO, 2004; 

ROBERTS  et al., 2008; WANNET et al., 2005).  
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Alguns estudos demonstraram a ocorrência de pneumonias, envolvendo linhages 

produtoras de PVL, que evoluíram rapidamente, levando à morte de indivíduos 

imunocompetentes, sem qualquer fator de risco aparente (KANEKO e KAMIO, 2004; 

FRAZEE et al., 2005). Outros estudos demonstraram a ocorrência de linhagens de MRSA 

produtoras de PVL em todos os isolados de infecções comunitárias (DUFOUR et al., 2002; 

VANDENESCH et al., 2003). 

 

2.3 Staphylococcus E O FENÔNEMO DA RESISTÊNCIA BACTERIANA A DROGAS 

  

Desde a sua instituição como suporte terapêutico, as drogas antimicrobianas têm 

reduzido a mortalidade, mas não a persistência de doenças infecciosas. Devido ao uso e 

abuso, estas drogas estimulam a evolução bacteriana em direção ao desenvolvimento de 

resistência, pela busca de novos mecanismos de adaptação, que são transmitidos às novas 

gerações. Desde então, este fenômeno tem adquirido uma importância considerável em saúde 

pública (LEVY, 1998; RAPINI et al., 2004). 

A resistência aos antimicrobianos é um fenômeno genético, relacionado à 

existência de genes contidos no microrganismo que codificam proteínas que alteram 

diferentes mecanismos bioquímicos ou proporcionam modificações na estrutura celular que 

impedem a ação das drogas (TAVARES, 2000).  

A resistência pode ser originada através de mutações ou da importação de 

marcadores, consistindo na resistência transferível, que se faz através dos mecanismos de 

transdução, transformação e conjugação (TAVARES, 2000; ZAVADINACK et al., 2001). 

Nos microrganismos resistentes, os genes de resistência podem estar inseridos no 

cromossomo ou em elementos extracromossomais como os plasmídios, transposons e 

integrons. Além disso, destaca-se que a ligação de genes de resistência para múltiplos 

antimicrobianos em cassetes permite a transferência volumosa da resistência que caracteriza 

microrganismos multirresistentes (HENRIQUES et al., 2006). 

Embora a multirresistência aos antimicrobianos tenha aparecido em praticamente 

todos os principais agentes patogênicos humanos, uma atenção particular tem sido dada a 

espécies de bactérias Gram-positivas, que se tornaram predominantes nos anos 90 como 

causadoras de IHs e também comunitárias (LENCASTRE, 2001). 
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O fenômeno da multirresistência aos antimicrobianos é uma das principais 

características observadas entre linhagens bacterianas hospitalares, e têm incluído, além da 

resistência à oxacilina e a outros β-lactâmicos, também a resistência à eritromicina, 

clindamicina, tetraciclina, clorafenicol, rifampicina, aminoglicosídeos e quinolonas 

(PEACOCK, 2005).  

A introdução da penicilina no início dos anos 40, indicada para terapêutica de 

infecções estafilocócicas, devido às altas taxas de resistência às sulfonamidas, marca o início 

de uma nova era (TAVARES, 2000). No entanto, linhagens do gênero Staphylococcus 

resistentes à penicilina foram rapidamente detectadas e, em dez anos, cerca de 50 a 60% dos 

isolados tornaram-se resistentes (CDC, 2002; LIVERMORE, 2003). Com o advento das 

penicilinas penicilinase-resistentes (meticilina e oxacilina), cefalosporinas e outras drogas 

usadas na terapia contra estafilococos, essa resistência recuou, embora, ainda no ano de 1961, 

surgisse o primeiro relato de resistência à meticilina. Nos anos 80, a situação se agravou com 

o ressurgimento dos estafilococos resistentes à oxacilina. Por fim, nos anos 2000, houve o 

surgimento de Staphylococcus spp. oxacilina-resistentes na comunidade, com virulência 

aumentada (MACHADO, 2006; WERTHEIM et al., 2005). As taxas de S. aureus resistentes à 

penicilina alcançam a marca de 95%, demonstrando ser uma droga pouco eficaz. Tal 

resistência é mediada pela produção da enzima penicilinase, uma β-lactamase, codificada pelo 

gene blaZ (KAASE et al., 2008; STREIT et al., 2004). 

Os aminoglicosídeos, tais como gentamicina e tobramicina, são frequentemente 

usados em combinação com β-lactâmicos ou glicopeptídeos. Os Staphylococcus apresentam 

resistência aos aminoglicosídeos por meio de modificação enzimática (EMANEINI et al., 

2009). Algumas bactérias do gênero Staphylococcus produzem a enzima bifuncional 

AAC(6’)/APH(2”), que é codificada pelo gene aac(6’)-aph(2”), que é capaz de inativar uma 

ampla faixa de aminoglicosídeos, tais como gentaminica, tobramicina e amicacina 

(MARTINEAU et al., 2000, EMANEINI et al., 2009). 

A resistência à eritromicina em bactérias do gênero Staphylococcus está 

normalmente associada com a resistência a outros macrolídeos. Estudos demonstram que tais 

bactérias podem ser portadoras dos genes ermA, ermB e ermC, que codificam metilases. 

Outro mecanismo de resistência à eritromicina é conferido pelo gene mrsA, que codifica uma 

bomba de efluxo dependente de ATP. Tal gene confere resistência também às 

estreptograminas tipo B nos estafilococos (CHAIEB et al., 2007). 
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As estreptograminas constituem um grupo de antibióticos formados por uma 

mistura de duas classes de componentes quimicamente distintos, designados estreptograminas 

A e B. Quinupristina-dalfopristina é uma estreptogramina semi-sintética injetável, resultante 

da mistura de quinupristina e dalfopristina (na proporção 30:70), que, por sua vez, são 

derivados semi-sintéticos de pristinamicina IA (PIA: estreptogramina B) e pristinamicina IIA 

(PIIA: estreptogramina A) (TAVARES, 2002). 

Os estafilococos apresentam resistência à tetraciclina tanto por modificação 

ribossomal codificada pelo gene tetM quanto mediada pelo gene tetK (STROMMENGER et 

al., 2003). 

  

2.3.1 Staphylococcus aureus resistentes à meticilina/oxacilina 

  

MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus) é uma sigla freqüentemente 

utilizada para se referir às amostras de S. aureus com resistência à meticilina, oxacilina, 

nafcilina e demais antimicrobianos β-lactâmicos. Porém, no Brasil, a sigla ORSA (oxacillin-

resistant Staphylococcus aureus) é mais apropriada para uso, devido ao fato da oxacilina ser 

utilizada em nosso país, além do fato de ser a droga recomendada para testes fenotípicos 

segundo o CLSI (CLSI 2007). 

 No início da resistência às penicilinas penicilinase-resistentes, amostras de 

MRSA mantinham-se restritas a centros médicos de referência e hospitais de nível terciário, 

mas não tardaram a se alastrar para serviços e centros de saúde de menor complexidade 

(FARR, 2004; OLIVEIRA, TOMASZ e DE LENCASTRE, 2002). Soma-se a isso o fato de 

MRSA, não ser mais um patógeno relacionado apenas a infecções adquiridas no ambiente 

hospitalar (Hospital-Acquired MRSA, HA-MRSA). Em meados dos anos 90, surgiram os 

primeiros relatos de infecções por MRSA associadas à comunidade (Community- Acquired 

MRSA, CA-MRSA), em pessoas sem fatores de risco identificáveis, como o contato direto e 

indireto com serviços de saúde (CHAMBERS, 2001; GORAK, YAMADA e BROWN, 1999; 

HEROLD et al., 1998). 

A resistência à meticilina/oxacilina em S. aureus é determinada, na grande 

maioria das vezes, pela aquisição do gene mecA, que codifica a síntese de proteínas ligadoras 

de penicilina (penicillin-binding proteins - PBPs) 2a ou 2’ (PBP2a ou PBP2’), que atuam 

como transpeptidases durante a síntese da parede celular bacteriana, mas que possuem uma 
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baixa afinidade não só para a oxacilina como para os outros antimicrobianos β-lactâmicos 

(CHAMBERS, 1993; ITO et al., 2003). O gene mecA encontra-se inserido em um elemento 

genético móvel, o chamado staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), que tem 

importância fundamental na transmissão de resistência e na epidemiologia da bactéria. 

Inicialmente foi denomindado de ilha genômica de resistência, por conter genes de resistência 

a outros antimicrobianos e genes codificadores de diversas enzimas necessárias à adaptação 

das bactérias em diversos ambientes (ITO et al., 2001; KATAYAMA, ITO e HIRAMATSU, 

2000; LOWY, 2003). O SCCmec está integrado na região 3´ de uma região de fase aberta de 

leitura (orf, open reading frame) denominada orfX, que tem função desconhecida e que se 

encontra próxima à origem de replicação do cromossomo bacteriano (DEUREMBERG e 

STOBBERINGH, 2008; KATAYAMA, ITO e HIRAMATSU, 2000).  

Uma análise mais detalhada desta região ao longo dos anos permitiu a definição 

de duas regiões essenciais e comuns a todos os estafilococos resistentes à oxacilina, o 

complexo do gene mec, no qual está inserido o gene mecA, juntamente com genes reguladores 

de sua transcrição, mecI e mecR1 e o complexo do gene ccr (cassette chromosome 

recombinase), que apresenta genes que codificam as recombinases reconhecidas por 

segmentos terminais. As sequências entre os complexos foram classificadas como regiões 

junkyard ou região J. O complexo SCCmec pode apresentar elementos adicionais associados, 

como segmentos de DNA (cópias de plasmídeos, sequências de inserção e transposons), que 

codificam genes de resistência para outros antimicrobianos (HIRAMATSU et al., 2001; ITO 

et al., 2003; KATAYAMA, ITO e HIRAMATSU, 2000). 

Considerando-se então os complexos do gene mec com suas classes A, B, C (C1 e 

C2) e D e ccr com os tipos 1, 2, 3, 4 e 5, são descritos, até o momento, onze tipos de 

elementos SCCmec, classificados de I a XI (HIGUCHI et al. 2008; IWG-SCC, 2013; ITO et 

al, 2004; MARTINS e CUNHA, 2007; OLIVEIRA et al., 2006, ZHANG et al., 2009). 

Enquanto os S. aureus resistente à meticilina de origem hospitalar carregam 

SCCmec dos tipos I, II, III, VI e VIII, os CA-MRSA estão mais associados aos tipos IV, V e 

VII. Os SCCmec tipos IX, X e XI foram descritos em 2011 em algumas linhagens 

comunitárias isoladas no Japão (tipos IX e X) (LI et al., 2011) e na Irlanda (tipo XI) (SHORE 

et al., 2011) e ainda permanecem restritos aos seus países de origem. No que diz respeito à 

disseminação de genes de resistência, os dos tipos I, IV, V e VII, por apresentarem estruturas 

de SCCmec menores, conferem apenas resistência aos β-lactâmicos, enquanto os tipos II e III, 
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por apresentarem estruturas de SCCmec maiores, determinam resistência a outras classes de 

antimicrobianos, como os aminoglicosídeos, tetraciclinas e até mesmo alguns metais pesados, 

por possuírem elementos genéticos adicionais (plasmídeos e transposons) integrados aos seus 

cassetes (HIGUCHI et al. 2008; ITO et al., 2001; ITO et al., 2003; ITO et al., 2004; 

MONECKE et al., 2013; OLIVEIRA, MILHEIRIÇO e DE LENCASTRE, 2006). 

O SCCmec tipo I, com poucos determinantes de resistência, era encontrado entre 

amostras MRSA na década de 1960, quando poucos antimicrobianos estavam disponíveis, no 

entanto este foi sendo substituído a partir da década de 1980 pelos SCCmec tipos II e III, 

carreando múltiplos genes de resistência a antimicrobianos, que se tornaram prevalentes 

(ENRIGHT et al., 2002; HIRAMATSU et al., 2001; ITO et al., 2001). 

É importante afirmar que a resistência fenotípica à oxacilina é variável e 

dependente da expressão do gene mecA. Essa variabilidade é denominada heterorresistência 

fenotípica, e se caracteriza pelo fato de que toda população bacteriana heterogeneamente 

resistente, assim como todas as células, carreia o gene mecA, marcador genotípico da 

resistência, porém nem todas expressam fenotipicamente sua resistência da mesma forma, 

pelo fato de que cada linhagem de MRSA apresenta um perfil característico da proporção de 

células que crescem na presença de concentrações específicas de oxacilina e em diferentes 

condições ambientais (LOWY, 2003; MARANAN et al., 1997). 

Outros mecanismos de resistência à oxacilina podem ocorrer, mas são mais raros. 

Estes incluem a superprodução de β-lactamases (denominada resistência boderline) e a 

produção de outras PBPs diferentes de PBP2a, porém com graus variados de afinidade pelos 

betalactâmicos (TOMAZ et al., 1989; MIMICA e MENDES, 2007). Esses isolados que 

produzem grandes quantidades de β-lactamases ou produzem PBPs modificadas, em geral, 

apresentam resistência fenotípica de baixo grau (MARANAN et al., 1997). 

Atualmente, a detecção do gene mecA pela técnica da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) é considerada o método padrão ouro para confirmação de isolados 

oxacilina-resistentes, e por isso é utilizada em vários estudos que analisam a sensibilidade e 

especificidade de diversos métodos fenotípicos. Além desta técnica, existem outros métodos 

que permitem esta observação, como disco difusão, detecção da concentração inibitória 

mínima, triagem em ágar com oxacilina, aglutinação em látex e testes em sistemas 

automatizados (ALCARÁZ et al., 2003; CAIERÃO et al., 2004; CORSO et al., 2004; 

FERREIRA et al., 2003; LOUIE et al., 2001; ZBINDEN et al., 2001).  
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As taxas de resistência à oxacilina em S. aureus têm variado bastante nos últimos 

anos no Brasil. Estudo envolvendo hospitais de São Paulo, Rio de Janeiro, Brasília, 

Florianópolis e Porto Alegre, desenvolvido entre os anos de 1997 a 2001, envolvendo 1.516 

amostras de S. aureus revelaram taxas médias de 38,0% de resistência à oxacilina (SADER et 

al., 2004). O mesmo estudo, desenvolvido entre os anos de 2005 a 2008, envolvendo 2.218 

amostras de S. aureus, revelou taxas médias de 31,0% de resistência à oxacilina, e a maioria 

destes, também apresentou altas taxas de resistência à eritromicina, clindamicina, 

ciprofloxacina e levofloxacina (GALES et al., 2009).  Um estudo realizado no ano de 2006, 

analisando amostras de S. aureus de pacientes internados no HU/UFRJ, revelou uma taxa de 

37,0% de resistência à meticilina (VIVONI et al., 2006). 

Desta maneira, estes dados enfatizam a necessidade de se realizar testes de 

susceptibilidade aos antimicrobianos, afim de se identificar linhagens de S. aureus resistentes 

à meticilina o mais precocemente possível, para que se possa utilizar a terapia adequada, 

diminuindo, com isso, o uso desnecessário de glicopeptídeos (HUSSAIN et al., 2002). 

A contenção do fenômeno da resistência a drogas figura como um dos grandes 

desafios da ciência no século XXI, e vários são os apelos dos Órgãos de Saúde Internacionais, 

que preconizam estudos regionais sobre a crescente resistência bacteriana, o desenvolvimento 

de agentes antimicrobianos, os efeitos da resistência aos antimicrobianos nas doenças 

infecciosas e a determinação das possíveis rotas de disseminação de marcadores de resistência 

bacterianos (ASM, 2000; LEVY, 1998).  

  

2.3.2 Epidemiologia molecular das infecções por ORSA 

 

Ao longo dos anos, o desenvolvimento de técnicas moleculares permitiu melhor 

análise da epidemiologia das infecções causadas por S. aureus, no entanto, a partir da década 

de 90 é que se começa a elucidar essa participação, utilizando técnicas de tipagem molecular. 

Destacam-se duas teorias que sugerem a evolução clonal das amostras ORSA. A 

primeira foi chamada de teoria clonal simples e sugere que todos os ORSA teriam um 

ancestral em comum e que o SCCmec teria sido inserido somente uma vez nesse ancestral e se 

disseminado (KREISWIRTH et al., 1993). A outra, chamada de teoria multiclonal, sugere que 

o SCCmec foi introduzido várias vezes, em diferentes linhagens de S. aureus (ENRIGHT et 

al., 2002). Dois autores, ao analisar 254 amostras de ORSA, isoladas entre 1961 e 1992, em 
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nove países distribuídos por quatro continentes, observaram que o gene mecA estava inserido 

em amostras, originalmente, de diferentes linhagens de S. aureus, sugerindo que a aquisição 

desse gene seria um evento de transmissão horizontal entre membros da espécie e que teria 

ocorrido repetidas vezes em amostras sensíveis à oxacilina (OSSA), originando diversas 

linhagens ORSA (MUSSER e KAPUR, 1992). Esse estudo foi baseado na avaliação do perfil 

eletroforético de isoenzimas (Multilocus Enzyme Electrophoresis, MLEE) de acordo com 

Boerlin (1997).  

Clones epidêmicos de ORSA são conhecidos por sua facilidade de transmissão, 

longa persistência, rápida disseminação intra e inter-hospitalar e facilidade de cruzar barreiras 

geográficas (PAPAKYRIACOU et al., 2000). 

A partir desses avanços foram identificados diversos clones epidêmicos. O clone 

Ibérico foi primeiramente descrito na Espanha, no ano de 1989 (DOMINGUEZ et al., 1994) e, 

desde então, foi isolado em Portugal (SANCHES et al., 1995), na Itália e Reino Unido 

(MATO et al., 1998), Alemanha (WITTE et al., 1994), Bélgica, Suíça e França (DEPLANO et 

al., 2000) e Estados Unidos (ROBERTS et al., 1998). O clone Húngaro foi descrito em 

hospitais da Hungria (SANCHES et al., 1998) e da Tailândia (CRISOSTOMO et al., 2001). O 

clone Nova Iorque/Japão foi identificado como sendo predominante em hospitais dos EUA 

(ROBERTS et al. 1998; ROBERTS et al., 2000), além de ter sido descrito em um hospital em 

Tóquio, no Japão (AIRES DE SOUSA et al., 2000). O clone Pediátrico foi, inicialmente, 

descrito em um hospital pediátrico de Portugal em 1992 (SÁ-LEÃO et al., 1999). 

Posteriormente, sua ocorrência também foi relatada na Polônia (LESKI et al., 1998), EUA 

(ROBERTS et al., 1998), Argentina (CORSO et al., 1998) e Colômbia (GOMES et al., 2001), 

entre outros 24 países. O clone epidêmico brasileiro (CEB) foi inicialmente descrito por 

Teixeira e colaboradores (1995) e encontrado em vários hospitais do Brasil (TEIXEIRA, 

LOURENÇO e FIGUEIREDO, 1996; SANTOS et al., 1999), Argentina, Uruguai e Chile 

(AIRES DE SOUSA et al., 2001) e Portugal (DE SOUZA et al., 1998). 

Na década de 2000, foi proposta uma uniformização da nomenclatura dos clones 

mais prevalentes nos EUA por McDougal e colaboradores (2003). De acordo com as 

diferenças entre o gene spa e a sequência tipo (ST), observada pela técnica de MLST 

(Multilocus Sequence Typing), oito clones foram descritos (USA100, USA200, USA300, 

USA400, USA500, USA600, USA700 e USA800). O clone USA100 (SCCmec II) está 

associado a perfis característicos do clone Nova Iorque/Japão, USA200 (SCCmec II) ao clone 



40 

 

 

 

EMRSA-16, USA500 (SCCmec I) ao clone Ibérico, USA600 (SCCmec IV) ao clone Berlim, 

USA800 (SCCmec IV) ao clone Pediátrico. Os perfis genotípicos relacionados aos clones 

USA300, USA400 e USA700 (carreadores do SCCmec IV) foram encontrados em estirpes 

comunitárias e, sendo assim, não foram associados a outros clones já descritos. Recentemente 

foram incluídos classificação USA mais três clones de estirpes SCCmec IV disseminados nos 

EUA: USA900, USA1000 e USA1100, associado ao clone Oceania ou Southwest Pacific 

Clone (MONECKE et al., 2011; TENOVER et al., 2008). 

No Brasil, a maioria das linhagens circulantes em hospitais está associada ao CEB 

(DE MIRANDA et al., 2007; SOUSA JÚNIOR et al., 2009), clonalidade que não foi incluída 

na classificação “USA” por não ser isolada nos EUA. No entanto, nos últimos anos, esse 

clone tem sido substituído nos hospitais brasileiros, por S. aureus carreando o SCCmec tipo 

IV, tradicionalmente associadas à comunidade (SCHUENCK et al., 2009; SILVA-

CARVALHO et al., 2009). As estirpes tipo IV isoladas de pacientes brasileiros geralmente 

apresentam o genótipo USA400, USA800 ou USA1100. Embora o genótipo USA300 seja 

predominante em infecções nos EUA, é raramente encontrado no Brasil. 

É importante ressaltar que o estudo da epidemiologia de infecções por S. aureus 

teve grande avanço com a aplicação da técnica de análise dos perfis de fragmentação do DNA 

cromossômico, após o tratamento com enzimas de restrição e de separação por PFGE (Pulsed 

Field Gel Electrophoesis). É uma técnica bastante utilizada em função de seu alto poder 

discriminatório entre as linhagens de S. aureus, além de permitir a diferenciação entre 

amostras de origem comunitária e hospitalar (MCDOUGAL et al., 2003; NAIMI et al., 2001). 

Em 1995, a publicação de uma proposta de padronização da interpretação dos resultados, 

obtidos através do emprego da técnica de PFGE, veio facilitar a utilização da mesma em 

estudos epidemiológicos, desde que esses estudos envolvam amostras isoladas de uma mesma 

localidade, em períodos curtos de tempo (TENOVER et al., 1995). A técnica de PFGE passou 

a ser muito utilizada em grupos de amostras de S. aureus responsáveis por surtos hospitalares 

(CLANCY et al., 2005; LARSSEN et al., 2005). No ano de 1999, Van Belkum e 

colaboradores propuseram um novo critério para análise dos resultados obtidos na técnica de 

PFGE. Segundo os autores, as amostras podem ser agrupadas em um mesmo clone caso 

apresentem até quatro bandas de diferença e até 80% de similaridade entre si. Esse novo 

critério é mais amplo do que aquele proposto por Tenover e colaboradores (1995), pois 

permite a tipagem de amostras coletadas em intervalos de tempo mais longos. 
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 No ano seguinte, Enright e colaboradores (2000) descreveram a aplicação da 

técnica de tipagem por sequenciamento de multilócus enzimáticos MLST) na caracterização 

de amostras OSSA e ORSA. Através dessa técnica, sete genes (arcC, aroE, glpF, gmk, tpi, 

yqiL e pta) que codificam enzimas de manutenção celular são sequenciados, após 

amplificação através da técnica de PCR. Cada nova sequência caracteriza-se por um novo 

alelo e a combinação desses alelos forma o perfil alélico (ST) de cada amostra. A 

determinação do perfil alélico e, consequentemente, da ST, permite incluir as amostras em um 

dos vários complexos clonais descritos. 

É importante ressaltar que tanto a técnica de PFGE quanto a do MLST são 

consideradas muito trabalhosas e de custo elevado para aplicação rotineira. Nesse contexto, 

novas metodologias tem sido propostas para aperfeiçoar a tipagem molecular de amostras de 

S. aureus. Em 2007, Cockfield e colaboradores propuseram a utilização de PCR para 

determinação do complexo clonal em ORSA isoladas em hospitais. Esta técnica consiste na 

amplificação de genes pertencentes ao sistema de restrição-modificação bacteriano. Tais 

genes estão envolvidos no reconhecimento e clivagem de DNA exógeno. Segundo Waldron e 

Lindsay (2006), esses genes são bastante conservados dentro de um mesmo complexo clonal, 

porém diferem entre complexos diferentes. A PCR proposta por Cockfield e colaboradores 

(2007) utiliza oligoniciadores capazes de detectar diferenças na porção 3’ terminal dos genes 

sau1IhsdS1 e sau1IhsdS2, que fazem parte dos sistema de restrição-modificação de S. aureus. 

Embora seja mais simples, a técnica é capaz de identificar somente cinco complexos clonais 

(1, 5, 8, 22 e 30). 

 

2.4 RESISTÊNCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS E NOVAS 

ALTERNATIVAS TERAPÊUTICAS 

 

Nos últimos 60 anos, as melhorias no diagnóstico precoce e no tratamento de 

doenças infecciosas resultaram em uma redução extraordinária na morbidade e mortalidade 

associada a essas enfermidades. Isto foi devido, em partes, à nossa melhor compreensão dos 

mecanismos biológicos moleculares destas doenças, e à nossa melhor compreensão de sua 

fisiopatologia e sua epidemiologia, mas, mais notadamente, ao rápido desenvolvimento de 

novos tratamentos antimicrobianos seguros e efetivos que foram capazes de atacar 

especificamente o agente causador da infecção, ajudando, assim, o hospedeiro infectado a 
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eliminar a infecção a ser tratada (ALANIS, 2005). Entretanto, ao longo das últimas décadas a 

crescente resistência bacteriana a antimicrobianos tem sido causa de preocupação mundial. 

Esta situação é agravada pelo uso indiscriminado e inapropriado de agentes antimicrobianos 

(MOON e KAMBLE, 2012). 

As principais classes de antibióticos mais comumente usadas hoje em dia foram 

descobertas em grande parte por triagem empírica há mais de 50 anos, e exploram uma 

limitada variedade de aspectos fisiológicos da bacteria: biossíntese da parede celular (β-

lactâmicos, glicopeptídeos), membranas celulares (daptomicina, colistina), topoisomerases 

tipo II (fluoroquinolonas), ribossomos (macrolídeos, aminoglicosídeos, tetraciclinas, 

oxazolidinonas, estreptograminas), transcrição (rifampicina) e biossíntese de folato 

(sulfonamidas e trimetoprim). Porém, a eficácia de todos os agentes animicrobianos na atual 

utilização é comprometida pelo fenômeno da resistêcia (GWYNN et al, 2010). 

Em alguns casos, as bactérias são capazes de desenvolver resistência simultânea a 

duas ou mais classes de antibióticos, fazendo com que o tratamento de infecções causadas por 

esses microrganismos seja extremamente difícil, de alto custo e, em muitos casos, associado a 

altas taxas de morbidade e mortalidade (ALANIS, 2005). 

O problema do crescimento explosivo no desenvolvimento da resistência aos 

antimicrobianos nas duas últimas décadas foi ainda mais agravado devido à diminuição 

significativa e constante no número de novos antibacterianos nos útimos 10 a 15 anos. 

(ALANIS, 2005). 

Como resultado da diminuição da atenção à pesquisa antimicrobiana pelas 

companhias farmacêuticas, estamos nos aproximando de uma necessidade crítica de novos 

agentes para o tratamento de infecções bacterianas cada vez mais resistentes (BUSH e 

PUCCI, 2011). 

Muitos microbiologistas, médicos e organizações de saúde repreendem empresas 

farmacêuticas por terem abandonado os programas de pesquisa e desenvolvimento de agentes 

anti-infeciosos. No entanto, esta ação é o resultado da falha massiva da indústria para 

identificar novas classes de drogas nos útimos 20 anos. O termo “déficit de inovação” tem 

sido usado para descrever a falta de novas classes estruturais introduzidas no arsenal 

antibacteriano desde 1962 (BUSH, 2012).  

Este fenômeno está diretamente ligado à redução do número de companhias 

farmacêuticas envolvidas na pesquisa e desenvolvimento de novos antibacterianos desde 
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meados dos anos de 1980. Este desencorajamento é em grande parte devido aos custos 

elevados dos estudos pré-clínicos e do risco da falta de retorno sobre o investimento (SONG, 

2008).  

Outro fator que influencia na diminuição de pesquisas de novos antimicrobianos 

pelas indústrias farmacêuticas é que a duração do tratamento com antimicrobianos é limitada. 

Assim, estes medicamentos seriam menos rentáveis do que medicamentos para doenças 

crônicas, como as neurológicas ou cardiovasculares, ou medicamentos que atingem preços 

mais elevados, como os oncológicos (MOELLERING, 2011). 

Todavia, a oferta de antimicrobianos não ficou vazia durante todo esse tempo, 

mas tem sido preenchida com versões melhoradas de classes previamente registradas, que 

demonstram potência mais elevada, espectro de atividade mais amplo, diminuição da 

resistência bacteriana, propriedades farmacodinâmicas mais favoráveis ou uma maior 

segurança (SILVER, 2011). 

Como tem sido observado, a inovação em geral acontece em ondas. Este tem sido 

um caso histórico no desenvolvimento de agentes anti-infecciosos. A descoberta de uma nova 

classe de antimicrobianos com novos mecanismos de ação é geralmente seguida por 

moléculas modificadas e melhoradas da mesma classe (THEURETZBACHER, 2009). 

Historicamente, há uma maior probabilidade de sucesso associada a compostos de antigas 

classes de antimicrobianos que foram aprimorados (SILVER, 2011). A diminuição nos riscos 

de desenvolvimento estão associadas a antigas classes, pois a experiência clínica se acumula 

com o uso terapêutico (BUSH, 2012). 

Apesar de novos agentes antimicrobianos não estarem mais sendo desenvolvidos 

tão rapidamente quanto antes, novas abordagens para o tratamento de doenças infecciosas 

ainda estão surgindo (BUSH e PUCCI, 2011). Uma abordagem para novos agentes tem sido a 

de continuar a modificar as classes de antibióticos existentes previamente bem sucedidos. 

Novas fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, tetraciclinas e β-lactâmicos estão atualmente em 

desenvolvimento para o tratamento de patógenos multi-resistentes. Além disso, as 

combinações de inibidores da β-lactamase com novos, e velhos, β-lactâmicos, estão sendo 

desenvolvidas para combater a atividade hidrolítica das novas β-lactamases (BUSH e PUCCI, 

2011). Outra alternativa é encontrar novas abordagens de utilização de drogas antigas, ou sua 

associação com com novas substâncias. Nesse sentido, a síntese de novas moléculas que 

apresentem potencial biológico é de extrema importância para o tratamento de infecções. Isto 
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se deve ao crescente fenômeno de resistência bacteriana que, em muitos casos, gera limitações 

aos tratamentos usados (ZHAO e JIANG, 2013). 

Aminas são compostos com um, dois ou três grupos alquila ou arila ligados ao 

átomo de nitrogênio. Incluem compostos biológicos da maior importância, respondendo por 

várias funções em organismos vivos, como regulação biológica, neurotransmissores e defesa 

contra predadores, como é o caso da adrenalina e norepinefrina. Por seu alto grau de atividade 

biológica, muitas aminas comuns são utilizadas como drogas ou medicamentos. Destaca-se as 

aminas secundárias, importantes grupos farmacofóricos em diversos compostos 

biologicamente ativos que apresentam destaque na área de descoberta de fármacos 

(SALVATORE, 2001).  

Os aminoálcoois são uma classe de compostos orgânicos de considerável interesse 

na química medicinal. Estas substâncias apresentam poderoso potencial para a síntese de 

novos compostos bioativos, uma vez que desempenham papel importante em estruturas de 

fármacos conhecidos, como etambutol, usado no tratamento de tuberculose (DE SOUZA, 

2006) e o cloranfenicol, que é utilizado no tratamento de doenças causadas por bactérias gram 

positivas e negativas (WIEST, COCHRAN e TECKLENBURG 2012). Este composto exibe 

atividade contra uma grande variedade de microrganismos e apresenta baixo custo. 

Entretanto, por provocar anemia aplásica, seu uso é feito apenas em casos mais graves como 

meningite e febre maculosa (WIEST, COCHRAN e TECKLENBURG 2012). 

Assim, atendendo aos apelos dos órgãos internacionais de vigilância 

epidemiológica, dado o crecente fenômeno de resistência a drogas, a possível disseminação de 

marcadores resistência a drogas antimicrobianas e genes de virulência, percebe-se a 

importância da geração de conhecimento científico sobre a evolução, colonização, ecologia, 

patologia, fisiologia e epidemiologia de linhagens de Staphylococcus aureus resistentes à 

oxacilina além de se buscar alternativas à sua terapêutica. Os dados obtidos neste projeto 

podem servir de base para ações educativas voltadas para educação sanitária dos usuários e 

profissionais do serviço de saúde, além de servir como referência para estratégias que visem 

minimizar os riscos de ocorrência de infecção relacionada à assistência a saúde por estes 

microrganismos e estimular a reflexão sobre a crescente resistência a drogas e o uso racional 

de antimicrobianos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1  OBJETIVO GERAL 

  

Avaliar características epidemiológicas, fisiológicas e moleculares relacionadas à 

resistência a drogas e virulência bem como a susceptibilidade a novas moléculas sintéticas de 

linhagens de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina, isoladas em um hospital terciário 

(HU/UFJF) na cidade de Juiz de Fora, no período de 2005 a 2010. 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Cconfirmar a identidade e avaliar a ocorrência do gene mecA pela técnica da reação em 

cadeia da polimerase (PCR) em linhagens de S. aureus da coleção de culturas do HU/UFJF, 

identificadas presuntivamente e resistentes à oxacilina; 

 

 Descrever dados clínico-epidemiológicos associados as infecções causadas por 

Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina; 

 

 Determinar a concentração inibitória mínima a drogas antimicrobianas de interesse 

clínico-microbiológico das linhagens bacterianas;  

 

 Determinar a concentração inibitória mínima a aminas aromáticas alquiladas em 

amostras representativas da população de ORSA circulantes no período; 

 

 Avaliar, por métodos fisiológicos, características associadas à agressão bacteriana, 

como habilidade de formação de biofilmes e atividade hemolítica e associar o fenótipo de 

resistência com a expressão do fenótipo de virulência; 

 

 Pesquisar a ocorrência dos diferentes tipos de SCCmec; 
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 Avaliar a diversidade genotípica das amostras através da técnica de eletroforese em 

campo pulsado (PFGE) e determinar o complexo clonal pelo método RM em amostras 

isoladas na Unidade de Tratamento Intensivo; 

 

 Associar a resistência antimicrobiana e os tipos de SCCmec; 

 

 Associar os perfis genotípicos detectados e a resistência aos antimicrobianos para as 

linhagens ORSA isoladas na unidade de terapia intensiva. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1  ORIGEM DAS AMOSTRAS 

O Hospital Universitário da Universidade Federal de Juiz de Fora (HU/UFJF) é 

centro de referência ao atendimento de pacientes da rede SUS, numa área de abrangência que 

engloba mais de 90 municípios da Zona da Mata Mineira e do estado do Rio, além de 

desenvolver atividades em níveis primário, secundário e terciário, conjugando ensino, 

pesquisa e extensão. A equipe multiprofissional reúne mais de 800 pessoas, entre docentes 

(232), pessoal técnico-administrativo (468), residentes (103). Além disso, disponibiliza uma 

capacidade instalada e ocupacional de 140 leitos, 16 leitos de Hospital Dia, salas de 

Ambulatório nas diversas especialidades, boxes para acolhimento integrado, consultório de 

Odontologia hospitalar, 08 centros cirúrgicos (sendo 04 de grandes cirurgias e 04 de pequenas 

e médias), perfazendo uma média de 7.500 consultas/mês e 294 internações/mês (indicadores: 

março de 2007). 

4.2  DESENHO DO ESTUDO 

   

Foi realizado um estudo epidemiológico retrospectivo descritivo e transversal a 

partir de amostras de S. aureus resistentes a oxacilina, oriundas de pacientes internados em 

diferentes setores do HU/UFJF entre os anos de 2005 a 2010 e pertencentes à coleção de 

culturas do Laboratório de Análises Clínicas Prof. Maurílio Baldi do referido hospital. As 

amostras foram coletadas no período de outubro a dezembro de 2010. Foi utilizada somente 

uma amostra por paciente. 

 

4.3 CONSIDERAÇÕES CLÍNICAS E ÉTICAS 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Universitário da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEP-HU CAS/UFJF) sob o número 

267/2011 (ANEXO A). 

Com relação aos aspectos clínicos, foram utilizados dados referentes aos locais de 

internação e sítios de isolamento, além de dados coletados em prontuários e o livro de 

registros do Setor de Microbiologia do Laboratório Prof. Maurílio Baldi, do Hospital 
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Universitário. O estudo envolveu apenas a utilização de mostras ORSA analisadas na rotina 

bacteriológica do hospital, não havendo nenhum contato com o paciente. 

  

4.4  AMOSTRAS BACTERIANAS 

 

Foram recuperadas 103 amostras de S. aureus resistentes a oxacilina isoladas e 

identificadas a partir de infecções ocorridas em pacientes internados no HU/UFJF, no período 

de 2005 a 2010, de acordo com metodologia clássica de identificação (BANNERMAN e 

PEACOCK, 2007) e teste de disco-difusão para cefoxitina (CLSI, 2012), realizada pelo 

Laboratório Prof. Maurílio Baldi, do HU/UFJF. As amostras foram inoculadas em placas de 

Petri contendo ágar Müller-Hinton contendo 6µg/mL de oxacilina + 4% NaCl para re-

isolamento das linhagens resistentes ao antimicrobiano (teste de triagem com ágar oxacilina-

NaCl). As placas foram processadas no Laboratório de Fisiologia e Genética Molecular 

Bacteriana do Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia do ICB/UFJF. 

Após a confirmação da pureza das culturas (Gram), as amostras foram armazenadas em caldo 

TSB (Tripticase Soy Broth, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) com 20% (v/v) de 

glicerol, a -20° C (SAMBROCK, FRITSCH e MANIATIS, 1989). O fluxograma 1 apresenta 

a metodologia proposta para o estudo. 
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Fluxograma 1. Metodologia proposta para o estudo. 

  

4.5 ESTUDOS MOLECULARES 

 

4.5.1 Extração do DNA genômico 

 

O DNA genômico das amostras de S. aureus oxacilina-resistentes foi extraído 

pelo método de digestão química em fenol-clorofórmio, de acordo com metodologia já 

estabelecida para obtenção de DNA de alto grau de pureza, com modificações (GIRAFFA , 

ROSSETTI e NEVIANI, 2000).  

A partir de um crescimento bacteriano de 24h em 3,0mL de caldo TSB, uma 

alíquota de 2,0mL da cultura foi centrifugada (10 min, 32.900 x g) e a massa celular 

bacteriana solubilizada em 500µL de tampão de lise bacteriana (sacarose, 25%; tris-HCl pH 

8,0, 50mM; EDTA, 10mM; lisozima, 2,5mg/mL). O sistema foi incubado a 37ºC durante 60 

minutos. Em seguida, foram adicionados 50µL de solução de SDS 20% e as amostras 

homogeneizadas em agitador do tipo vórtex e incubadas à temperatura ambiente durante 30 

minutos. Foram adicionados 500µL de fenol saturado com Tris pH 8,0, e 500µL de solução 

de clorofórmio/álcool isoamílico 29:1, seguido de agitação em vórtex. Em seguida, os tubos 
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foram centrifugados a 32.900 x g, durante 5 minutos. A fase aquosa foi transferida para um 

novo tubo, onde foram adicionados 50µL de acetato de potássio 5M e 1,2mL de álcool etílico 

absoluto gelado, seguido de delicada homogeneização manualmente. O DNA foi precipitado a 

–20ºC overnight, seguido de centrifugação em centrífuga refrigerada a 4ºC (30 min, 32.900 x 

g). O DNA obtido foi solubilizado em 200µL de tampão TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 

8,0) e estocado em freezer a –20ºC. 

 

4.5.2 Confirmação da identidade bacteriana por biologia molecular 

 

A identificação específica de S. aureus foi realizada por biologia molecular em 

reação de PCR, usando-se os iniciadores sau1 (5’AATCTTTGTCGGTACACGATATTCTTC 

ACG3’) e sau2 (5’CGTAATGAGATTTCAGTAGATAATACAACA3’), segundo 

metodologia descrita por Strommenger e colaboradores (2003). As reações foram feitas em 

um volume final de reação de 25µL, contendo 2,5 ρM dos iniciadores, 2,0 µL do DNA molde 

e 12,5µL de PCR Master Mix®, contendo Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl2 e tampões 

em uma concentração ótima para eficiente amplificação do DNA. As condições de 

amplificação da PCR foram as seguintes: desnaturação inicial a 94ºC, por 3min, seguida de 30 

ciclos de 94ºC, por 30s, 55ºC, por 30s, 72ºC, por 30s, seguida de extensão final de 72ºC, por 

4min.  

As reações de PCR foram realizadas em duplicata, em termociclador 

automatizado. Os amplicons obtidos em cada reação foram visualizados em gel de  agarose 

1,5% em TBE 1X, após eletroforese em voltagem constante de 120V, por aproximadamente 

1h e 30 min. Os géis foram analisados em transluminador de luz ultravioleta, após tratamento 

com brometo de etídio. Como padrão de peso molecular, foi utilizado o marcador de 100bp 

DNA ladder (Life Technologies Inc., Gathersburg, MD, EUA). 

 

4.5.3 Detecção do gene mecA 

 

Para a pesquisa do gene mecA das amostras bacterianas foi utilizada a técnica da 

reação em cadeia da polimerase, de acordo com metodologias já estabelecidas (ZHANG et al., 

2004). Foram utilizados os seguintes iniciadores de sequência específica MecA1 

(5’GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA3’) e MecA2 (5’CCAATTCCACATTGTTTCG 
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GTCTAA3’), em um volume final de reação de 25µL, contendo 0,24µM dos iniciadores 

MecA1 e MecA2, 2µL do DNA molde e 12,5µL de PCR Master Mix® (Promega 

Corporation, Madison, WI, USA), contendo Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl2 e tampões 

em uma concentração ótima para eficiente amplificação do DNA. As condições de 

amplificação da PCR foram as seguintes: desnaturação inicial a 94ºC, por 10min, seguida de 

10 ciclos de 94ºC, por 45s, 55ºC, por 45s, 72ºC, por 75s, seguida de 25 ciclos de 94ºC, por 

45s, 50ºC, por 45s, 72ºC, por 75s, e extensão final de 72ºC, por 1min.  

As reações de PCR foram realizadas em duplicata, em termociclador 

automatizado (Techne® TC-412 Thermal Cycler, Southam Warwickshire, UK). Como 

controle positivo para o gene mecA, foi utilizada a amostra padrão Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 e, como controle negativo para o gene mecA, a amostra padrão Staphylococcus 

aureus ATCC 29213. 

Os amplicons obtidos em cada reação foram visualizados em gel de agarose 1,5% 

em TBE 1X, após eletroforese em voltagem constante de 120V, por aproximadamente 1h e 30 

min. Os géis foram analisados em transluminador de luz ultravioleta (GE Healthcare, United 

Kingdon), após tratamento com brometo de etídio (Promega Corporation). Após 

documentação, os perfis de amplificação gênica foram comparados entre as amostras, de 

acordo com o fenótipo de susceptibilidade ou resistência à oxacilina, determinado pelo 

método da concentração inibitória mínima. Como padrão de peso molecular, foi utilizado o 

marcador de 100bp DNA ladder (Life Technologies Inc. Gathersburg, MD, EUA). 

  

4.5.4 PCR multiplex para caracterização do SCCmec 

 

A determinação do tipo de SCCmec segundo o protocolo de Milheiriço, Oliveira e 

De Lencastre (2007) foi realizada em todas as amostras. Esta reação consiste na amplificação 

de fragmentos de regiões específicas de cada tipo de SCCmec. 

Na Tabela 1 estão descritas as sequências dos oligonucleotídeos e suas 

características, utilizados na reação. 

A amplificação dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Eppendorf 

Mastercycler Gradient), utilizando 3µL de DNA (30 a 60 ng de DNA), 5µL de tampão da 

enzima (10 mM Tris HCl, 25 mM KCl), 1,5 mM de MgCl2, 40µM de cada dNTP 

[deoxinucleotídeo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP)] (Life Technologies), 1,5U de 
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TaqDNA polimerase (Biotools), dez pares de oligonucleotídeos (tabela 1) e água livre de 

nucleases suficiente para completar 50µL. As condições de amplificação da reação foram 

desnaturação inicial a 92ºC/4min, seguida de 30 ciclos de 92ºC/30s, 53ºC/30s e 72ºC/1min, 

finalizada com um período de extensão final a 72ºC/4min. 

 

 

Tabela 1: Oligonucleotídeos utilizados e amplicons obtidos na PCR multiplex para tipagem do 

SCCmec, de acordo com Milheiriço, Oliveira e De Lencastre (2007). 

Oligonucleotídeos Sequência (5’- 3’) 

Especificidade 

(tipo de SCCmec) 

Amplicon 

(pb) 

CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 

I 495 

CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 

ccrC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG 

V 449 

ccrC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC 

RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 

III 414 

RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC 

SCCmec V J1F TTCTCCATTCTTGTTCATCC 

V 377 

SCCmec V J1R AGAGACTACTGACTTAAGTGG 

dcs F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 

I, II, IV e VI 342 

dcs R1 CTAAATCATAGCCATGACCG 

ccrB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG 

II e IV 311 

ccrB2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC 

kdp F1 AATCATCTGCCATTGGTGATG 

II 284 

kdp R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 
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SCCmec III J1 F CATTTGTGAAACACAGTACG 

III 243 

SCCmec III J1 R GTTATTGAGACTCCTAAAGC 

mecI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 

II e III 209 

mecI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 

MRS1 TAGAAATGACTGAACGTCCG Gene mecA 

(controle 

interno) 

154 
MRS2 TTGCGATCAATGTTACCTAG 

 

O produto da reação foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 2%, em 

TBE (0,89 M Tris, 0,89M ácido bórico, 2,5 mM EDTA, pH 8,2) 1X. Após corrida de 90min a 

80v, o gel foi submerso em solução de brometo de etídio (0,5µg/ml) por 40min. A imagem foi 

capturada sob luz ultravioleta em um fotodocumentador (Vilber Lourmat). Como padrão de 

tamanho de DNA, utilizamos o marcador 100 pb DNA ladder (Life Technologies). Como 

controles, utilizamos as linhagens 119 (SCCmec I), (TEIXEIRA et al., 2012); MU50 

(SCCmec II), (HIRAMATSU et al., 1997); 63a (SCCmec III), (VIVONI et al., 2006); 526a 

(SCHUENCK et al., 2009) (SCCmec IV) e 468s (SCCmec V) (PEREIRA et al., 2011). 

 

4.5.5 Análise do perfil de fragmentação do DNA cromossômico após tratamento com 

enzima de restrição e separação por eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

 

A análise do perfil de fragmentação do DNA cromossômico das amostras foi 

realizada após separação, por PFGE, dos fragmentos gerados após tratamento com a enzima 

de restrição SmaI, conforme estabelecido por Vivoni e colaboradores (2006). As amostras, 

inicialmente, foram cultivadas em ágar sangue a 35oC, por 24h. Posteriormente, cinco 

colônias isoladas foram inoculadas em 5mL de caldo TSB (Oxoid) e incubadas durante 4h, a 

35oC, até atingir turvação correspondente a escala 2 de McFarland (~6,0 x 108UFC/ml). A 

seguir, 1mL desta suspensão foi transferido para um tubo Eppendorf®, o conteúdo 

centrifugado (7000 X g / 5min) e o sedimento suspenso em 250μl de tampão PIV (NaCl 1M, 

Tris-HCl 10mM, pH 7,6). A esta suspensão foi adicionado o mesmo volume de agarose de 
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baixo ponto de fusão (“Low Melting Point Agarose”, IBI Technical, New Heaven, EUA) a 

2%, dissolvida em tampão PIV e mantida a 58oC. Após homogeneização, a agarose foi 

distribuída em moldes que foram mantidos a 4oC por cerca de 10 min, para serem cortados em 

pequenos blocos. Posteriormente, os blocos de agarose foram colocados em 2mL de solução 

de lise ES (Tris-HCl 6mM, NaCl 1M, EDTA 100mM, 0,5% de BRIJ e 0,5% lauril sarcosinato 

de sódio; pH final 7,5) contendo lisozima (0,5mg/mL) (Sigma-Aldrich Chemical Company) e 

lisostafina (0,05mg/mL) (Sigma-Aldrich Chemical Company) e incubados a 35oC, sob 

agitação lenta, durante 18h. Após este período, os tubos foram resfriados a 4°C e a solução foi 

substituída por 2mL de solução ES (EDTA 0,4M pH 9,5, 1% [p/v] de lauril sarcosinato de 

sódio) contendo proteinase K (0,1mg/ml) (Sigma- Aldrich Company), sendo essa solução 

incubada a 50oC, em banho-maria, durante 18h. Ao final desta fase, os blocos de agarose 

foram resfriados a 4oC e a solução substituída por 2 mL de nova solução ES (EDTA 0,4M pH 

9,5, 1% [p/v] de lauril sarcosinato de sódio). A digestão do DNA cromossômico foi realizada 

a partir de um bloco de agarose, lavado quatro vezes em tampão TE a 37oC, em banho de 

imersão, sendo as três primeiras lavagens de 1h cada e a última de 18h. Após este processo, o 

bloco de agarose foi transferido para uma solução contendo 250μl do tampão específico da 

enzima de restrição SmaI (New England Biolabs, Ipswich, Inglaterra) e incubado a 25oC, por 

4h. Em seguida, a solução tampão foi removida e adicionado, novamente, 250μl do tampão da 

enzima, desta vez contendo 20U da enzima SmaI. O bloco de agarose foi incubado a 25oC, 

durante 18h. Posteriormente, a solução contendo a enzima foi removida, o bloco de agarose 

fundido a 70oC e aplicado no gel de agarose (Invitrogen) a 1% feito em tampão TBE 0,5x. O 

gel foi submetido à eletroforese em campo pulsado (CHEF DR III, Bio-Rad, Hercules, EUA), 

utilizando um tempo de pulso crescente de 1 a 35s, durante 21h, a 6 v/cm, 13oC, com ângulo 

de 120o. Após a corrida, o gel foi corado com brometo de etídio (0,5μg/mL), por 40min e 

descorado por 1h em água destilada. A imagem foi capturada sob luz ultravioleta em um 

fotodocumetador (Vilber Loumat). Como padrão de DNA, foi utilizado o marcador 50-

1.000Kb Lambda Ladder PFGE Marker (New England BioLabs).  

Os fragmentos obtidos por cada amostra foram analisados através do programa 

Bionumerics, versão 6.0 (Applied Maths, Bélgica), usando o coeficiente Dice de similaridade 

e o método de “Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages” (UPGMA) para 

análise dos agrupamentos. Foi utilizado o método de Van Belkum e colaboradores (2009), 
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que considera até quatro bandas de diferença e mínimo de 80% de similaridade entre as 

amostras para inclusão em um mesmo genótipo. 

Como controles, utilizamos as linhagens Mu50 (USA100), (HIRAMATSU et al., 

1997); 526a (CEB), (SCHUENCK et al., 2009); 608a (USA 400), (SCHUENCK et al., 2009); 

664a (USA 800). 

 

4.5.6 Caracterização do complexo clonal através de PCR (RM) 

 

A determinação do complexo clonal (CC) foi feita através de PCR (RM), segundo 

a metodologia proposta por Cockfield e colaboradores (2007). Foram selecionadas, para esse 

teste, amostras representativas de cada genótipo. A RM consiste na realização de três PCR 

para amplificação de fragmentos específicos dos genes sau1IhsdS1 (CC 22, 30 e 45), 

sau1Ihsd2 (CC 5 e 8) ou de ambos (CC 1). Esses genes fazem parte ou codificam enzimas do 

sistema de restrição-modificação bacteriano, os quais diferem entre as linhagens de ORSA, 

mas são bastante conservados dentro de uma mesma linhagem. Desse modo, os complexos 

clonais podem ser caracterizados por diferenças nas seqüências desses genes. Os 

oligonucleotídeos utilizados e as sequências amplificadas na RM estão disponibilizados na 

Tabela 2. 

 

 
Tabela 2: Oligonucleotídeos utilizados, especificidade e amplicons obtidos nas 3 reações de PCR para 

determinação do complexo clonal, de acordo com Cockfield e colaboradores (2007). 

Oligonucleotídeo Sequência (5’-3’) 
Especificidade 

(Tipo de CC) 

Amplicon 

(pb) 

PCR 1    

AF AGGGTTTGAAGGCGAATGGG -  

AR30 CAACAGAATAATTTTTTAGTTC CC30 203 

AR22 TCAGAGCTCAACAATGATGC CC22 990 

    

PCR 2    

AF AGGGTTTGAAGGCGAATGGG -  

AR45 GGAGCATTATCTGGTGTTTTCC CC45 722 
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Cada reação foi composta por um volume final de 50µL, contendo tampão de 

enzima (10mM Tris HCl, 25mM KCl), 3,2mg de MgCl2, 200µM de cada dNTP, 0,5 mM dos 

oligonucleotídeos, 1,5U de Taq DNA polimerase e 1µL de DNA bacteriano e água livre de 

nucleases. Todas as três reações forma iniciadas com desnaturação de 94ºC por 5min e 30 

ciclos de 94ºC/30s, 55ºC/30s e 72ºC/2min, mais extensão final a 72ºC por 5 min.  

Os produtos obtidos em cada reação foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 1,5%, em TBE (0,89 M Tris, 0,89M ácido bórico, 2,5 mM EDTA, pH 8,2). Após 

corrida de 90min a 80v, o gel foi submerso em solução de brometo de etídio (0,5µg/ml) e a 

imagem obtida através de fotodocumentador (Vilber Lourmat). Como padrão de DNA em 

géis contendo produtos das três reações, utilizamos o marcador 1kb DNA ladder (Invitrogen). 

Para géis contendo produtos da primeira reação, foi utilizado, também, o marcador 100 pb 

DNA ladder (Life Technologies). Na primeira reação, as amostras controle foram 1007a 

(CC22) e 840a (CC30), (CABOCLO, 2013); na segunda reação, 608a (CC1), (SCHUENCK  

et al., 2009) e 843a (CC45), (CABOCLO, 2013);  e na terceira, as amostras controle foram 

608a (CC1), 664a (CC5) e 526a (CC8), (SCHUENCK  et al., 2009).  

 

4.6 ESTUDOS FISIOLÓGICOS 

 

4.6.1 Determinação da concentração inibitória mínima de antimicrobianos 

 

A determinação do perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas foi 

realizada pelo método diluição em ágar, segundo recomendações do CLSI (2012). Foram 

utilizadas as seguintes drogas antimicrobianas, selecionadas de acordo com a sua relevância 

clínico-microbiológica: vancomicina, eritromicina, azitromicina, clindamicina, gentamicina, 

AR1 GGGTTGCTCCTTGCATCATA CC1 1037 

    

PCR 3    

BF CCCAAAGGTGGAAGTGAAAA -  

BR8 CCAGTTGCACCATAGTAAGGGTA CC1 e CC8 680 

BR5 TCGTCCGACTTTTGAAGATTG CC5 1071 
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cloranfenicol, tetraciclina, linezolida, rifampicina, levofloxacina e 

trimetoprim/sulfametoxazol (Sigma-Aldrich Chemical Company).  

Soluções estoque das drogas foram obtidas a partir da pesagem do sal em balança 

analítica e posterior diluição em diluente apropriado, conforme instrução do fabricante. As 

drogas foram esterilizadas em filtro com membrana milipore (0,22µm) e conservadas em 

freezer a –20ºC. Concentrações crescentes (de 0,0625µg/mL a 1.024,0µg/mL) das drogas, a 

partir de soluções estoque, foram adicionadas a frascos contendo 20,0mL do meio de cultura 

fundido (45ºC), ágar Müeller-Hinton, acrescido de 2% de NaCl, para oxacilina, e vertido em 

placas de petri estéreis. 

As linhagens bacterianas foram semeadas em ágar TSA por 24h a 37ºC e, em 

seguida, uma suspensão bacteriana de cada amostra, em solução salina estéril (NaCl 0,9%),foi 

obtida e ajustada a uma turbidez equivalente a 0,5 da escala McFarland (~108 UFC/mL). Com 

uso do Replicador de Steers (STEERS et al., 1959), inóculos padronizados (105 células/ponto) 

das amostras foram adicionados a placas contendo as drogas (em duplicata), sequencialmente, 

em ordem crescente de concentração, as quais foram incubadas a 35,5ºC, na atmosfera ideal 

de crescimento das linhagens bacterianas teste. Placas controle, sem adição da droga, também 

foram inoculadas. A leitura dos resultados foi realizada após 18 horas de incubação, exceto 

para oxacilina e vancomicina, cujo período de incubação é de 24 horas, determinando-se a 

concentração inibitória mínima (CIM) da droga para cada isolado, comparando à tabela de 

referência (ANEXO B). O controle de qualidade foi realizado inoculando-se, também, 

amostra de referência Staphylococcus aureus ATCC 29213, cujos perfis de susceptibilidade 

aos antimicrobianos são conhecidos. 

 

4.6.2 Determinação da concentração inibitória mínima de aminas aromáticas alquiladas 

 

A determinação da Concentração inibitória mínima (CIM), utilizando a técnica de 

macrodiluição em caldo segundo Alviano (2008) foi realizada para 21 amostras 

representativas de ORSA escolhidas ao acaso e de forma aleatória frente a 5 aminas 

aromáticas alquiladas, 24c, 24d, 24e, 24f e 24g, previamente sintetizadas (ALMEIDA, et al., 

2013). Os inóculos para cada teste foram previamente cultivados em Tryptic Soy Agar (TSA), 

incubadas por 24h a 37°C sob condições aeróbicas. Utilizou-se salinas estéreis 0,85% NaCl 

ajustadas através da turbidez da escala 0,5 McFarland (1,5x108 UFC/mL). As soluções dos 
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compostos em estudo foram preparadas solubilizando-se 10,0 mg de composto em 1,0 mL de 

etanol. Fez-se diluições com caldo Müeller-Hinton para obter as concentrações de 0,0625 a 

1024,0 µg/mL, em um volume final de 3,0 mL. Em cada tubo foi inoculado 100 µL da cultura 

bacteriana e o experimento foi incubado a 37°C por 24h.  

A CIM foi definido como a menor concentração do composto testado que resulta 

em total inibição do crescimento bacteriano. O controle do experimento foi realizado usando-

se somente solução salina estéril inoculada em meio Müeller-Hinton e o cloranfenicol foi 

usado como agente antimicrobiano para controle positivo de inibição do crescimento. 

 

4.6.3 Avaliação da habilidade de formação de biofilmes 

 

A verificação da habilidade na formação de biofilme pelas amostras de S. aureus 

foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Andrade (2010). 

A partir de um pré-inóculo de cultura de 24 horas em caldo TSB de todas as 

linhagens bacterianas, 400 μL de cultura foram utilizados para uma diluição em 4 mL de meio 

que, depois de homogeneizado, foi aplicado em poços de placas de poliestireno de 96 poços 

de fundo chato (200 μL).  

As placas foram tampadas e incubadas em estufa bacteriológica por 24horas, a 

37ºC. Após o período de crescimento, foi retirado o caldo de cultivo com o auxílio de uma 

pipeta esterilizada e os poços foram lavados com solução salina (NaCl 0,85%) esterilizada. 

Foram adicionados 300 μL de metanol e as placas foram incubadas em temperatura ambiente 

por 15 minutos. Logo após, o metanol foi removido e as placas deixadas destampadas em 

temperatura ambiente por 5 minutos, para evaporação de metanol residual. Em seguida, foram 

acrescentados 250 μL de cristal violeta (0,1%) e as placas foram novamente incubadas em 

temperatura ambiente por 15 minutos. Após esse período, as placas foram lavadas com água 

destilada para retirar o excesso do corante não incorporado nas células bacterianas.  

O corante incorporado foi extraído pela adição de 300 μL de uma solução de 

etanol/acetona (8:2). O sistema foi deixado em repouso por 15 minutos tampado. Após este 

período, foi realizada a leitura do corante solubilizado em leitor de Elisa a 590nm. Estes 

experimentos foram realizados em duplicata, em quatro réplicas, para obtenção de valores 

médios, que foram plotados como corante solubilizado a partir das células bacterianas 
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aderidas aos poços das placas utilizadas. A amostra S. epidermidis ATCC 12228 (não 

produtora de biofilme) foi utilizada como controle do teste.  

A classificação da produção de biofilme foi fundamentada no valor da densidade 

ótica (DO), obtida a partir do biofilme bacteriano formado. Para cada amostra analisada foi 

determinado um valor (N), que correspondeu a média aritmética dos valores encontrados nos 

quatro poços. O valor da densidade ótica considerado para determinar se as amostras 

produziam ou não biofilme foi obtido a partir da comparação com a média aritmética dos 

quatro poços da amostra controle-negativo. 

 

4.6.4 Avaliação da atividade hemolítica 

 

A atividade hemolítica dos microrganismos foi avaliada segundo metodologia 

proposta por Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (2004). Tubos de centrífuga esterilizados do tipo 

falcon contendo meio líquido BHI foram inoculados, na proporção de 1:1 (v/v) com 

suspensões bacterianas (DO620nm 0,1) obtidas de culturas na fase exponencial, obtendo 5mL 

de nova cultura. Após 24hs de incubação a 35,5°C, as massas celulares das culturas foram 

precipitadas por centrifugação (800 x g) por 15 minutos e o sobrenadante, esterilizado por 

filtração utilizando-se filtros com membrana de 0,2 μm.  

Duas suspensões foram obtidas utilizando-se 2 mL do sobrenadante adicionado de 

1 mL de suspensão de hemácias de carneiro a 1% em tampão fosfato (PBS), pH 7,2. As 

suspensões foram incubadas a 35,5°C por 45 minutos e posteriormente centrifugadas a 800 x 

g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram utilizados para leitura de densidade ótica em 

microplacas de poliestireno de 96 poços a 540nm.  

Os testes foram realizados em duplicata com leitura em tréplicas para 

determinação da hemólise em relação a controles. Como controle negativo (ausência de 

hemólise) e controle positivo da reação (hemólise total) o sobrenadante das culturas foi 

substituído por mesmo volume de PBS e água destilada, respectivamente.  

A classificação da atividade hemolítca foi fundamentada no valor da densidade 

ótica (DO), obtida a partir hemólise formada. Para cada amostra analisada foi determinado um 

valor (N), que correspondeu a média aritmética dos valores encontrados nos dois poços. O 

valor da densidade ótica considerado para determinar se as amostras produziam ou não 
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hemólise foi obtido a partir da comparação com a média aritmética dos dois poços da amostra 

controle-negativo. 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Foi realizado, Teste t de Student, para comparação entre médias da capacidade de 

formação de biofilme e da atividade hemolítica, considerando-se valores de p < 0,05 para as 

análises. Para o cálculo da correlação entre a resistência bacteriana e os determinantes de 

virulência foi realizado o cálculo de odds ratio, com intervalo de confiança de 95%. 
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5 RESULTADOS 

 

Durante o período de janeiro de 2005 a dezembro 2010 o Laboratório de Análises 

Clínicas Prof. Maurílio Baldi, do HU/UFJF isolou e identificou, a partir de espécimes clínicos 

recebidos, 1203 linhagens pertencentes ao gênero Staphylococcus sp. Destes, 590 (49%) 

foram identificados como Staphylococcus aureus, enquanto que 613 (51%) foram reportados 

como pertencentes ao grupo do Staphylococcus coagulase negativo. Entre as linhagens de 

S.aureus, 251 (42,5%) demonstraram-se resistentes aos discos de cefoxitina e oxacilina sendo 

identificadas como MRSA, relacionadas a 156 pacientes. O Gráfico 1 mostra a distribuição de 

isolamento, em valores absolutos, do gênero Staphylococcus no Laboratório Prof. Maurílio 

Baldi do HU/UFJF entre os anos de 2005 a 2010. 
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Gráfico 1: Distribuição de isolamento, em valores absolutos, do gênero Staphylococcus no Laboratório 

Prof. Maurílio Baldi do HU/UFJF entre os anos de 2005 a 2010. 

 

Em nosso estudo foram avaliadas 103 amostras não replicadas de ORSA 

recuperadas da coleção de culturas do laboratório do HU/UFJF oriundas de pacientes 

internados em diferentes setores do hospital entre os anos de 2005 a 2010.  
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5.1 ASPECTOS CLÍNICO-EPIDEMIOLÓGICOS 

 

De maneira geral, 71% das linhagens ORSA foram recuperadas a partir de 

pacientes do sexo masculino, enquanto 29% dos do sexo feminino (Gráfico 2). A média de 

idade foi de 54,4 anos de idade (variando de 16 dias a 98 anos).  

 

 

Gráfico 2: Distribuição por sexo, das 103 amostras ORSA isoladas de pacientes no HU/UFJF, entre 

2005 a 2010. 

 

Embora associada principalmente a pacientes internados em unidade de terapia 

intensiva (43,7%), ORSA também foram isoladas pacientes internados em enfermaria de 

clínica médica (28,1%), unidade de clínica cirúrgica (23,3%), pediatria (3,9%) e de unidade 

de transplante de medula óssea (1%) (Gráfico 3).  
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Gráfico 3: Distribuição por setor, das 103 amostras ORSA isoladas de pacientes no HU/UFJF, entre 

2005 a 2010. 

 

Considerando as infecções associadas, 34% e 20,4% das linhagens foram isoladas 

a partir de infecções relacionadas ao sistema respiratório e bacteremia, respectivamente. 

Linhagens ORSA também foram isoladas a partir de sítio cirúrgico (14,5%), bacteremia 

relacionada a cateter (13,6%), infecções de feridas (5,8%), do trato urinário (4,9%), do trato 

gastrintestinal (3,9%) e de infecções do sistema osteomuscular (2,9%) (Gráfico 4). 

Considerando-se os espécimes clínicos enviados ao laboratório, a maioria das 

linhagens foi isolada a partir de secreções da traqueia e do sangue (26,2% e 23,3%, 

respectivamente) seguido por swabs de sítio cirúrgico e ponta do cateter (15,5%), exsudados 

(14,6%) e urina 4,9%) (Gráfico 5). 
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Gráfico 4: Distribuição por tipo de infecção relacionada às 103 amostras ORSA isoladas de pacientes 

no HU/UFJF, entre 2005 a 2010. 

 

 

 

Gráfico 5: Distribuição por espécime clínico relacionado às 103 amostras ORSA isoladas de pacientes 

no HU/UFJF, entre 2005 a 2010. 
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Em relação à evolução dos pacientes, 53,4% receberam alta, 43,6% foram a óbito 

e 3%, transferidos para outros hospitais (Gráfico 6). 

 

 

Gráfico 6: Evolução dos pacientes a partir de infecções relacionadas as 103 amostras ORSA isoladas 

no HU/UFJF, entre 2005 a 2010. 

 

As características clínico-epidemiológicas detalhadas das linhagens de ORSA 

associadas a pacientes entre os anos de 2005 a 2010 são apresentadas no APÊNDICE A.  

Em relação ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, pelo método de 

disco-difusão, detectado pelo laboratório à época do isolamento e identificação, em geral,  

observou-se uma alta frequência de resistência contra ciprofloxacina (92,5%), clindamicina 

(89,7%), eritromicina (86,9%), amicacina (73,8%), gentamicina (70%), sulfametoxazol-

trimetoprim (63,5%), tetraciclina (60,7%) e cloranfenicol (52,3%). Não foi observada 

resistência contra a vancomicina (Gráfico 7) 
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Gráfico 7: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens ORSA isoladas a partir 

de pacientes internados no HU/UFJF, entre 2005 a 2010. AK, amicacina; CP, ciprofloxacina; 

CD, clindamicina; CL, cloranfenicol; EM, eritromicina; GM, gentamicina, TS, 

sulfametoxazol-trimetoprim; TE, tetraciclina; VA, vancomicina. 

 

Ao considerar a ocorrência de ORSA ao longo do tempo e sua susceptibilidade a 

antimicrobianos, foram observadas alterações nos padrões de resistência. Em 2005, a partir 

das drogas testadas, o antimicrobiano mais eficaz foi cloranfenicol, e níveis elevados de 

resistência foram observados contra amicacina, ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, 

gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina. Em 2006, o aumento da resistência 

foi observada contra todas as drogas testadas com taxas de resistência de 100% contra a 

ciprofloxacina, clindamicina, gentamicina e sulfametoxazol-trimetoprim. Nos dois anos 

seguintes, foi observada diminuição da resistência, especialmente em 2008, com exceção para 

o cloranfenicol em 2007. Em 2009, observou-se altos níveis de sensibilidade à amicacina, 

gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina (90%). Em 2010, houve uma re-

emergência de altos níveis de resistência (100%), especialmente contra a ciprofloxacina, 

clindamicina e eritromicina. Considerando amicacina, gentamicina, sulfametoxazol-

trimetoprim e tetraciclina, embora tenha sido observado um aumento da resistência em 

relação ao ano anterior, as taxas de resistência permaneceram relativamente baixas (28,6%) 

(Gráfico 8). 
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Gráfico 8: Frequência de resistência aos antimicrobianos, entre 2005 a 2010, de linhagens 

ORSA isoladas a partir de pacientes internados no HU/UFJF, no período. AK, amicacina; CP, 

ciprofloxacina; CD, clindamicina; CL, cloranfenicol; EM, eritromicina; GM, gentamicina, TS, 

sulfametoxazol-trimetoprim; TE, tetraciclina. 

 

 

5.2 ESTUDOS MOLECULARES 

 

5.2.1 Confirmação da identidade bacteriana por biologia molecular e detecção do gene 

mecA 

 

As amostras isoladas no Laboratório Prof. Maurílio Baldi do HU/UFJF e 

recuperadas para o estudo, tiveram sua identidade genética confirmada por biologia 

molecular, bem com a detecção do gene mecA como marcador de resistência a oxacilina. 

Todas as 103 amostras foram identificadas como Staphylococcus aureus (Fotografia 1) e 

portadoras do gene mecA (Fotografia 2). 
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Fotografia 1: Eletroforegrama representativo da confirmação da identidade genética de 

Staphylococcus aureus segundo Strommenger e colaboradores (2003). Canaleta 1: Padrão 

molecular de tamanho de DNA (100pb ladder); Canaleta 2: Amostra controle de S. aureus 

ATCC 29213; Canaletas 3 a 13: Amostras do estudo. 
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Fotografia 2: Eletroforegrama representativo da detecção do gene mecA nas 

linhagens Staphylococcus aureus segundo Zhang e colaboradores, (2004). Canaleta 

1: Amostra controle mecA negativo S. aureus ATCC 29213; Canaleta 2: Padrão 

molecular de tamanho de DNA (100pb ladder); Canaleta 3: Amostra controle 

mecA positivo S. aureus ATCC 33591; Canaletas 4 a 11: Amostras do estudo. 

 

 

5.2.2 Tipagem do cassete estafilocócico mec (SCCmec) 

 

A tipagem do cassete cromossômico mec nas 103 amostras de ORSA foi realizada 

através de PCR multiplex, seguindo a metodologia proposta por Milheiriço, Oliveira e De 

Lencastre (2007). Essa tipagem identificou segmentos gênicos compatíveis com os SCCmec 

dos tipos I (2 amostras/1,9%), II (12 amostras/11,6%), III (73/70,9%) e IV (8/7,8%). Oito 

amostras (7,8%) não foram tipadas segundo a metodologia estabelecida (Fotografia 3).  

Entre as 45 linhagens provenientes do UTI, 30 (66,7%), carreavam o SCCmec III, 

8 (17,8%) o SCCmec II, 2 (4,4%) do SCCmec IV e 1 (2,2%) do SCCmec I. Em quatro (8,9%) 

linhagens de ORSA, não foi possível tipar pela técnica descrita.  
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Fotografia 3: Eletroforegrama representativo dos tipos de SCCmec detectados por PCR multiplex em 

amostras de ORSA, segundo Milheiriço, Oliveira e De Lencastre (2007). Canaleta 1: Padrão molecular 

de tamanho de DNA (100pb ladder); Canaletas 2 a 6: Amostras de S. aureus 119, Mu50, 63a, 522 e 

577, controles dos tipos I, II ,III, IV e V de SCCmec, respectivamente; Canaletas 7 a 10: Amostras do 

estudo. 
 

5.2.3 Caracterização molecular das amostras de ORSA isoladas na UTI por PFGE e RM 

 

A diversidade genômica foi avaliada para as 45 amostras ORSA isoladas na UTI, 

através da técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) após tratamento com a 

enzima de restrição SmaI. Os genótipos descritos foram designados por meio de uma letra 

maiúscula e as variações ou subtipos dentro do mesmo genótipo foram adicionados números 

subsequentes. Uma amostra de cada genótipo também foi submetida a PCR (teste RM) para 

determinação do complexo clonal.  

A partir da caracterização por SCCmec, foram construídos dois dendogramas 

obtidos por análise computadorizada dos perfis de fragmentação do DNA cromossômico 

apresentados pelas amostras. O Dendograma 1 relaciona as amostras com os tipos de SCCmec 

mais prevalentes III e II e o Dendograma 2, aqueles menos prevalentes. 
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Um total de 32 perfis de fragmentação do DNA cromossômico incluído em 20 

genótipos foram obtidos entre as 45 amostras de ORSA analisadas. Entre os genótipos 

determinados, 16 genótipos foram alocados em três complexos clonais diferentes (1, 5 e 8), 

enquanto que, em quatro genótipos não foi possível essa determinação.  

As 30 amostras com SCCmec tipo III foram incluídas em 12 genótipos, 

designados como A, B, C, D, E, F, H, I, J, K, L e M, que foram distribuídos em 22 perfis de 

fragmentação diferentes. O genótipo H englobou 7 (23,3%) amostras, enquanto no genótipo C 

foram alocadas seis (20%) amostras. O complexo clonal (CC) 8 foi relacionado a todas as 

amostras ORSA do tipo III, relacionadas ao clone epidêmico brasileiro (CEB). 

Em relação as 8 amostras com SCCmec tipo II (todas relacionadas ao clone 

USA100), estas foram incluídas em 2 genótipos, designados como F e G, que foram 

distribuídos em 3 perfis de fragmentação diferentes. O genótipo F, pulsotipo F1, englobou 5 

(62,5%) amostras, enquanto que o genótipo G, englobou 3 (37,5%) amostras. Ressalta-se que 

o genótipo F, englobou tanto amostras SCCmec tipo III (pulsotipo F2), quanto SCCmec tipo II 

(pulsotipo F1) (Dendograma 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dendograma 1:  Genótipos representativos obtidos pela fragmentação do DNA cromossômico com 

enzima SmaI em linhagens de ORSA SCCmec tipo III e tipo II isoladas na UTI do HU/UFJF. 

 

 

As 2 amostras SCCmec tipo IV foram incluídas a dois genótipos (Q e T) e 

relacionadas aos complexos clonais (CC) 1 (USA400) e 5 (USA800). A única amostra 

SCCmec tipo I foi incluída no genótipo S, relacionada ao complexo clonal (CC) 5 
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(USA500). Não foi possível determinar o complexo clonal de quatro genótipos, 

designados O, N, R e P (Dendograma 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dendograma 2:  Genótipos representativos obtidos pela fragmentação do DNA cromossômico com a 

enzima SmaI em linhagens de ORSA SCCmec tipo I, tipo IV e não tipáveis (NT) isoladas na UTI do 

HU/UFJF. 

 

 

Ao longo do tempo, houve uma variação na ocorrência de isolados ORSA 

relacionadas às duas linhagens mais frequentes, CEB/CC8 e USA100/CC5. O Gráfico 9 

mostra que esta variação temporal ocorrido entre 2005 e 2010, com destaque para a 

disseminação do clone CEB até 2008, com a prevalência de 77% entre os isolados, seguido do 

surgimento e propagação de clones USA100 que surgiu em 2007 e foram predominantes 

(60%) em 2009 e 2010. Os clones USA400, USA500 e USA800 apresentaram-se como 

linhagens esporádicas no ano de 2008. 
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Gráfico 9: Variação temporal dos clones de ORSA, CEB/CC8 e USA100/CC5 prevalentes na UTI do 

HU/UFJF. 

 

 

5.3 ESTUDOS FISIOLÓGICOS 

 

5.3.1 Determinação da concentração inibitória mínima de antimicrobianos 

 

As 103 amostras incluídas no estudo foram avaliadas quanto à susceptibilidade a 

11 antimicrobianos pelo método de diluição em ágar segundo os critérios do CLSI (2012).  

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos pela 

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) estão apresentados em termos de 

CIM50 (concentração inibitória mínima, na qual 50% dos isolados testados foram inibidos) e 

CIM90 (concentração inibitória mínima, na qual 90% dos isolados testados foram inibidos), 

variação das CIMs e taxas de sensibilidade, resistência intermediária e resistência. As maiores 

taxas de resistência foram observadas para os antimicrobianos clindamicina e eritromicina 

(100%), seguido de azitromicina (99%), levofloxacina (97,1%), gentamicina (89,3%), 

rifampicina (81,5%), tetraciclina (78,6%) e sulfametoxazol/trimetoprim (75,7%). Taxas 

intermediárias de resistência foram encontradas para cloranfenicol (64,1%). Todos os 

microrganismos avaliados foram sensíveis a linezolida e vancomicina (Tabela 3). 
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Tabela 3: Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos das 103 linhagens bacterianas de ORSA, isoladas no 

HU/UFJF entre 2005 a 2010. 

Antimicrobianos 
Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) 

S (%) RI (%) R (%) 
CIM50 CIM90 Variação 

Azitromicina >1024,0 >1024,0 0,5 - >1024,0 1,0 - 99,0 

Clindamicina >1024,0 >1024,0 512,0 - >1024,0 - - 100,0 

Cloranfenicol 64,0 64.,0 4,0 - 128,0 35,9 4,8 59,3 

Eritromicina 512,0 512,0 256,0 - 512,0 - - 100,0 

Gentamicina 128,0 1024,0 0,125 - >1024,0 10,7 4,8 84,5 

Levofloxacina 4,0 32,0 0,25 - 256,0 2,9 3,9 93,2 

Linezolida 2,0 2,0 1,0 - 2,0 100,0 - - 

Rifampicina 2,0 256,0 0,0625 - >1024,0 18,5 31,0 50,5 

Sulfametoxazol/ 

Trimetoprim 

32.0/608.0 128.0/2432.0 0.0625/2.3 -

1024.0/19456.0 

24,3 - 75,7 

Tetraciclina 32,0 64,0 0,0625 - 128,0 21,4 1,0 77,6 

Vancomicina 1,0 2,0 0,5 - 2,0 100,0 - - 

CIM, concentração inibitória mínima; R, resistência; RI, resistência intermediária; S, sensibilidade 

 

 
 

A análise do perfil de resistência de cada amostra ORSA frente a todos os 

antimicrobianos utilizados mostrou 22 fenótipos diferentes a partir das 103 amostras 

avaliadas. Segundo a avaliação, 46 (44,6%) amostras foram resistentes a 9 de 11 

antimicrobianos testados. Resistência simultânea foi observada também a oito (29,1%), sete 

(7,8%), seis (5,9%) cinco (10,7%) e quatro (1,9) drogas antimicrobianas (Tabela 4). 
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Tabela 4: Distribuição de fenótipos de resistência apresentados pelas 103 linhagens de ORSA, isoladas 

no HU/UFJF entre 2005 a 2010. 

Perfil de resistência aos antimicrobianos (N) Número de amostras (%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, GEN, LEV, RIF, SXT, TET (9) 46 (44,6%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, GEN, LEV, RIF, SXT (8) 2 (1,9%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, GEN, LEV, RIF, TET (8) 3 (2,9%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, GEN, LEV, SXT, TET (8)  4 (3,9%) 

AZI, CLI, ERY, GEN, LEV, RIF, SXT, TET (8) 21 (20,4%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, GEN SXT, TET (7) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, ERY, GEN, LEV, RIF, TET (7) 2 (1,9%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, GEN, LEV, RIF (7) 3 (2,9%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, LEV, RIF, TET (7) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, ERY, GEN, LEV, SXT, TET (7) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, ERY, GEN, LEV, RIF (6) 2 (1,9%) 

AZI, CLI, ERY, GEN, LEV, SXT (6) 1 (1,0%) 

CLI, ERY, GEN, LEV, RIF, SXT (6) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, GEN, LEV (6) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, LEV, RIF (6) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, CLO, ERY, LEV (5) 4 (3,9%) 

AZI, CLI, ERY, LEV, RIF (5) 2 (1,9%) 

AZI, CLI, ERY, GEN, LEV, (5) 2 (1,9%) 

AZI, CLI, ERY, GEN, RIF (5) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, ERY, LEV, SXT(5) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, ERY, GEN, TET (5) 1 (1,0%) 

AZI, CLI, ERY, LEV (4) 2 (1,9%) 

AZI, azitromicina; CLI, clindamicina; CLO, cloranfenicol; ERY, eritromicina; GEN, gentamicina; 

LEV, levofloxacina; RIF, rifampicina; SXT, sulfametoxazol/trimetoprim; TET, tetraciclina 

 

5.3.2 Determinação da concentração inibitória mínima a aminas aromáticas alquiladas 

A avaliação da susceptibilidade frente a 5 aminas aromáticas alquiladas, 24c, 24d, 

24e, 24f e 24g, previamente sintetizadas por Almeida e colaboradores (2013), pela técnica de 
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diluição em caldo, de acordo com a metodologia descrita por Alviano (2008) foi realizada 

para 21 linhagens representativas de ORSA escolhidas de forma aleatória e ao acaso.  

Os resultados, mostrados na Tabela 5, revelaram que os compostos 24c, 24d, 24e 

e 24f foram ativos contra todas as amostras de ORSA isoladas (CIM= 2,0μg/mL - 

128,0μg/mL). Os compostos 24e e 24f mostraram atividade antibacteriana in vitro mais 

potente, com CIM90 = 8,0μg/mL para ambos, superior ao resultado obtido frente ao 

cloranfenicol, que foi o antimicrobiano utilizado como controle devido à sua estrutura 

química semelhante aos compostos. 

 

Tabela 5: Perfil de susceptibilidade a compostos químicos aminoálcoois lipofólicos de linhagens 

ORSA, isoladas no HU/UFJF entre 2005 a 2010. 

Compostos testados Concentração Inibitória Mínima (μg/mL) 

CIM50 CIM90 Variação 

24c 16,0 64,0 8,0 – 128,0 

24d 8,0 16,0 8,0 – 32,0 

24e 8,0 8,0 2,0 – 16,0 

24f 4,0 8,0 4,0 – 16,0 

24g 8,0 >1024,0 2,0 – >1024,0  

Cloranfenicol 16,0 32,0 8,0 – 128,0 

 

5.3.3 Avaliação da produção de biofilme 

 

Em relação à produção de biofilme, utilizando a metodologia descrita por 

Andrade (2010), os seguintes valores aproximados de DO foram considerados para 

classificação das amostras, de acordo com a média de DO para amostra Staphylococcus 

epidermidis ATCC 12228 cujo valor foi 1,45: valor de DO menor ou igual a 1,45, para 

amostras não produtoras de biofilme; DO acima de 1,45 para amostras produtoras de biofilme. 

Entre as 103 amostras avaliadas, 59 (57,3%) produziram biofilme, enquanto que 

44 (42,7%) não produziram. O Gráfico 10 apresenta avaliação de biofilme em função da 

densidade ótica. 
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Entre as amostras avaliadas houve diferença estatítica entre as médias daquelas 

que produziram biofilme, em relação as que não produziram (p=8,8x10-26), com intervalo de 

confiança de 95%. 

 

 

Gráfico 10: Avaliação da produção de biofilme em função da densidade ótica de 103 linhagens de 

ORSA isoladas no HU/UFJF entre 2005 e 2010. 

 

5.3.4 Avaliação da atividade hemolítica 

 

Em relação à avaliação da atividade hemolítica, utilizando a metodologia descrita 

Smith-Palmer, Stewart e Fyfe (2004), foi estabelecido o valor da média de DO 0,033 referente 

ao controle negativo do experimento determinado pelo tampão PBS. Assim, para a 

classificação das amostras foi determinado valor de DO menor ou igual a 0,033, para 

amostras não hemolíticas; DO acima de 0,033 para amostras hemolíticas.  

Entre as 103 amostras avaliadas, 49 (47,6%) foram classificadas como 

hemolíticas, enquanto que 54 (52,4%) foram, não hemolíticas. 

O Gráfico 11 apresenta avaliação da capacidade de hemólise em função da 

densidade ótica. Entre as amostras avaliadas houve diferença estatítica entre as médias das 

linhagens hemolíticas, em relação as não-hemolíticas (p=1,3x10-11), com intervalo de 

confiança de 95%. 
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Gráfico 11: Avaliação da atividade hemolítica em função da densidade ótica de 103 linhagens de 

ORSA isoladas no HU/UFJF entre 2005 e 2010. 

 
 
5.3.5 Correlação entre fenótipo de resistência com a expressão do fenótipo de virulência 

 

A correlação entre o fenótipo de resistência com a expressão do fenótipo de 

virulência pode ser observado na Tabela 6 e foi realizada pelo cálculo de odds ratio, com 

intervalo de confiança de 95%. 

Observa-se que existe uma correlação positiva entre a produção de biofilme e 

resistência a múltiplos antimicrobianos, ou seja as linhagens mais produtoras de biofilme 

foram aquelas que foram resistentes simultaneamente a 7 (OR=2,25 – 95%IC: 0,37-13,7), 8 

(OR=4,28 – 95%IC: 1,39-13,2) e 9 drogas (OR=3,62 – 95%IC: 1.56-8,4). 

Em relação a atividade hemolítica, esta também apresenta uma correlação positiva 

associada diretamente a resistência múltipla a 6 (OR=5,5 – 95%IC: 0,61-49,5), 7 (OR=1,68 – 

95%IC: 0,28-9,7), 8 (OR=2,71 – 95%IC: 0,90-8,1) e 9 (OR=1,1 – 95%IC: 0,52-2,5) drogas, 

embora essa tendência seja variável devido ao valor de odds ratio.  
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Tabela 6: Relação entre habilidades bacterianas relacionadas à agressão e frequência de resistência aos 

antimicrobianos em linhagens de ORSA isoladas de pacientes no HU/UFJF. 

 

 

5.3.6 Associação entre resistência antimicrobiana e os tipos de SCCmec 

 

A associação entre as taxas de resistência aos antimicrobianos e os tipos de 

SCCmec detectados pode ser observada na Tabela 8.  

As 2 amostras que carreavam o SCCmec tipo I foram resistentes a azitromicina, 

clindamicina eritromicina, gentamicina e levofloxacina. Uma delas também apresentou 

resistência intermediária ao cloranfenicol. Em relação as 12 amostras que carreavam o 

SCCmec tipo II, todas foram resistentes a azitromicina, clindamicina, eritromicina e 

levofloxacina. No entantanto apenas 1 amostra apresentou resistência ao 

sulfametoxazol/trimetoprim. Todas as 73 amostras com SCCmec tipo III apresentaram 

resistência a cinco ou mais antimicrobianos, dentre os 11 testados. Assim como aquelas que 

carreavam SCCmec II, todas foram resistentes a azitromicina, clindamicina, eritromicina e 

levofloxacina. Observamos níveis elevados de resistência também a gentamicina, tetraciclina, 

rifampicina e sulfametoxazol/trimetoprim. 

Todas as oito amostras com SCCmec tipo IV foram resistentes a clindamicina e 

eritromicina assim como todas as outras com diferentes cassetes. Apenas 1 amostra foi 

sensível a azitromicina e 7 delas foram sensíveis a rifampicina. No entanto, 5 amostras 

demonstraram-se resistentes ao sulfametoxazol/trimetoprim e 6 a tetraciclina. 

Habilidades 

Frequência de resistência aos antimicrobianos (%)  

4 

 (n=2)  

5 

(n=11) 

6 

(n=6) 

7 

(n=8) 

8 

(n=30) 

9 

(n=46) 

Produtores de 

biofilme 
1 (50) 2 (18,2) 1 (16,7) 3 (37,5) 18 (60) 34 (73,9) 

Não produtores de 

biofilme 
1 (50) 9 (81,8) 5 (83,3) 5 (62,5) 12 (30) 12 (26,1) 

Hemolíticos 0 2 (18,2) 3 (50) 3 (37,5) 16 (53,3) 21 (45,6) 

Não hemolíticos 2 (100) 9 (81,8) 3 (50) 5 (62,5) 14 (46,7) 25 (54,4) 
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Das amostras com esse cassete, apenas 1 foi resistente a, no máximo, quatro 

antimicrobianos, enquanto que 4 foram resistentes a sete ou mais antimicrobianos dos 11 

testados. 

 

Tabela 7: Associação da resistência aos antimicrobianos de acordo com o teste de diluição em ágar em 

95 linhagens de ORSA isoladas de pacientes no HU/UFJF em relação aos diferentes tipos de SCCmec 

detectados. 

£ Todas as amostras foram sensíveis a linezolida e vancomicina 

 

5.3.7 Associação entre os perfis genotípicos detectados e susceptibilidade aos 

antimicrobianos para as linhagens de ORSA isoladas na UTI 

             

Considerando as 45 linhagens isoladas na UTI, com exceção para os 

antimicrobianos vancomicina e linezolida (CIMs90 = 2,0μg/mL), foi observado altas taxas de 

resistência para as 9 drogas antimicrobianas testadas, onde os valores de CIM90 = 

>1024,0μg/mL foram encontrados para azitromicina, clindamicina e gentamicina, 

512,0μg/mL para eritromicina, 256,0μg/mL para rifampicina, 128,0/2432,0μg/mL para 

Sulfametoxazol/Trimetoprim, 64,0μg/mL para tetraciclina e cloranfenicol e 16,0μg/mL para 

Antimicrobianos£ 

Número (%) de amostras resistentes  

SCCmec I 

 (n=2)  

SCCmec II  

(n=12) 

SCCmec III  

(n=73) 

SCCmec IV  

(n=8) 

Total 

(n=95) 

Azitromicina 2 (100) 12 (100) 73 (100) 7 (87,5) 94 (99) 

Clindamicina 2 (100) 12 (100) 73 (100) 8 (100) 95 (100) 

Cloranfenicol 1 (50) 9 (75) 50 (68,5) 3 (37,5) 63 (66,3) 

Eritromicina 2 (100) 12 (100) 73 (100) 8 (100) 95 (100) 

Gentamicina 2 (100) 7 (58,3) 71 (97,2) 7 (87,5) 87 (91,6) 

Levofloxacina 2 (100) 12 (100) 73 (100) 6 (75) 93 (97,9) 

Rifampicina 0 8 (66,7) 69 (94,5) 1 (12,5) 78 (82,1) 

Sulfametoxazol/ 

trimetoprim 
0 1 (8,3) 68 (93,1) 5 (62,5) 74 (77,9) 

Tetraciclina 0 3 (25) 70 (95,9) 6 (75) 79 (83,1) 
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levofloxacina (Tabela 8). Na Tabela 10, apresenta-se a associação entre os perfis genotípicos 

detectados e o perfil de susceptibilidade das 45 linhagens ORSA isoladas na UTI. 

        

Tabela 8. Perfil de resistência das 45 linhagens de ORSA isoladas na UTI do HU/UFJF.  

Antimicrobianos 

Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) Nº (%) de 

linhagens 

resistentes 
CIM50 CIM90 Variação 

Azitromicina >1024,0 >1024,0 0,5 – >1024,0 44 (97,7) 

Cloranfenicol 32,0 64,0 4,0 – 128,0 30 (66,6) 

Clindamicina >1024,0 >1024,0 512,0 – >1024,0 45 (100) 

Eritromicina 512,0 512,0 256,0 – 512,0 45 (100) 

Gentamicina 128,0 1024,0 0,125 – >1024,0 40 (88,8) 

Levofloxacina 4,0 16,0 2,0 – 32,0 45 (100) 

Linezolida 2,0 2,0 1,0 – 2,0 0 (0) 

Rifampincina 2,0 256,0 0,0625 – >1024,0 40 (88,8) 

Tetraciclina 32,0 64,0 0,0625 – 128,0 35 (77,7) 

Sulfametoxazol/ 

trimetoprim 
32,0/60,.0 128,0/2432,0 

0,0625/2,3 -

1024,0/19456,0 
32 (71,1) 

Vancomicina 1,0 2,0 0,5 – 2,0 0 (0) 
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Tabela 9: Associação entre os perfis genotípicos e perfil de resistência para as linhagens de ORSA isoladas na UTI do HU/UFHF entre 2005 e 2010 

Ano de 

isolamento 

(No de 

linhagens) 

Perfil de resistência antimicrobiana 

(No de linhagens)¥ 

Tipos de SCCmec 

(No de linhagens) 

Genótipo 

(No de linhagens)§ 

Clonalidade/CC 

(No de linhagens)±,* 

2005 

(9) 

Azi/Gen/Rif/Sxt/Tet (5), 

Azi/Chl/Gen/Rif/Sxt/Tet (4) 
III (8), NT (1) 

H1 (2), A2 (1), H2 (1), 

J2 (1), M1 (1), L1 (1), 

C2 (1), O1 (1) 

BEC/8 (8),  

ND (1) 

2006 

(7) 

Azi/Chl/Gen/Rif/Sxt/Tet (3), 

Azi/Gen/Rif/Sxt/Tet (3), 

Azi/Chl/Gen/Rif (1) 

III (7) 
C1 (2), D1 (1), K1 (1), 

D2 (1), A3 (1), A1 (1) 
BEC/8 (7) 

2007 

(12) 

Azi/Chl/Gen/Rif/Sxt/Tet (9), 

Azi/Chl/Gen/Rif/Sxt (1), 

Azi/Gen/Rif/Tet (1), Azi/Gen/Rif (1) 

III (10), II (2) 

 

C2 (1), B1 (1), C3 (1), 

H1 (1), J1 (1), G1 (1), 

B2 (1), A2 (1), E1 (1), 

G2 (1), E2 (1), C4 (1) 

BEC/8 (10), 

USA100/5 (2) 

 

2008 

(7) 

 

Azi/Chl/Gen/Rif/Sxt/Tet (1), 

Azi/Chl/Gen/Sxt/Tet (1),   

Azi/Chl/Rif/Tet (1), Gen/Sxt/Tet (1),  

Azi/Gen/ Rif (1),  

III (2), IV (2), 

I (1), NT (2) 

 

H1 (2), N1 (1), Q1 (1), 

T1 (1), S1 (1), R1 (1) 

 

BEC/8 (2), 

USA500/1(1), 

USA800/5 (1), 

USA400/1(1), ND (2) 
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Azi/Gen/(1), Azi/Sxt (1)  

2009 

(5) 

Azi/Chl/Gen/Rif/Tet (2), 

Azi/Chl/Gen/Rif/Sxt/Tet (1),  

Azi/Chl/Rif/Tet (1),  

Azi/Chl/Rif (1) 

II (3), III (1), 

NT (1) 

F1 (2), H1 (1), G1 (1), 

P1 (1) 

USA100/5 (3),  

BEC/8 (1),ND (1) 

2010 

(5) 

Azi/Chl/Gen/Rif/Sxt/Tet (2), 

Azi/Chl/Gen/Rif/Tet (1),  

Azi/Rif (1), Azi(1) 

II (3), III (2) 

 

F1 (3), I1 (1), F2 (1) 

 

USA100/5 (3),  

BEC/8 (2) 

Azi, azitromicina; Chl, cloranfenicol; Gen, gentamicina; Rif, rifampicina; Sxt, sulfametoxazol/trimetoprim; Tet, tetraciclina; CC, complexo clonal; 

NT, não tipável; ND, não determinado 
¥Todas as linhagens foram resistente a clindamicina, eritromicina e levofloxacina. 
§Definido por PFGE de acordo com Van Belkum et al, 2007. 
±De acordo com McDougal et al, 2003. 
* De acordo com Cockfield et al, 2007. 

 

No APÊNDICE A é apresentado uma tabela com as características das 45 linhagens de ORSA isoladas na unidade de tratamento 

intensivo do HU/UFJF. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Staphylococcus aureus estão entre os patógenos mais isolados de infecções 

relacionadas a assistência à saúde em todo o mundo (ARCHER, 1998; ROSENTHAL et al., 

2010). Segundo a literatura, a colonização nasal constitui o maior fator de risco para o 

desenvolvimento das infecções causadas por este microrganismo (WERTHEIM et al., 2004).  

De acordo com Robicsek e colaboradores (2008), cerca de 30% dos pacientes colonizados por 

S. aureus desenvolvem infecção, enquanto que apenas 2% dos indivíduos não colonizados a 

desenvolvem. 

Uma questão de agravo à saúde relacionada às infecções por S. aureus é o 

frequente aumento nas taxas de resistência aos antimicrobianos, em especial à oxacilina, 

fármaco de escolha para o tratamento de infecções causadas por este patógeno (LOWY, 1998; 

ROSENTHAL et al., 2010). Diversos estudos revelaram que as taxas de resistência a esse 

antimicrobiano tem aumentado de forma significativa tanto nos EUA, quanto em países 

europeus, assim como na América Latina (DIEKEMA et al., 2001; EARSS, 2005; NNIS, 

2004). No Brasil, segundo estudo de Sader e colaboradores (2004), as taxas de resistência à 

oxacilina em S. aureus estão próximas de 50%.  

No presente estudo, foram avaliadas 103 amostras de S. aureus resistentes à 

oxacilina, a partir de espécimes clínicos de pacientes internados em um hospital universitário 

da cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, entre os anos de 2005 a 2010.  

O isolamento e identificação, bem como a susceptibilidade à oxacilina, pelo 

laboratório de análises clínicas do hospital, foi determinada segundo do metodologia 

convencional (BANNERMAN e PEACOCK, 2007) e pelo teste de disco-difusão a cefoxitina 

segundo o CLSI, respectivamente. A detecção da resistência à oxacilina, utilizando o disco de 

cefoxitina foi incorporada às recomendações do CLSI, a partir de 2003, baseada em estudos 

como o de Felten e colaboradores (2002), no qual a difusão a partir deste disco apresentou 

sensibilidade de 100% na detecção dessas amostras, enquanto o teste de triagem em ágar e o 

de difusão a partir do disco de oxacilina apresentaram sensibilidade de 94% e 96%, 

respectivamente. Além disso, 100% das amostras teve sua identidade confirmada por PCR e 

em todas foi identificado o gene mecA. 

A grande maioria dos isolados foram provenientes de pacientes internados na UTI 

(43,7%) sendo que os homens foram os mais acometidos (71%). Em relação ao espécime 
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clínico associado, a maioria foi isolada a partir de secreção traqueal (26,2%) relacionada em 

infecções respiratórias (34%). Embora a maioria dos pacientes obtiveram alta, um número 

significativo evoluíram para o óbito (43,6%). Um estudo analisando amostras de ORSA 

relacionadas a infecções hospitalares, isoladas entre 2005 a 2011, em um hospital 

universitário do estado do Rio de Janeiro revelou a Terapia Intensiva, como o setor de maior 

ocorrência destas amostras (34,2%). Amostras de sangue foram espécime clínico mais 

associado (32,4%), embora aspirado de secreção traqueal e lavado bronco-alveolar 

representem um espécime clínico significativo (29,6%). Ainda no mesmo estudo, 43,5% dos 

pacientes evoluíram para o óbito (CORREAL et al., 2013). 

Em relação à alta frequência de resistência a outros antimicrobianos, além da 

oxacilina, diversos estudos, analisando amostras de ORSA isoladas de diversas localidades, 

inclusive de países da América Latina, demonstram que a ocorrência de resistência a 

múltiplos antimicrobianos é comum entre elas (DIEKEMA et al., 2001).  

Um estudo conduzido por Caboclo e colaboradores, em 2013, analisando amostras 

ORSA isoladas de um hospital público do Rio de Janeiro, entre setembro de 2004 a agosto de 

2007, demonstrou altas taxas de resistência a eritromicina (97,4%), ciprofloxacina (94,8%) e 

clindamicina (92,2%) e taxas acima de 60% para cloranfenicol e gentamicina.  Teixeira e 

colaboradores (2012), analisando 56 amostras de ORSA isoladas em um hospital universitário 

na região do Triângulo Mineiro, no ano de 2008 revelou altas taxas de resistência a 

ciprofloxacina (98,2%), clindamicina (96,4%), eritromicina (100%), gentamicina (92,9%), 

norfloxacina (96,4%), tetraciclina (89,3%) e sulfametoxazol/trimetoprim (85,7%). Todas as 

amostras foram sensíveis a linezolida e vancomicina.  

Estudos conduzidos em países europeus demonstram que, de maneira geral, a 

resistência à oxacilina está associada a resistência cruzada às quinolonas, aminoglicosídeos e 

macrolídeos (FLUIT et al., 2000). Um estudo americano, analisando amostras ORSA 

provenientes de bacteremias, isoladas entre os anos de 1999 a 2006 demonstrou que estas, 

apresentaram taxas mais elevadas de resistência à eritromicina, ciprofloxacina e clindamicina 

(HOLMES e JORGENSEN, 2008). Segundo dados do programa SENTRY, amostras ORSA 

isoladas no Brasil apresentam, em média, resistência a seis classes de antimicrobianos 

(DIEKEMA et al., 2001).  

Nosso estudo, demonstrou que 87,4% das linhagens ORSA apresentaram 

resistência a pelo menos 6 classes dos 11 antimicrobianos testados. Apesar de apenas 1,9% 
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das linhagens apresentarem resistência a no máximo 4 classes de antimicrobianos, estudos 

tem demonstrado um aumento no perfil de sensibilidade aos antimicrobianos por amostras 

ORSA de origem hospitalar, o que revela uma tendência na mudança nos perfis de 

susceptibilidade por estas amostras (NINMO et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007; TENOVER 

et al., 2006). 

Acredita-se que pressão seletiva imposta pela exposição bacteriana frequente a 

diversos antimicrobianos, pode ter contribuído para as observações de que determinantes 

genéticos de resistência a diversas classes de drogas possam ter sido incorporadas a regiões 

cromossômicas próximas ao SCCmec. Desta forma, uma vez adquirido esse cassete, as 

amostras ORSA poderiam se tornar resistentes a vários antimicrobianos disponíveis, como um 

mecanismo de co-resistência (DIEKEMA et al., 2001). 

Atualmente, questões relacionadas ao fenômeno da resistência bacteriana, como 

reflexo direto das alterações induzidas pelos antimicrobianos nas células bactérias, envolvem 

variações nos padrões morfológicos, bioquímicos e fisiológicos. 

Neste estudo foram avaliadas habilidades fisiológicas bacterianas associadas à 

agressão como a produção de biofilme e atividade hemolítica. Entre as 103 amostras 

avaliadas, 59 (57,3%) produziram biofilme, enquanto que 44 (42,7%) não produziram.  

Um biofilme pode ser definido uma comunidade bacteriana de uma ou mais 

espécies agregadas por uma matriz polimérica aderentes a superfícies vivas ou inanimadas 

(WEINACHT et al., 2004). 

A aderência bacteriana às superfícies permite que estes organismos sejam 

resistentes aos mecanismos de dispersão mecânica associado a superfícies como aqueles 

relacionados ao trato gastrintestinal durante a colonização das superfícies mucosas (WILSON, 

2002). Embora a adesão seja essencial para a manutenção da microbiota e seu hospedeiro, a 

formação de um biofilme é o primeiro estágio de uma doença infecciosa, relacionado à adesão 

bacteriana e que inclui infecções associadas a dispositivos protéticos, endocardites, doenças 

orofaciais, respiratórias e do trato gastrintestinal e geniturinário, dentre outras (WOLCOTT et 

al., 2010; DICKSCHAT, 2010). Os mecanismos exatos pelos quais células bacterianas podem 

aderir às camadas de células epiteliais ou às secreções como as camadas de mucina são, ainda, 

desconhecidos, embora diferentes tipos de interações pili/fímbria e adesão mediada por 

adesinas sejam frequentemente envolvidos (DONLAN, 2001; WOLCOTT et al., 2010; 

DICKSCHAT, 2010). Além disso, o biofilme atua como barreira física à ação dos 
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antimicrobianos e do sistema imunológico do paciente, constituindo um grave problema em 

instituições de saúde, pois, está intrinsecamente relacionado ao aumento da resistência dos 

microrganismos aos antimicrobianos (DONLAN, 2001). 

Vários estudos mostram que diferentes substâncias químicas, entre elas 

antimicrobianos, desinfetantes e ainda substâncias antissépticas podem modular a expressão 

de biofilmes bacterianos. Assim, percebe-se que a literatura é diversa e, em muitos casos, 

observa-se esforço direcionado ao entendimento da dinâmica entre as condições ambientais 

adversas e os padrões de colonização microbiana, que pode ter reflexo não só na sua biologia, 

mas também nas suas relações com seus hospedeiros (DONLAN, 2001; DICKSCHAT, 2010; 

WEINACHT et al., 2004; WOLCOTT et al., 2010)  

Em relação à atividade hemolítica, 47,6% foram classificadas como hemolíticas. 

A capacidade de lise de eritrócitos e consequentemente morte das células eucarióticas está 

relacionada principalmente a α-hemolisina, uma exoproteína produzida por S. aureus 

(MENESTRINA, SERRA e PRÉVOST, 2001). Uma variedade de exotoxinas direcionadas ao 

metabolismo da célula hospedeira, sintetizada por S. aureus, tem potencial imediato de 

agressão. Dentre essas toxinas, a α-hemolisina é uma toxina formadora de poro com atividade 

citolítica, hemolítica e tóxica (DINGES et al., 2000). S. aureus também produz outras toxinas, 

incluindo diferentes β, γ e δ-hemolisinas e várias toxinas danificadoras de membrana que 

atuam em células-alvo rompendo as barreiras de permeabilidade celular através da formação 

de poros (GEMMELL e FORD, 2002; MENESTRINA, SERRA e PRÉVOST, 2001; VAN 

BELKUM, KOOLS-SIJMONS e VERBRUGH, 2002). A expressão desses fatores é regulada 

por mecanismos específicos que variam com a fase e condições de crescimento bacteriano 

(BRONNER et al., 2004). A combinação de vários fatores de virulência torna o S. aureus um 

microrganismo capaz de evadir-se do sistema imune do hospedeiro (FOSTER, 2005). 

Embora não existam trabalhos para compararação com nosso estudo, um número 

expressivo de linhagens ORSA apresentaram atividade hemolítica, principalmente aquelas 

resistentes a um maior número de antimicrobianos, o que suscita reflexões sobre a sua 

associação com a resistência bacteriana.  

O uso de antibióticos mudou a evolução natural da bactérias patogênicas, 

reduzindo as populações susceptíveis e aumentando populações resistentes. No entanto, a 

resistência está frequentemente associada com um custo de fitness, pois a carga genética 

necessária para a manutenção da resistência pode ser prejudicial em ambientes livres de 



89 

 

 

 

antibióticos. Neste caso, restrição do uso de antibióticos tem sido proposto, na tentativa de se 

erradicar bactérias resistentes. Contudo, a genética  relacionada na aquisição de resistência, 

nos processos de recombinação de marcadores (plasmídios, transposons, integrons), pode 

estar relacionada a alterações globais nos padrões de virulência bacteriana favorecendo a 

seleção de linhagens cada vez mais resistentes e virulentas  (BECEIRO, TOMÁS e BOU, 

2013). 

Tal como esperado, de acordo com dados da literatura considerando-se estudos 

brasileiros, neste estudo foi observada a predominância de amostras ORSA SCCmec tipo III 

nos hospitais (AMARAL et al., 2005; DE MIRANDA et al., 2007; VIVONI et al., 2006). 

Uma outra realidade é encontrada nos hospitais do EUA, Japão e Coréia, nos quais amostras 

carreando o SCCmec tipo II são mais prevalentes (KILIC et al, 2006; KO et al., 2005; 

MCDOUGAL et al., 2003). Tradicionalmente, os SCCmec tipos II e III são cassetes que 

carreiam diversos determinantes de resistência à outras classes de antimicrobianos e estão 

associados a amostras multirresistentes de origem hospitalar (ITO et al., 2001; ITO et al., 

2003).  

Em nosso estudo, a elevada resistência aos antimicrobianos observada em 

linhagens SCCmec III, tradicionalmente, bactérias com característica principal de 

multirresistência, é observada em outros estudos conduzidos no Brasil (OLIVEIRA et al., 

2001; REINERT et al., 2005; VIVONI et al., 2006).  

A baixa ocorrência de amostras portadoras do SCCmec II, identificada nesse 

estudo (12 amostras; 11,6%), com elevados índices de resistência a pelo menos cinco 

antimicrobianos se aproxima da realidade, em termos de susceptibilidade e não de ocorrência, 

observada no Japão, Coréia do Sul (KO et al., 2005) e Estados Unidos (HIDRON et al., 

2005), onde amostras SCCmec tipo II multirresistentes são as mais encontradas no ambiente 

hospitalar. No Brasil este cassete, é pouco detectado, com taxas que vão de zero a 4% 

(LAMARO-CARDOSO et al., 2009; REINERT et al., 2005; SILVA-CARVALHO et al., 

2009; TRINDADE et al., 2005; VIVONI et al., 2006), embora estudo recente revele a 

ocorrência de 16,9% entre amostras ORSA isoladas de um hospital público do Rio de Janeiro 

(CABOCLO et al., 2013).  De certa forma, além de pouco encontradas, as amostras ORSA 

SCCmec II identificadas no Brasil tem apresentado resistência a poucas classes de 

antimicrobianos (SCHUENCK et al., 2009), o que difere um pouco do nosso estudo. 
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O cassete mec tipo IV é encontrado, principalmente entre amostras ORSA 

isoladas de indivíduos da comunidade, os quais não apresentam fatores de risco tradicionais, 

como hospitalização prolongada, uso de drogas endovenosas ou imunossupressão 

(MOLLAGHAN et al., 2010; TAVARES et al., 2010). Essas amostras apresentam 

susceptibilidade a maior parte dos antimicrobianos, sendo resistentes, em geral, somente à 

eritromicina (MARTINEZ- SATTLER, MASON e KAPLAN et al., 2007) e à clindamicina 

(LO et al., 2007; LU et al., 2005;). Padrão semelhante de susceptibilidade foi encontrado nas 

amostras do presente estudo, com o destaque também para altos níveis de resistência (>70%) 

para gentamicina, levofloxacina e tetraciclina.  

Amostras carreando os SCCmec tipo IV foram inicialmente associadas a infecções 

de origem comunitária. No entanto, diversos estudos apontam a emergência de amostras 

SCCmec tipo IV em hospitais, inclusive no Brasil (GONZALEZ et al., 2006; SEYBOLD et 

al., 2006). Recentemente, um estudo conduzido por Caboclo e colaboradores (2013) 

analisando 99 amostras ORSA, oriundas de pacientes internados tanto em um hospital 

público, quanto privado do Rio de Janeiro, encontrou aproximadamente 23% de linhagens 

carreando SCCmec tipo IV. A emergência dessas linhagens nos hospitais, pode ser 

consequência da presença de genes de virulência, mais comuns em amostras oriundas da 

comunidade, e do tamanho reduzido do SCCmec tipo IV, o que permite que este, cresçam 

mais rápido do que amostras tipo III (GILLET et al., 2002; LAURENT et al., 2001).  

Em nosso estudo duas amostras (1,9%) foram detectadas carreando o SCCmec 

tipo I.  Amostras carreando o cassete mec tipo I foram prevalentes nas primeiras amostras 

ORSA isoladas na década de 60 e geralmente se apresentavam resistentes apenas aos β-

lactâmicos (CRISOSTOMO et al., 2001), um pouco diferente do nosso estudo, no qual todas 

amostras apresentaram resistência a azitromicina, eritromicina, clindamicina, gentamicina e 

levofloxacina e uma linhagem ainda apresentou resistência ao cloranfenicol. 

A técnica de PFGE agrupou as 45 amostras ORSA analisadas, provenientes de 

pacientes internados na UTI, em 20 genótipos (A ao T), distribuídos em 32 perfis de 

fragmentação.  

As 30 amostras ORSA SCCmec III analisadas foram agrupadas em 12 genótipos e 

apresentaram 22 perfis de fragmentação diferentes. Todas as linhagens foram associadas ao 

Clone Epidêmico Brasileiro (CEB) do complexo clonal 8. Alguns estudos com amostras 
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SCCmec III isoladas no Brasil, revelaram taxas de 90% a 100% de amostras CEB/CC8 

(LAMARO-CARDOSO et al., 2009; VIVONI et al., 2006).  

Todos os 8 isolados que carreavam o SCCmec II foram relacionados à linhagem 

USA100/CC5. Os dois isolados que carreavam o SCCmec IV pertencia a duas linhagens 

relacionadas ao USA400/CC1 e USA800/CC5. O isolado SCCmec I esteve associado à 

linhagem USA500/CC5 e outros quatro isolados de ORSA não relacionados a qualquer 

clonalidade já descrita.  

Ao longo do tempo, houve uma variação na ocorrência de isolados de ORSA 

relacionadas às duas linhagens frequentes, CEB/CC8 e USA100/CC5. Houve um predomínio 

inicial do CEB até 2008, com a prevalência de 77% entre os isolados, seguido de propagação 

do USA100 que surgiu em 2007 e foram predominantes (60%) nos anos de 2009 e 2010. As 

linhagens USA400, USA500 e USA800 ocorreram de forma esporádica no ano de  2008. 

Estudos brasileiros sobre a epidemiologia do ORSA, indicaram que um número de 

linhagens restritas a outros continentes estão surgindo em nossos hospitais (CABOCLO et al, 

2013; SCHUENCK et al, 2012). No Brasil, Cavalcante e colaboradores. (2014) 

caracterizaram diferentes linhagens de ORSA da colonização nasal circulando dentro de um 

hospital de ensino. No entanto, para o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que 

investigou as características moleculares de ORSA isolados de infecções em um UTI 

brasileiro. 

Entre as amostras do UTI, com exceção de vancomicina e linezolida e 

sulfametoxazol/trimetoprim para o qual os isolados SCCmec tipo II foram principalmente 

sensíveis, altas taxas de resistência foram verificadas contra os antimicrobianos avaliados 

entre as linhagens predominantes. Este fato pode ser relacionado a presença de SCCmec tipos 

III e II que, em geral, carreiam muitos genes de resistência e foram encontrados em 89% dos 

isolados do presente estudo. Estes perfis de resistência foram relacionados com as linhagens 

CEB/CC8 e USA100/CC5, respectivamente. 

O CEB representa cerca de 90% dos isolados tipo III obtidos a partir de infecções 

(SCHUENCK et al, 2012; TEIXEIRA et al, 2012) e 77% entre os isolados obtidos de 

colonização nasal (CAVALCANTE et al, 2014.). No entanto, em relação aos isolados de UTI, 

os dados são raros. Alguns estudos revelaram percentuais de CEB variando de 83,9% 

(TEIXEIRA et al., 2012), 78% (OLIVEIRA et al., 2001), em infecções, mas estes isolados 

foram obtidos em avaliações globais de ORSA dentro de um hospital. De qualquer forma, 
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nossos resultados foram semelhantes aos encontrados por esses autores, uma vez que 

encontramos 66,7% de isolados CEB em UTI, linhagem esta, muito bem adaptada ao 

ambiente hospitalar, onde os antibióticos são frequentemente utilizados (DEUREMBERG e 

STOBBERINGH, 2008). 

Isolados de ORSA carreando SCCmec tipo II representaram 17,8%   de isolados 

de UTI  e embora a grande sensibilidade para sulfametoxazol/trimetoprim  apresentaram 

perfis de multirresistência muito semelhante ao CEB. Todos os isolados do tipo II estavam 

associados ao USA100/CC5, uma linhagem muito encontrada em hospitais dos EUA 

(TENOVER et al ., 2012), mas que está ocorrendo nos hospitais brasileiros (CABOCLO et al, 

2013; SILVA-CARVALHO et al, 2009). Em 2007, isolados de ORSA carreando os SCCmec 

tipo II surgiram na UTI e foram predominantes (60%) em 2009 e 2010, substituindo o CEB, 

que foi mais frequente (77%) entre os anos de 2005 a 2008. 

Embora a prevalência de isolados USA100/CC5/type II no Brasil ser muito baixa 

(CAVALCANTE et al, 2014; TEIXEIRA et al, 2012), um estudo realizado em um hospital 

público no Rio de Janeiro mostrou que entre isolados ORSA carreando o SCCmec II, 85% 

estava relacionados com esta linhagem (CABOCLO et al., 2013). É importante mencionar que 

a propagação desta linhagem pode ser facilitada pelas características da resistência à oxacilina 

uma vez que o seu cassete mec é menor do que o cassete do tipo III e, assim, pode favorecer 

um crescimento bacteriano mais rápido. 

Ainda que houve a prevalência de linhagens CEB/ tipo III e USA100/tipo II,  uma 

variedade de linhagens foram identificadas no presente estudo, incluindo dois isolados 

SCCmec tipo IV, cada uma relacionado com  a linhagem USA400/CC1 e USA800/CC5, e um 

SCCmec tipo I, que foi associado a linhagem USA500/CC5. A grande diversidade genética 

encontrada entre os isolados de ORSA em pacientes internados na UTI pode ser explicada por 

uma alta rotatividade de pacientes que são transferidos para outras  unidades hospitalares 

diferentes desta (CAVALCANTE et al., 2014). 

A opção de tratamento depende da sensibilidade de cada amostra frente aos 

diversos antimicrobianos, além do local da infecção, da hipersensibilidade do paciente ao 

medicamento, entre outros fatores. Os antimicrobianos beta-lactâmicos possuem a maior 

eficácia para o tratamento, por exemplo, de infecções de corrente sanguíneas causadas por S. 

aureus. Assim, o aumento de amostras de ORSA representa um desafio para terapêutica 

(BOUCHER et al., 2010). Atualmente, a vancomicina e a teicoplanina são os únicos 
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glicopeptídeos disponíveis para uso humano no Brasil, sendo ambos de uso injetável e 

geralmente, primeira escolha para tratamento de infecções por ORSA (FINCH, 2006; 

STEVENS, 2006). 

A oxazolidinona (linezolida) é utilizada clinicamente desde 2001 para, 

principalmente, tratamento de infecções pulmonares e de partes moles (BROWN-ELLIOTT et 

al., 2003). Amostras com resistência a esta droga já foram relatadas e há associação da 

utilização desta com quadros de trombocitopenia. Estudos comprovam que o uso de linezolida 

apresenta melhor prognóstico que o uso de vancomicina (VAN HAL e PATERSON, 2011). 

A daptomicina é um lipopeptídeo cíclico empregado, entre outros, no tratamento 

de infecções de corrente sanguínea. Apresenta atividade contra a maioria dos patógenos 

Gram-positivos aeróbios, incluindo aqueles resistentes à vancomicina e linezolida, porém 

amostras resistentes já foram relatadas (CUBICIN, 2007). 

Como resultado da diminuição da atenção à pesquisa antimicrobiana pelas 

companhias farmacêuticas, estamos nos aproximando de uma necessidade crítica de novos 

agentes para o tratamento de infecções bacterianas cada vez mais resistentes (BUSH e 

PUCCI, 2011). 

Infelizmente, o desenvolvimento e a aprovação de comercialização de novos 

antibióticos não tem acompanhado o ritmo crescente da ameaça de bactérias resistentes à 

saúde pública, e os antibióticos já existentes estão perdendo sua eficácia mais rápido do que 

podem ser substituídos (GWYNN et al, 2010). Neste sentido, a necessidade de descoberta e 

desenvolvimento de novas drogas antibacterianas é conhecida, e esforços tem produzido 

candidatos promissores (ARMSTRONG e MILLER, 2010). 

Neste estudo foi avaliada a susceptibilidade de 21 linhagens de ORSA, escolhidas 

ao acaso e de forma aleatória, frente a 5 aminas aromáticas alquiladas (substâncias anfifílicas 

inéditas derivadas do Tris) previamente sintetizadas por Almeida e colaboradores (2013). 

Assim nossos resultados revelaram a atividade de 4 aminas contra todas as amostras ORSA, 

se comparado a droga controle que foi o cloranfenicol, com destaque, em particular, para os 

compostos 24e e 24f que mostraram atividade antibacteriana in vitro mais potente, com CIM90 

= 8,0μg/mL.  

De acordo com a literatura, apesar de novos agentes antimicrobianos não estarem 

mais sendo desenvolvidos na velocidade com que eram produzidos anteriormente, novas 

abordagens para o tratamento de doenças infecciosas ainda estão surgindo (BUSH e PUCCI, 
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2011). Desta forma, uma abordagem para novos agentes tem sido a de continuar a modificar 

as classes de antibióticos existentes previamente bem sucedidos. Novas fluoroquinolonas, 

aminoglicosídeos, tetraciclinas e β-lactâmicos estão atualmente em desenvolvimento para o 

tratamento de patógenos multi-resistentes. Além disso, as combinações de inibidores da β-

lactamase com novos, e velhos, β-lactâmicos, estão sendo desenvolvidas para combater a 

atividade hidrolítica das novas β-lactamases (BUSH e PUCCI, 2011). 

Neste contexto, embora não representado uma classe química já instituída na 

terapêutica de bactérias Gram positivas, os aminoálcoois figuram como uma classe de 

compostos orgânicos de considerável interesse na química medicinal. Estas substâncias 

apresentam poderoso potencial para a síntese de novos compostos bioativos, uma vez que 

desempenham papel importante em estruturas de fármacos conhecidos como o cloranfenicol 

(DE SOUZA, 2006).  

Estudos anteriores evidenciaram a atividade antibacteriana de surfactantes 

derivados de ácidos graxos, carboidratos ou diaminas, demonstrando a importância da cadeia 

lipofílica, aliada a uma porção amina ou aminoálcool, para a manutenção da atividade 

antibacteriana (ALMEIDA et al., 2011; REIS, 2008). 

 

6.1 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes etiológicos de infecções 

relacionadas à assistência à saúde e a colonização nasal pelo patógeno é considerada o maior 

fator de risco para o desenvolvimento destas infecções. Devido ao aumento nas taxas de 

resistência aos antimicrobianos, em especial à oxacilina, fármaco de escolha para o tratamento 

de infecções causadas por S. aureus, esta situação tem se tornado cada vez mais preocupante. 

A resistência a oxacilina confere resistência não apenas a penicilinas semi-sintéticas como 

também pode conferir a todos os antibióticos da classe dos β-lactâmicos, incluindo cefalosporinas 

e carbapenemas, o que torna a terapêutica para o tratamento de infecções causadas por 

Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (ORSA) bastante dificultada.  

Uma forma de disseminação dessa resistência é através de clones epidêmicos que 

são conhecidos por sua facilidade de transmissão, longa persistência, rápida disseminação 

intra e inter-hospitalar e facilidade de cruzar barreiras geográficas. 
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Nossos resultados apontam reflexões acerca da participação de linhagens de 

Staphylococcus aureus como agente de infecções em um hospital de ensino, terciário, 

apresentando altos níveis de resistência aos antimicrobianos disponíveis para a terapêutica 

dessas infecções, associado a fatores de virulência, que tende a relacionar-se com o caráter de 

multirresistência. Ressalta-se ainda, essa participação principalmente em áreas críticas do 

hospital, como a unidade de terapia intensiva, na qual se encontram pacientes em estado grave 

e imunocomprometidos. 

Assim, estudos futuros são necessários para melhor caracterização dessa espécie 

bacteriana e sua origem, que suscitem estratégias para tratamento e contenção da 

disseminação das infecções associadas. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 A maioria das amostras de ORSA foram isoladas de indívíduos do sexo masculino, a 

partir de sangue e secreção traqueal, associadas principalmente a infecções do sistema 

respiratório e de corrente sanguínea, em unidade de terapia intensiva, em que embora a 

grande maioria obtivesse alta hospitalar, um número expressivo de pacientes foi a óbito; 

 

 No geral, uma alta frequência de resistência foi observada contra a ciprofloxacina, 

clindamicina, eritromicina, amicacina, gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim, 

tetraciclina e cloranfenicol; 

 

 As aminas aromáticas alquiladas apresentaram atividade antibacteriana contra a maioria 

dos isolados de ORSA, principalmente as aminas 24e e 24f com resultados expressivos, 

principalmente em relação ao cloranfenicol que foi a droga usada como controle; 

 

 A grande maioria das linhagens ORSA foram produtoras de biofilme e não hemolíticas; 

 

 Observou que tanto a capacidade de produção de biofilme como a atividade hemolítica 

está relacionada com o caráter de multirresistência principalmente quando esta, é 

simultânea a 6, 7, 8 e 9 drogas; 

 

 Foram encontrados SCCmec dos tipos I (2 amostras/1,9%), II (12 amostras/11,6%), III 

(73/70,9%) e IV (8/7,8%). Oito amostras (7,8%) não foram tipadas; 

 

 A maioria (66,7%) dos isolados foram relacionados com o CEB/CC8/SCCmec III, que 

prevaleceu entre 2005 e 2008, enquanto que a linhagem USA100/CC5/SCCmec II surgiu 

em 2007 e foi mais frequente em 2009 e 2010, na UTI; 

 

 Este estudo mostrou a linhagem BEC/CC8/SCCmec III como a principal causa de 

infecções por MRSA em UTI associado eo surgimento de isolados USA100/CC5 que 

podem estar substituindo o CEB nesta unidade hospitalar. 
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APÊNDICE A – Características clínico-epidemiológicas em linhagens de ORSA associadas a 

pacientes internados no HU/UFJF de 2005 a 2010. 

Características clínico-epidemiológicas 

Período amostrado 

2005 

(n=25) 

2006 

(n=13) 

2007 

(n=27) 

2008 

(n=21) 

2009 

(n=10) 

2010 

(n=07) 

Gênero Masculino 72,0% 69,2% 74% 66,6% 70,0% 71,4% 

Feminino 28,0% 30,8% 26% 33,4% 30,0% 28,6% 

Média de idade (anos)  50,2 54,9 52,2 59,3 58,5 64,4 

Tipo de infecção Bacteremia 4,0% 23,1% 22,2% 33,3% 30,0% 14,3% 

Bacteremia/cateter  12,0% 30,7% 11,1% 14,3% 10,0% 0,0% 

Sítio cirúrgico 28,0% 0,0% 18,5% 14,3% 0,0% 0,0% 

Infecção de ferida 0,0% 0,0% 11,1% 4,8% 10,0% 14,3% 

TGI 8,0% 0,0% 7,4% 0,0% 0,0% 0,0% 

Osteomomuscular 8,0% 0,0% 3,8% 0,0% 0,0% 0,0% 

Sistema Respiratório 36,0% 46,2% 18,5% 23,8% 50,0% 71,4% 

 

Espécimes clínicos 

ITU 4,0% 0,0% 7,4% 9,5% 0,0% 0,0% 

Sangue 20,0% 15,4% 18,5% 38,1% 30,0% 14,3% 

Secreção traqueal 20,0% 30,8% 18,5% 14,3% 50,0% 71,4% 

Urina 4,0% 0,0% 7,5% 9,5% 0,0% 0,0% 

Ponta cateter 16,0% 30,8% 11,1% 19,0% 10,0% 0,0% 

Exsudatos 12,0% 23,0% 22,2% 4,8% 10,0% 14,3% 

Swabs de sítio cirúrgico 28,0% 0,0% 22,2% 14,3% 0,0% 0,0% 

Evolução do paciente Alta 56,0% 46,1% 55,5% 61,9% 30,0% 57,1% 

Óbito 36,0% 53,9% 44,5% 38,1% 60,0% 42,9% 

Tranferência 8,0% 0,0% 0,0% 0,0% 10,0% 0,0% 

Unidade Clínica médica 24,0% 23,1% 22,2% 42,9% 40,0% 14,3% 

Clínica cirúrgica 36,0% 23,1% 29,6% 14,3% 0,0% 14,3% 

UTI 36,0% 53,8% 44,4% 33,3% 50,0% 71,4% 

Pediatria 4,0% 0,0% 0,0% 9,5% 10,0% 0,0% 

TMO 0,0% 0,0% 3,8% 0,0% 0,0% 0,0% 

ITU, infecção do trato urinário; TMO, transplante de medula óssea; UTI, unidade de terapia intensiva 
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APÊNDICE B – Características das 45 linhagens ORSA isoladas na unidade de 

tratamento intensivo do HU/UFJF, entre 2005 a 2010 

 

AZI, azitromicina; CEB, clone epidêmico brasileiro; CLI, clindamicina; CHL, cloranfenicol; ERY, eritromicina; GEN, 

gentamicina; LEV, levofloxacino; LP, líquido peritoneal; PC, ponta de cateter; RIF, rifampicina; SC, sítio cirúrgico; ST, 

secreção traqueal; SXT, sulfametoxazol/trimetoprim; TET, tetraciclina; CC, complexo clonal; NT, não tipável; ND, não 

determinado 
§Definido por PFGE de acordo com Van Belkum et al, 2007. 
±De acordo com McDougal et al, 2003. 
* De acordo com Cockfield et al, 2007. 
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Abstract 

Staphylococcus aureus is a major cause of health care associated infections worldwide. 

The aim of this work was to evaluate epidemiological characteristics and antimicrobial 

susceptibility of Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains isolates from infections in a 

Brazilian tertiary hospital. Clinical and epidemiological data of the patients were collected. 

Bacterial strains were isolated and identified using the classical identification tests. Antimicrobial 

susceptibility assays were performed using the disc-diffusion method. A total of 590 samples of 

S. aureus were isolated from patients and 42.5% were characterized as MRSA. Considering the 

clinical specimens, most of samples were isolated from blood and tracheal secretion, catheter tip, 

surgical site swabs, wound secretion, exudates and urine. Overall, a high frequency of resistance 

was observed against ciprofloxacin, clindamycin, erythromycin, amikacin, gentamicin, 

trimethoprim-sulfamethoxazole, tetracycline and chloramphenicol. Association between death 

and multidrug-resistance in elderly patients, and death and occurrence of bacteremia by 

multidrug-resistant MRSA was observed. Our data are highly relevant for surveillance systems 
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and to map on a wider scale the dynamics of circulation of MRSA and raise discussions on 

containment strategies and rational use of empiric chemotherapy.  

 

 

IntroduUTIon 

The Gram positive cocci Staphylococcus aureus is one of the most common 

microorganisms isolated from infections related to health care around the world. This scenario 

has gotten worse over time due to an increase in antimicrobial resistance rate, especially to 

methicillin, a penicillinase-resistant semisynthetic penicillin, antimicrobial of choice for the 

treatment of infections caused by antimicrobial-resistant S. aureus.1-3 

Methicillin-resistant S. aureus (MRSA) are resistant to other penicillins and may be 

resistant to other β-lactams such as cephalosporins, carbapenems and monobactams.4 These 

bacteria, initially related to infections associated to health care (hospital-acquired methicillin-

resistant Staphylococcus aureus HA-MRSA), nowadays also represent a major problem in the 

community (community-associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus CA-MRSA).5,6 

While the community-associated MRSA diseases are related to skin infections, the more severe 

clinical infections are more frequently related to hospitalized patients.7  

Although in Brazil, researches show a high frequency of MRSA colonization in patients 

with bacteremia,8,9 the most of the scientific data considering epidemiology and antimicrobial 

susceptibility patterns of MRSA to other antimicrobial, are originated in other countries. Thus, 

the available information is not, indeed, representative of the Brazilian reality, which makes 

difficult to guide the empirical chemotherapy. In this respect, considering the worldwide spread 

of MRSA and the lack of regional data on HA-MRSA epidemiology and antimicrobial 

susceptibility patterns, the aim of this study was to describe epidemiological characteristics and 
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antimicrobial susceptibility trends of MRSA strains associated to patients admitted to a tertiary 

hospital, between 2005 and 2010, in Brazil. 

 

Materials and Methods 

A total of 590 samples of S. aureus were isolated and identified from different clinical 

specimens from patients admitted between 2005 and 2010 to the teaching hospital at Federal 

University of Juiz de Fora, Brazil, and 42.5% (n=251) were characterized as MRSA. 

Considering only the non-replicate isolates, 103 MRSA strains were considered in this study 

(Table 1), which was approved by the Ethics Committee of the Federal University of Juiz de 

Fora (certificate no. 267/2011). Clinical and epidemiological data of the patients were collected 

from medical records and record books from the clinical microbiology laboratory Prof. Maurilio 

Baldi at the UFJF Teaching Hospital.  

All the clinical specimens were inoculated in Mannitol Salt Agar (Difco, USA) with a 

0.001 mL sterile loop and incubated at 35.5ºC for up to 48 hours. Bacterial strains (3 to 5 

colonies/clinical specimens) in monomicrobial cultures were isolated and identified using the 

classical identification tests.10 Antimicrobial susceptibility assays were performed on Mueller–

Hinton agar (HiMedia) using the disc-diffusion method and growth inhibition zones were 

interpreted according to the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).11Antimicrobial 

discs amikacin (30µg), ciprofloxacin (5µg),clindamycin (2µg), chloramphenicol (30µg), 

erythromycin (15µg), gentamicin (10µg), trimethoprim-sulfamethoxazole (25µg), tetracycline 

(30µg) and vancomycin (30µg) were of commercial grade (Laborclin Ltda, Brazil). MRSA was 

detected by resistance to to cefoxitin (30µg) and oxacillin (1µg) disks. Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 was used for quality control. Besides the descriptive analysis, univariate analysis 

were performed estimating the odds ratios (OR) with their respeUTIve 95% confidence intervals 
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(CI) to verify the associations between microbial resistance with discharged, transferred and 

deceased patients. The same analysis were performed among the type of MRSA infeUTIon and 

patient’s age and outcome (p<0.05). For means comparisons the Mann-Whitney test was used. 

The comparison of each factor was done by the non parametric Fisher’s exact test. 

Results  

Detailed clinical and epidemiological characteristics of the patients are presented in 

table 1. Overall, 71% of bacteria were recovered from male patients and 29% from female. 

The average age was 54.4 years old. Overall, positive correlations between age or gender, and 

MRSA infected patients were not observed (p = 1.00). Although mainly associated to patients 

admitted in intensive care unit (43.7%), MRSA were also isolate from patients admitted to 

adult infirmary (28.1%), surgical unit (23.3%), pediatrics (3.9%) and bone marrow 

transplantation unit (1%). Considering the associated infections, 34% and 20.4% of the 

samples were isolated from respiratory tract and bacteremia infections, respeUTIvely. MRSA 

was also isolated from surgical site, catheter-related bacteremia, wound infections, infections 

of the musculoskeletal system, tract urinary and digestive system.  

Considering the clinical specimens, most of samples were isolated from tracheal 

secretion and blood (26.2% and 23.3% respeUTIvely) followed by surgical site swabs, 

catheter tip, exudates, wound secretion and urine (Table 1). Regarding to the patients, 53.4% 

were discharged, 43.6% died and 3% were transferred to other hospitals. Overall, a high 

frequency of resistance was observed against ciprofloxacin (92.5%), clindamycin (89.7%), 

erythromycin (86.9%), amikacin (73.8%), gentamicin (70%), trimethoprim-sulfamethoxazole 

(63.5%), tetracycline (60.7 %) and chloramphenicol (52.3%). No bacterial resistance was 

observed against vancomycin (Figure 1). Association between death and multirresistant MRSA 

was observed in elderly patients (OR=3.57 - 95% CI: 0.3 - 38.8). Association was also 
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observed between death and the occurrence of bacteremia in patients with multirresistant 

MRSA (OR=1.57 - 95% CI: 0.2 - 10.4).  

When considering MRSA occurrence over time and their antimicrobial susceptibility, 

alterations in the resistance patterns were observed. In 2005, from the tested drugs, the most 

effeUTIve antimicrobial was chloramphenicol, and high resistance levels were observed against 

amikacin, ciprofloxacin, clindamycin, erythromycin, gentamicin, trimethoprim-sulfamethoxazole 

and tetracycline. In 2006, increased resistance was observed against all tested drugs with rates of 

100% resistance against ciprofloxacin, clindamycin, gentamicin, and trimethoprim-

sulfamethoxazole. In the subsequent two years, decreased resistance was observed, especially in 

2008, with exception for chloramphenicol in 2007. In 2009 it was observed high levels of 

sensitivity to amikacin, gentamicin, trimethoprim-sulfamethoxazole and tetracycline (90%). In 

2010, there was a re-emergence of high resistance levels (100%), especially against 

ciprofloxacin, clindamycin and erythromycin. Considering amikacin, gentamicin, trimethoprim-

sulfamethoxazole and tetracycline, although it has been observed an increased resistance 

compared to the previous year, the resistance rates remained relatively low (28.6%).  

 

Discussion 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus has become a global problem and aUTIve 

surveillance for this pathogen, with appropriate prevention measures, can reduce its infections 

rates and reduce treatment costs.12 This study showed the clinical epidemiology of MRSA 

isolates from inpatients, identifying the distribution of this pathogen in different seUTIons, 

associated with gender and average and more age type of infeUTIon, clinical specimens, and 

patient evolution of a teaching hospital. The results obtained demonstrate there was no 

statistically significant difference when the mean age of patients was compared among the years 
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of the study (p>0.05). The incidence of MRSA infections is among the highest in the elderly 

population.13 Study conducted in Sacramento, EUA, demonstrated that the average age of health 

care associated-MRSA patients was 54, which was 15 years older than the average age of 

patients with community associated-MRSA.14 

It is accepted that morbidity and mortality rates especially from infections with MRSA 

in bloodstream tend to be even greater in the elderly due to their physiological conditions and 

immunological status.15 The impact of methicillin-resistance on mortality among patients 

infected with S. aureus has been primarily evaluated in patients with bacteremia, and the results 

were variable.8,16 A meta-analysis involving studies with mortality data published between the 

years 1980 to 2000 was performed. Among 31 cohort studies including 3.963 patients, of whom 

34% were infected with MRSA, there was a significant increase in mortality associated with 

bacteremia.17 Although there are few national data to compare our results, according to the 

literature methicillin-resistance significantly increased in the early 2000s in developed regions, 

such as the European countries18 and the USA19 and developing regions such as Latin America.20  

In Brazil, oxacillin is used as penicillinase-resistant semisynthetic penicillin, being 

oxacillin-resistant S. aureus (ORSA) equivalent to the MRSA strains in other regions. Reports 

from different hospitals between 1997 and 2001 with totalizing 1.516 S. aureus samples showed 

resistance rates of oxacillin resistance as of 3.8%.21 Reports comprising the period between 2005 

and 2008, involving 2.218 samples, showed ORSA occurrence of 31.0%, and most of these 

bacteria were also resistant against erythromycin, clindamycin, ciprofloxacin, and levofloxacin.22 

With regard to the ORSA observations, our data corroborate these previous studies. An increase 

in MRSA-associated hospital infections has been reported in intensive care units in USA, which 

ranged from only 2% in 1974 to rates of 22% in 1995 and 64% in 2004.23 Subsequent studies 

showed stabilization in this tendency with rates of 56% between 2006 and 2007.24 
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Another study conducted in a teaching hospital in the USA, which evaluated MRSA 

colonization or infections in hospitalized patients revealed that the most common types of 

infections were bacteremia (28%), pneumonia (20%), soft tissue infections (16%), and bones or 

joints infections (16%).25 Overall, the most frequently reported risk factors related to the 

acquisition of MRSA bacteremia include previous antibiotic chemotherapy, prolonged stay in 

ICU, previous MRSA infeUTIon and colonization, use of invasive devices such as central 

venous catheters and urinary catheter, previous hospitalization and presence of co-morbidities.9,26 

The therapy used for MRSA infections is still rather limited. Some drugs have been used 

in recent years such as dalfopristin, linezolid, tigecycline and daptomycin.27,28 However, the use 

of vancomycin is still the choice for treatment of these infections. The increase use of 

glycopeptides has facilitated the selection of resistance and the high toxicity caused in the human 

body, have shown the necessity of the restricted use of these antimicrobials.29,30 

As a whole, the dynamics of antimicrobial resistance, observed in this study, show that 

the widespread use of ciprofloxacin, clindamycin and erythromycin should not be encouraged as 

the first empiric therapy option. By the other hand, the effectiveness of drugs such as 

chloramphenicol might be related to its low prescription over the years in our region. Based on 

results from antimicrobial susceptibility testing, the use of amikacin, gentamicin, tetracycline and 

trimethoprim-sulfamethoxazole should be sustained due to the variations observed for their 

effeUTIveness among the isolated bacteria.  

We observed vancomycin as the most effective drug; other authors also suggest that it 

should be used only for serious infections, when other antimicrobials are without therapeutic 

effect.29,30 Historically, the occurrence of antimicrobial resistance is inevitable. This is due to the 

natural species evolution caused by environmental selective pressures. In this respect, 
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retrospective studies on antimicrobial susceptibility patterns should improve strategies to limit 

the emergence of multi-drug-resistant bacterial strains.  

Our data are highly relevant not only for surveillance systems, but to map on a wider 

scale the dynamics of circulation of such microorganism and raise discussions on containment 

strategies and rational use of empiric chemotherapy. 

 

Conclusion 

This study showed relevant data on the levels of MRSA in critical areas and associated 

specimens respiratory tract secretions and blood. The high levels of antimicrobial resistance 

suggest the extent of the phenomenon and confirm data from the recent literature on the nature of 

the multidrug-resistant strains of S. aureus. Retrospective studies on antimicrobial susceptibility 

patterns should improve strategies to limit the emergence of multi-drug-resistant bacteria. Our 

data are highly relevant for surveillance systems and to map on a wider scale the dynamics of 

circulation of MRSA and raise discussions on containment strategies and rational use of empiric 

chemotherapy 
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Figure 1. Antimicrobial resistance levels of Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in a 

tertiary hospital over a 6-year period. AK, amikacin; CP, ciprofloxacin; CD, clindamycin; CL, 

chloramphenicol; EM, erytromycin; GM, gentamicin, TS, trimethoprim-sulfamethoxazole; TE, 

tetracycline; VA, vancomycin. 
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Table 1. Epidemiological parameters and frequency of antimicrobial resistance in MRSA strains 

associated to patients admitted to a tertiary hospital over a 6-year period 

Epidemiological parameters 

Sampled period 

2005 

(n=25) 

2006 

(n=13) 

2007 

(n=27) 

2008 

(n=21) 

2009 

(n=10) 

2010 

(n=07) 

Gender Male 72.0% 69.2% 74% 66.6% 70.0% 71.4% 

Female 28.0% 30.8% 26% 33.4% 30.0% 28.6% 

Average age (years)  50.2 54.9 52.2 56.5 58.5 64.4 

Type of InfeUTIon Bacteremia 4.0% 23.1% 22.2% 33.3% 30.0% 14.3% 

Catheter bacteremia  12.0% 30.7% 11.1% 14.3% 10.0% 0.0% 

Surgical Site 28.0% 0.0% 18.5 14.3% 0.0% 0.0% 

Wound infeUTIon 0.0% 0.0% 11.1% 4.8% 10.0% 14.3% 

Digestive system 8.0% 0.0% 7.4% 0.0% 0.0% 0.0% 

Musculoskeletal 8.0% 0.0% 3.8% 0.0% 0.0% 0.0% 

Respiratory system 36.0% 46.2% 18.5% 23.8% 50.0% 71.4% 

 

Clinical specimens 

UTI 4.0% 0.0% 7.4% 9.5% 0.0% 0.0% 

Blood 20.0% 15.4% 18.5% 38.1% 30.0% 14.3% 

Tracheal secretion 20.0% 30.8% 18.5% 14.3% 50.0% 71.4% 
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Urine 4.0% 0.0% 7.5% 9.5% 0.0% 0.0% 

Catheter tip 16.0% 30.8% 11.1% 19.0% 10.0% 0.0% 

Exudates  12.0% 23.0% 22.2% 4.8% 10.0% 14.3% 

Surgical Site Swabs  28.0% 0.0% 22.2% 14.3% 0.0% 0.0% 

Patient evolution Discharged 56.0% 46.1% 55.5% 61.9% 30.0% 57.1% 

Death 36.0% 53.9% 44.5% 38.1% 60.0% 42.9% 

Transference 8.0% 0.0% 0.0% 0.0% 10.0% 0.0% 

Hospital seUTIon Infirmary 24.0% 23.1% 22.2% 42.9% 40.0% 14.3% 

Surgery 36.0% 23.1% 29.6% 14.3% 0.0% 14.3% 

Intensive care 36.0% 53.8% 44.4% 33.3% 50.0% 71.4% 

Pediatric 4.0% 0.0% 0.0% 9.5% 10.0% 0.0% 

BMT 0.0% 0.0% 3.8% 0.0% 0.0% 0.0% 
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APÊNDICE E – Artigo submetido em periódico internacional 
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APÊNDICE F – Outras atividades acadêmico-científicas desenvolvidas no período de 

dezembro de 2010 a abril de 2014 

 

 

1. Artigos: 

 

1.1. Autoria: 

 

 Potential spread of multidrug-resistant coagulase-negative staphylococci harbouring 

mecA gene through healthcare waste. 

 

1.2. Co-autoria: 

 

 Antimicrobial susceptibility patterns of Gardnerella vaginalis and vaginolysin gene in 

isolates from women with symptomatic bacterial vaginosis and  

asymptomatic patients. 

 

 Optimization of prokaryotic RNA yield for transcriptional analysis of Bacteroides 

fragilis in experimental infeUTIon. 

 

 Descontaminação de escovas dentais com uma solução de cloreto de sódio à 10%. 
 

 

 

2. Resumos publicados em anais de congresso: 

  

2.1. Internacionais: 

 

 NASCIMENTO, T.C.; SILVA, V.L.; FONTES, C.O.; PAIVA, M.R.B.; FAJARDO, 

M.O.; FORTUNATO, S.O.; OLIVEIRA, T.L.R.; CASTRO, P.P.; SILVA, S.F.; 

DINIZ, C.G. Antimicrobial Susceptibility Patterns and Virulence Characteristics of 

Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Isolated in a Tertiary Hospital from 

2005 to 2010. In: 113th General Meeting - American Society for Microbiology, 

2013, Denver. ASM 2013 - Abstracts, 2013. 

 

 SOUZA, D.M.K.; DINIZ, C.G.; OLIVEIRA, L.M.A.; COELHO, D.M.; TALHA,L.S.; 

NASCIMENTO, T.C.; FERREIRA-MACHADO, A.B.; SILVA, V.L. Antimicrobial 

Susceptibility Patterns of Gardnerella vaginalis and Vaginolysin Gene in Isolates 

from Women with Symptomatic Bacterial Vaginosis and Asymptomatic Patients. In: 

113th General Meeting - American Society for Microbiology, 2013, Denver. ASM 

2013 - Abstracts, 2013. 

 

http://lattes.cnpq.br/2688723320639663
http://lattes.cnpq.br/6515507600722503
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 FREITAS, M.C.R.; FERREIRA-MACHADO, A.B.; REZENDE, A.B.; OLIVEIRA, 

L.M.A.; NASCIMENTO, T.C.; GAMEIRO, J.; SILVA, V.L.; DINIZ, C.G. 

Experimental InfeUTIon Model to Study Drug-Bacteria InteraUTIons: Colonization 

and Physiological Characteristics of Bacteroides fragilis Exposed to Subinhibitory 

Concentrations of Metronidazole. In: 113th General Meeting - American Society for 

Microbiology, 2013, Denver. ASM 2013 - Abstracts, 2013. 

 

 NASCIMENTO, T.C.; ARAUJO, M.L.; CASTRO, P.P.; CAMPOS, M.B.; 

FAJARDO, M.O.; SILVA, S.F.; OLIVEIRA, M.G.; SILVA, V.L.; DINIZ, C.G.  

Aspectos epidemiológicos e susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens de 

Staphylococcus aureus resistentes à oxacilina isoladas em um hospital terciário. In: 

XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia - Programa e Resumos, 2012, 

Santos-SP. XXI ALAM - Congresso Latinoamericano de Microbiologia, 2012. p. 74. 

 

 NASCIMENTO, T.C.; FORTUNATO, S.O.; OLIVEIRA, T.L.R.; CASTRO, P.P.; 

OLIVEIRA, L.M.A.; SILVA, S.F.; SILVA, V.L.; DINIZ, C.G. Correlação entre 

susceptibilidade a antimicrobianos e determinantes de virulência em linhagens de 

MRSA multirresistentes isoladas em um hospital terciário. In: XXI Congresso 

Latinoamericano de Microbiologia - Programa e Resumos, 2012, Santos-SP. XXI 

ALAM - Congresso Latinoamericano de Microbiologia, 2012. p. 74. 

 

 SOUZA, D.M.K.; JUNQUEIRA, M.L.; NASCIMENTO, T.C.; SILVA, V.L.; 

OLIVEIRA, M.G. Detecção de marcadores fenotípicos de resistência em linhagens 

da família Enterobacteriaceae isoladas em um hospital terciário. In: XXI Congresso 

Latinoamericano de Microbiologia - Programa e Resumos, 2012, Santos-SP. XXI 

ALAM - Congresso Latinoamericano de Microbiologia, 2012. p. 168. 

 

 FREITAS, M.C.R.; FERREIRA-MACHADO, A.B.; MELO, J.; REZENDE, A.B.; 

CASTRO, P.P.; NASCIMENTO, T.C.; SILVA, V.L.; DINIZ, C.G. Adequação de 

modelo experimental para o estudo in vivo da interação entre Bacteroides fragilis, 

antimicrobianos e hospedeiros. In: XXI Congresso Latinoamericano de 

Microbiologia, 2012, Santos-SP. XXI ALAM - Congresso Latinoamericano de 

Microbiologia - Programa e Resumos, 2012. p. 83. 

 

2.2.  Nacionais: 

 

 NASCIMENTO, T.C.; FONTES, C.O.; ARAUJO, M.L.; FAJARDO, M.O.; PAIVA, 

M.R.B.; FORTUNATO, S.O.; CASTRO, P.P.; OLIVEIRA, T.L.R.; SILVA, S.F.; 

SILVA, V.L.; DINIZ, C.G. Aspectos epidemiológicos, da virulência e resistência a 

antimicrobianos em Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina isoladas de 

Unidade de Terapia Intensiva. In: 27º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013, 

Natal, RN. ANAIS DO 27º CBM 2013, 2013. 
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 FREITAS, M.C.R.; FERREIRA-MACHADO, A.B.; REZENDE, A.B.; OLIVEIRA, 

L.M.A.; NASCIMENTO, T.C.; ANDRADE, A.B.; FERREIRA, L.F.; SILVA, V.L.; 

DINIZ, C.G. Avaliação dos Níveis Populacionais de Bacteroides fragilis em Modelo 

de Infecção Experimental após Exposição à Concentração Subinibitória de 

Metronidazol. In: 27º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013, Natal, RN. 

ANAIS DO 27º CBM 2013, 2013. 

 

 SOUZA, D.M.K.; DINIZ, C.G.; OLIVEIRA, L.M.A.; COELHO, D.M.; TALHA, L.S.; 

CASTRO, P.P.; NASCIMENTO, T.C.; FERREIRA-MACHADO, A.B.; SILVA, 

V.L. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de linhagens de Gardnerella 

vaginalis isoladas de pacientes com e sem vaginose bacteriana em Juiz de Fora/MG. 

In: III Congresso Latino-Americano de Resistência Microbiana e X Sul Encontro de 

Controle de Infecção, 2013, Gramado/RS. Journal of InfeUTIon Control, 2013. v. 2. 

 

 NASCIMENTO, T.C.; FORTUNATO, S.O.; OLIVEIRA, T.L.R.; CAMPOS, M. B.; 

COELHO, D.M.; SILVA, V.L.; DINIZ, C.G. Tolerância a metais tóxicos e possível 

associação com resistência múltipla a antimicrobianos em linhagens de MRSA 

isoladas de um hospital terciário. In: 26º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 

2011, Foz do Iguaçu, PR. Anais do 26º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2011. 

 

 NASCIMENTO, T.C.; FORTUNATO, S.O.; OLIVEIRA, T.L.R.; SILVA, S.F.; 

SILVA, V.L.; DINIZ, C.G. Correlação entre susceptibilidade a antimicrobianos e 

produção de biofilme em linhagens de MRSA isoladas em um hospital terciário. In: 

26º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2011, Foz do Iguaçu, PR. Anais do 26º 

Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2011. 

 

 

3. Participação em eventos: 

 

3.1. Internacionais: 

 

 113th General Meeting - American Society for Microbiology. 2013. 

 

 XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia. 2012. 

 

 III Simpósio Internacional de Microbiologia Clínica. 2012. 

 

 

3.2. Nacionais: 

 

 

 27º Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2013.  

 

 XXI Congresso Latinoamericano de Microbiologia. 2012. 
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 26º Congresso Brasileiro de Microbiologia. 2011. 

 

 

4. Atividades docentes: 

 

4.1. Docência: 

 

 Professor Substituto – Departamento de Enfermagem Básica – Faculdade de 

Enfermagem – Universidade Federal de Juiz de Fora. 

Período: março de 2014 – atualmente 

Disciplinas Ministradas: Fundamentos de Enfermagem I; Fundamentos de Enfermagem 

II; Administração em Enfermagem I; Administração em Enfermagem II. 

 

 Professor Substituto – Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia – 

Instituto de Ciências Biológicas – Universidade Federal de Juiz de Fora. 

Período: março de 2010 – dezembro de 2011 

Disciplinas Ministradas: Microbiologia Geral (Odontologia); Microbiologia Aplicada à 

Odontologia (Odontologia); Microbiologia Geral e Aplicada (Enfermagem); 

Microbiologia I (Medicina); Bacteriologia (Farmácia), Biologia de Microrganismos 

(Ciências Biológicas). 

 

  

4.2. Participação em bancas de Pós-graduação latu sensu – Especialização 

 

 Participação em banca de Fabiane Beatriz Rodrigues da Silva. Análise da frequencia e 

do perfil de susceptibilidade dos agentes causadores de infecções do trato urinário em 

pacientes hospitalares e comunitários. Monografia (Aperfeiçoamento/Especialização em 

Especialização em Análises Clínicas) - Universidade Federal de Juiz de Fora. 2012. 

 

 Participação em banca de Daniele Maria Knupp de Souza. Multirresistência a 

Antimicrobianos em Bacilos Gram-Negativos: Um Desafio em Hospitais de Ensino. 

Monografia (Aperfeiçoamento/Especialização em Política e Pesquisa em Saúde Coletiva) 

- Universidade Federal de Juiz de Fora. 2011. 

 

4.3. Participação em bancas de Trabalhos de Conclusão de Curso - Graduação 

 

  Participação em banca de Marina Barros Campos. Determinação da concentração 

inibitória fracionária de antimicrobianos associados a nanopartículas de prata. Trabalho 

de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia) - Universidade Federal de Juiz de Fora. 

2014. 
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  Participação em banca de Tamara Lopes Rocha de Oliveira. Resistência a 

antimicrobianos em Staphylococcus sp. e Enterococcus sp. isolados de sistema de 

aquicultura, mediada por plasmídios. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em 

Farmácia) - Universidade Federal de Juiz de Fora. 2013. 
 

 Participação em banca de Mayara Rodrigues Brandão de Paiva. Perfil de 

susceptibilidade de Staphylococcus coagulase negativo isolados do queijo Minas Frescal.  

Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia) - Universidade Federal de 

Juiz de Fora. 2013. 
 

 Participação em banca de Samuel Oliveira Fortunato. Dinâmica populacional de cocos 

gram positivos e bastonetes gram negativos de interesse em saúde humana e animal, em 

sistemas de biodigestão anaeróbica. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em 

Farmácia) - Universidade Federal de Juiz de Fora. 2013. 

 

 Participação em banca de Rafaela Alvim Garcia. Isolamento, identificação e perfil de 

susceptibilidade a antimicrobianos de Staphylococcus spp. isolados de queijo minas 

frescal. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Farmácia) - Universidade 

Federal de Juiz de Fora. 2012. 

 

5. Projetos de Pesquisa: 

 

 Estudo do microbioma e participação de Staphylococcus aureus em diferentes sítios de 

colonização e infecção no paciente HIV: análise fenotípica e molecular de amostras e 

aspectos epidemiológicos associados à aquisição do patógeno no município de Juiz de 

Fora e região. (Coordenador). 

 

 Aspectos fisiológicos e moleculares (viruloma e resistoma) de Staphylococcus aureus 

resistentes à oxacilina isolados em um hospital terciário, no período de 2005 a 2011. 

(Integrante). 

 

 Avaliação do transcriptoma e de aspectos fisiológicos e da patogênese de Bacteroides 

fragilis durante infecção experimental em resposta a concentrações sub-inibitórias de 

metronidazol. (Integrante). 
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ANEXO A – Parecer Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B – CLSI 2012 
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