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Resumo 

 

CUNHA, Kamila Furtado. Determinação do perfil de sensibilidade e avaliação da 
formação de biofilme em Staphylococcus spp. isolados de amostras clínicas em 
um hospital de ensino em Pelotas, RS, Brasil. 2017. 67f.  Trabalho de Conclusão de 

Curso- Graduação em Ciências Biológicas Bacharelado, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2017. 

  

Bactérias do gênero Staphylococcus fazem parte da microbiota da pele e membranas 
mucosas em seres humanos, sendo patógenos oportunistas, causando desde simples 
infecções de pele até doenças sistêmicas. Atualmente, os estafilococos 
multirresistentes são um dos principais agentes causadores de infecções nosocomiais. 
Dentre eles, S. aureus resistente à meticilina (MRSA), apresenta resistência a todos β-
lactâmicos, devido a expressão do gene mecA, sendo presente também em alta 
frequência em isolados de Staphylococcus coagulase negativo (SCN), representando 
um dos maiores problemas em saúde pública, devido as alternativas terapêuticas que 
podem ser utilizados contra esses micro-organismos serem reduzidas. Desta forma, o 
objetivo deste estudo foi determinar o perfil de sensibilidade aos antibacterianos e 
verificar a presença do gene mecA em isolados clínicos de Staphylococcus spp. 
obtidos de pacientes internados em um hospital de ensino na cidade de Pelotas, e 
também avaliar sua capacidade de formação de biofilme in vitro.Os isolados foram 
submetidos à confirmação bioquímica, e tiveram seu perfil de sensibilidade avaliado 
através do antibiograma. Buscou-se também a presença do gene mecA, através da 
técnica de PCR, e os mesmos foram avaliados quanto a capacidade de formação de 
biofilme in vitro. Foram analisados 23 isolados, onde 16 foram confirmados como SCN 
e 7 como S. aureus. Quanto ao perfil de sensibilidade, foi observado que apenas 4,3% 
dos isolados foram sensíveis a todos antibacterianos testados. Dentre os isolados 
avaliados 8,6% foram resistentes a vancomicina, 26,1% a gentamicina, 47,8% a 
cefoxitina, 73,9% a eritromicina e 78,2% a oxacilina (ORSA). Observou-se um 
importante perfil de sensibilidade intermediária a vancomicina (VISA), ocorrendo em 
40% dos SCN. O gene mecA foi observado em 60,1% dos isolados, sendo presente em 
71,4% e 56,2% dos isolados de S. aureus e SCN, respectivamente. Resultados como 
esses, demonstram a importância do uso incorreto das práticas terapêuticas, 
principalmente no ambiente hospitalar, visto que esta pode acelerar o processo de 
resistência bacteriana. A capacidade de formação de biofilme foi observada em todos 
os isolados, os quais foram classificados como fortes formadores, com exceção de dois 
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isolados de SCN. Verificou-se que as concentrações de glicose de 0,50%, 0,75% e 1% 
potencializaram a formação de biofilme, sendo resultados preocupantes visto que em 
indivíduos com hiperglicemia pode haver uma potencialização da formação do mesmo. 
Ressalta-se que dentre os isolados moderados formadores de biofilme o gene mecA foi 
amplificado em 43,5% e, em 56,5% dos fortes formadores. Esse estudo demonstrou a 
importância do uso racional de antibacterianos no ambiente hospitalar uma vez que 
podem acelerar o processo de resistência bacteriana, bem como a necessidade de 
intensificar os cuidados com assepsia e desinfecção, visto que esses podem minimizar 
a disseminação de cepas multirresistentes nesses ambientes.  

 

 

Palavras-chave: biofilme; mecA; MRSA; Staphylococcus spp.; VISA.  
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Abstract 

 

 

CUNHA, Kamila Furtado. Determination of sensibility profile and avaliation 

biofilm formation in Staphylococcus spp. Isolated from clinical samples in a 

teaching hospital in Pelotas, RS, Brazil. 2017. 67p. Monograph- Graduation in 

Biological Sciences Bachelor. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.  

 

Bacteria from genus Staphylococcus are part of the microbiota of the skin and 

mucous membranes in humans, being opportunistic pathogens, ranging from simple 

skin infections to systemic diseases. Among them, S. aureus resistant to methicillin 

(MRSA), is resistant to all β-lactams, due to the expression of the mecA gene. It is 

also present in high frequency in Staphylococcus coagulase negative (SCN) isolates, 

representing one of the major problems in public health, because of the therapeutic 

alternatives that can be used against these microorganisms to be reduced. The 

objective of this study was to determine the sensitivity profile to antibacterial and to 

verify the presence of mecA gene in clinical isolates of Staphylococcus spp. obtained 

from patients hospitalized in a teaching hospital in Pelotas, and also to evaluate their 

ability to form biofilms in vitro. The isolates were submitted to biochemical 

confirmation and had their sensitivity profile evaluated through the antibiogram. The 

presence of the mecA gene was also sought through the PCR technique, and they 

were evaluated for in vitro biofilm formation capacity. Twenty-three isolates were 

analyzed, where 16 were confirmed as SCN and 7 as S. aureus. About the sensitivity 

profile, it was observed that only 4,3% of the isolates were sensitive to all tested 

antibacterials. Among the isolates evaluated, 8,6% were resistant to vancomycin, 

26,1% to gentamicin, 47,8% to cefoxitin, 73,9% to erythromycin and 78,2% to 

oxacillin (ORSA). There was an important intermediate sensitivity profile of 

vancomycin (VISA), occurring in 40% of SCN. The mecA gene was observed in 

60,1% of the isolates, being present in 71,4% and 56,2% of the isolates of S. aureus 
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and SCN, respectively. Results such as these demonstrate the importance of 

incorrect use of therapeutic practices, especially in the hospital environment, since 

this may accelerate the bacterial resistance process. The biofilm formation capacity 

was observed in all the isolates, which were classified as strong formants, with the 

exception of two SCN isolates. It was verified that the glucose concentrations of 

0.50%, 0.75% and 1% potentiated the formation of biofilm, being troubling results 

since in individuals with hyperglycemia there may be a potentiation of the formation 

of the same. It should be noted that among the moderate biofilm forming isolates the 

mecA gene was amplified in 43.5% and in 56.5% of the strong formers. This study 

demonstrated the importance of the rational use of antibacterials in the hospital 

environment, since they can accelerate the bacterial resistance process, as well as 

the need to intensify care with asepsis and disinfection, as these can minimize the 

spread of multiresistant strains in these environments. 

 

Key-words: biofilm; mecA; MRSA; Staphylococcus spp.; VISA 
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1 Introdução 

O gênero Staphylococcus possui cerca de 40 espécies, as quais são 

caracterizadas por serem cocos Gram positivos, imóveis, anaeróbios facultativos, 

crescendo entre 18-40°C. Fazem parte da microbiota da pele e membranas 

mucosas em todos os animais. Essas bactérias são conhecidas por serem 

importantes patógenos oportunistas, podendo causar desde simples infecções de 

pele até sistêmicas (MURRAY, 2009). As espécies mais frequentemente associadas 

a infecções em humanos são Staphylococcus aureus e algumas espécies de 

Staphylococcus coagulase negativa.  

Staphylococcus aureus é caracterizado por ser um importante patógeno 

associado à colonização assintomática em humanos, sendo agente comum de uma 

série de doenças, dentre elas: intoxicações alimentares e infecções como 

pneumonias, bacteremias e urinárias. Essa espécie pode fazer parte da microbiota 

humana, colonizando cerca de 20-40% da população, principalmente nas vias 

aéreas superiores (MURRAY, 2009). Possui a capacidade de se adaptar a diferentes 

ambientes, possibilitando a colonização do homem e de ambientes ao seu redor, 

formando reservatórios aptos para colonizar outros indivíduos, sendo a principal 

espécie de importância médica do gênero (LEITE, 2008). 

Os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) eram considerados como bactérias 

não virulentas, representando pouco risco em ambientes hospitalares. Entretanto, há 

alguns anos, devido a sua capacidade de causa variados tipos de infecções, ser 

resistente a vários antibacterianos e apresentar capacidade de formar biofilmes, os 
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tornaram importantes agentes de infecções hospitalares (von EIFF, PETERS e 

HELLMANNM, 2002; FRIGATTO et al., 2005; COIA et al., 2006; NUNES et al., 2006; 

HIGUCHI et al., 2007; OLIVEIRA, 2007; COSTERTON, MONTANARO e ARCIOLA, 

2005; MONSEN, KARLSSON e WISTROM, 2009; MURRAY, 2009).  

O biofilme bacteriano é considerado como um aglomerado de células 

aderidas fortemente a uma superfície, sendo este um importante fator de virulência, 

uma vez que pode favorecer a permanência do micro-organismo no ambiente por 

mais tempo, podendo ser formado em superfícies inertes, como materiais médicos 

invasivos. Recentemente foi descrito que o biofilme formado por S. aureus é 

resistente à ação do sistema imune, particularmente dos macrófagos (HENRIQUES, 

VASCONCELOS e NUNO 2013). Alguns estudos indicam que bactérias associadas 

a biofilmes são de 100 a 1000 vezes menos susceptíveis a substâncias 

antibacterianas quando comparadas com células na forma plactônica, ou seja, 

células livres não aderidas (SAGINUR et al., 2006; DAVIES, 2003). 

 Os Staphylococcus spp. multirresistentes são um dos principais agentes 

causadores de infecções nosocomiais, e isto vem trazendo preocupações aos 

profissionais de saúde, pois as alternativas terapêuticas que podem ser utilizadas 

contra eles são reduzidas (MARRA et al, 2011). Dentre os Staphylococcus spp. 

multirresistentes, os S. aureus resistente à meticilina (MRSA) se destacam por 

apresentarem resistência aos antibacterianos β-lactâmicos, como penicilinas, 

cefalosporinas, carbapenêmicos e monobactâmicos, devido à expressão de um 

receptor de baixa afinidade a estes antibacterianos, sendo seu mecanismo de ação 

baseado na ligação à enzimas bacterianas constitutivas, impedindo seu correto 

funcionamento (RODRIGUES, 2011). O principal mecanismo de resistência em 

Staphylococcus spp. à meticilina está relacionada à expressão do gene mecA que 

codifica para as proteínas ligantes de penicilina (PBPS) com baixa afinidade aos 

antibióticos β-lactâmicos (CORREAL et al., 2013).  

As infecções causadas por bactérias multirresistentes estão associadas a 

elevadas taxas de morbidade e mortalidade, além de um maior gasto financeiro 

quando comparadas a outras infecções, já que há um aumento no tempo de 

hospitalização e necessidade de isolamento dos pacientes, além de cuidados 

médicos adicionais. O grande impacto de cepas de MRSA e também de SCN sobre 

morbidade, mortalidade e custos, vêm sendo amplamente documentado nos 
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Estados Unidos e em países da Europa (ARCHER, 1998). No Brasil há registros 

sobre surtos, colonização de pacientes e da equipe (enfermeiros, técnicos de 

enfermagem, funcionários da limpeza e médicos) (LEITE, 2008).  

A grande transmissibilidade de bactérias do gênero Staphylococcus, seu 

potencial patogênico, possibilidade de resistência a vários antibacterianos, formação 

de biofilmes e uma porcentagem considerável da população ser portadora 

assintomática de S. aureus, são fatores que tornam estas bactérias de interesse 

clínico por causarem facilmente infecções e complicações decorrentes destas 

(LEITE, 2008). Assim, se faz necessária a obtenção de dados visando gerar mais 

informações sobre esses micro-organismos nesses ambientes. 

 

1. 1  Objetivos 

 

1.1. 1 Geral 

O objetivo geral do presente estudo foi determinar o perfil de sensibilidade a 

antibacterianos de isolados clínicos de Staphylococcus spp. oriundos de amostras 

de pacientes internados em um hospital de ensino na cidade de Pelotas, assim 

como avaliar sua capacidade de formação de biofilme.   

 

1.1.2  Específicos 

Como objetivos específicos o trabalho visou: 

- Confirmar S. aureus e Staphylococcus coagulase negativa oriundos de amostras 

clínicas através de provas bioquímicas; 

- Avaliar o perfil de sensibilidade dos isolados clínicos confirmados bioquimicamente 

frente a diferentes antibacterianos; 

- Caracterizar geneticamente os isolados de Staphylococcus spp. como resistentes à 

meticilina (MRS) através da pesquisa do gene mecA; 

- Determinar a prevalência de MRS entre os isolados estudados; 

- Verificar a capacidade de formação de biofilme nos isolados clínicos.  
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2 Revisão de literatura 

 

2.1 Gênero Staphylococcus 

Os estafilococos pertencem à família Micrococcaceae, o gênero é dividido 

em dois grandes grupos baseados na capacidade de coagular o plasma sanguíneo 

através da enzima coagulase, sendo eles: os Staphylococcus coagulase positiva, 

tendo como seu principal representante o S. aureus, e os Staphylococcus coagulase 

negativa (SNC), como S. epidermidis, S. haemolyticus, S. saprophyticus, dentre 

outras espécies (BASTOS, COUTINHO e COELHO, 2010; KONEMAN et al., 2001).  

Essas bactérias compõem a microbiota da pele e mucosa de humanos e 

outros animais, entretanto podem se comportar como patógenos causando 

infecções oportunistas, através de diferentes mecanismos que auxiliam a invasão do 

hospedeiro e também evasão do sistema imune. São considerados como um 

problema crescente nos ambientes hospitalares sendo os principais agentes de 

infecções (KLUYTMANS, BELKUM e VERBRUGH, 2009). Dentre as espécies 

patogênicas, S. aureus se destaca devido aos seus fatores de virulência e 

resistência a diversos antibacterianos, além de sua fácil disseminação. Os SCN vêm 

apresentando também um importante perfil de resistência e alta incidência em 

ambientes hospitalares, sendo associados a infecções causadas por dispositivos 

médicos invasivos (OLIVEIRA et al., 2007). 

Vários estudos demonstram a alta incidência de bactérias desse gênero no 

ambiente hospitalar. Oliveira (2013) verificou a presença de bactérias em jalecos de 
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profissionais de saúde em um hospital universitário, sendo o gênero Staphylococcus 

predominante entre os isolados. Resultados semelhantes foram encontrados por  

Borretti et al.  (2014), avaliando brinquedos de uma unidade pediátrica em um 

hospital, onde foi observado que 87% das amostras apresentavam-se contaminadas 

por Staphylococcus spp., sendo 29% de S. aureus e 71% de SCN, ambos 

apresentando resistência a penicilina, oxacilina e clindamicina, entretanto, sensíveis 

à vancomicina. 

 

2.1.2 Staphylococcus aureus  

Staphylococcus aureus coloniza principalmente as vias aéreas superiores e 

a pele, sendo encontrado em 20-40% da população. A patogênese de S. aureus se 

inicia com a colonização do indivíduo, consequência da adesão bacteriana aos 

tecidos através de suas variadas proteínas de superfície. Após a fixação, utilizam 

meios para escapar do sistema imune, como por exemplo, formação de biofilmes, 

dificultando a atuação de células do sistema imune e ação de antimicrobianos. 

Quando as circunstâncias são favoráveis, ocorre à invasão tecidual, e para que seja 

bem sucedida depende dos mecanismos dependentes das proteínas de superfície, 

como a cápsula antifagocitária e proteína A (capazes de inibir a opsonização e 

fagocitose) (CORREAL et al., 2013). 

Os fatores de virulência de S. aureus são os responsáveis pelos sintomas e 

gravidade das infecções causadas por esse micro-organismo, dentre eles podem ser 

citados, os componentes de superfície, como moléculas de adesão, peptideoglicano, 

produção de cápsula e proteína A, os quais possibilitam a evasão do sistema 

imunológico do hospedeiro; enterotoxinas (tipo A ao E) e enzimas extracelulares, 

como catalases, nucleases, β-lactamases, hialuronidases, hemolisinas, lípases e 

fibrinolisinas, facilitando a disseminação nos tecidos (FINCH, 2002). 

No trabalho de Faria (2009), foi comparada a presença de S. aureus em 

crianças saudáveis e internas na pediatria em um hospital, onde a presença dessa 

bactéria foi de 49,2% nas crianças saudáveis (sem contato prévio com ambiente 

hospitalar) e 36% em crianças internas. Silva et al.  (2012), relataram a prevalência 

de 25, 8% desse micro-organismo, através de coletas da cavidade nasal e das mãos 

de 151 profissionais da saúde em um hospital de ensino.   
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Superfícies inertes e equipamentos de uso comum podem servir como 

reservatórios para esses micro-organismos, servindo como fonte de futuras 

contaminações. Ferreira et al.  (2010), analisando colchões “caixa de ovo” em um 

hospital, observou que aproximadamente 50% dos colchões avaliados, 

apresentaram-se contaminados por S. aureus. Oie, Hosokawa e Kamiya (2002) 

analisando maçanetas de quartos de pacientes internados, observaram a presença 

de MRSA em 19% dos quartos dos pacientes que estavam infectados por essa 

cepa, e também em 7% dos quartos de pacientes não infectados. French et al.  

(2004)  demonstraram que MRSA foi encontrado antes da limpeza em 59% de 

maçanetas e 33% de torneiras, além de outras superfícies comumente manipuladas 

pelos profissionais da saúde, como painel de controle da cama, interruptores de luz 

e elevadores de transporte de pacientes.  

 

2.2.2 Staphylococcus coagulase negativa 

Durante vários anos os SCN foram considerados como contaminantes 

inofensivos e pouco virulentos, entretanto, atualmente, vêm surgindo como 

importantes patógenos em ambientes hospitalares, principalmente por causarem 

infecções persistentes após cirurgia de implantes e uso de dispositivos médicos 

como catéteres intravenosos, sendo responsáveis por 50% dessas infecções e 

também por ser a maior causa de bacteremia adquirida no ambiente hospitalar 

(BERNARDI, PIZZOLITTO e PIZZOLITTO, 2007; PINHEIRO, 2014). 

Em vários casos, esses micro-organismos podem ser identificados em 

amostras de sangue, indicando quadro clínico de sepse. Souza et. al (2014) 

avaliaram 2.210 amostras de hemocultura de pacientes de uma Unidade de 

Tratamento Intensivo (UTI) em Goiânia, sendo 170 amostras positivas, onde os SCN 

foram os micro-organismos prevalentes (23,5%), seguido de S. aureus  (21,15%) e 

outras bactérias Gram negativas. Resultados semelhantes também foram 

encontrados por Falagas et al. (2006), onde os SCN estavam presentes em 52,5% 

das amostras avaliadas. Alves et al. (2012) analisaram amostras de sangue, e 

observaram que os SCN foram os mais frequentes, seguidos por S. aureus e 

Pseudomonas spp.  

A espécie mais frequente de SCN no ambiente hospitalar é o S. epidermidis, 

sendo o causador de 40-90% das infecções associadas a dispositivos médicos. Em 
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um estudo retrospectivo realizado por Santos, Saavedra e Ferreira (2014), foram 

avaliados indivíduos admitidos no Hospital da Prelada para cirurgia ortopédica, para 

colocação ou revisão de próteses, sendo observado que mais de 50% dos agentes 

causadores de infecções pós-operatórias foram SNC, e destes 30% foram 

identificados como S. epidermidis. Nesse mesmo hospital, no ano de 2011, 

observou-se a incidência de 5,48% de S. epidermidis, e de 6,2% de S.aureus.  

 

2.3  Infecções hospitalares causadas por Staphylococcus spp. 

Em ambientes hospitalares a transmissão de patógenos se dá 

principalmente pelo ar e contato direto. Nesse contexto, os funcionários são 

considerados como potenciais portadores assintomáticos, onde suas mãos são as 

principais vias de transmissão cruzada de micro-organismos, podendo colaborar 

para sua dispersão (CRUZ, 2011; LEITE, 2008). Além das mãos dos profissionais de 

saúde, os objetos também são considerados como importantes fontes de 

contaminação, como demonstrado em um estudo por Boyce et al.  (1997), onde 

cinco (42%) de 12 enfermeiras contaminaram-se com MRSA enquanto realizavam 

procedimentos que não requeriam contato direto com o paciente mas envolvia 

manipular objetos nos quartos de pacientes. Semelhante ao estudo realizado por 

Renner e Carvalho (2013), avaliando a presença de micro-organismos em 

superfícies de objetos em uma UTI, sendo observada a prevalência de S. 

epidermidis (42%), seguido de S. aureus (37%).  

Estudos demonstram que a lavagem das mãos reduz as chances de 

transmissão de patógenos, até mesmo de micro-organismos multirresistentes, como 

o realizado por Vilarinho et al. (2015). Esses autores identificaram uma diferença 

significativa na presença de S. aureus dentre outros patógenos nas mãos dos 

trabalhadores de uma UTI, reduzindo para 1%. Entretanto, mesmo se tratando de 

uma medida simples para prevenção da disseminação de doenças, observa-se certa 

resistência a aquisição desse hábito antes e após o cuidado de cada paciente por 

parte dos profissionais da saúde (PITTE et al., 2000).  

No estudo realizado por Rezende et al. (2012) avaliando a adesão dos 

profissionais de enfermagem aos equipamentos de proteção individual (EPI) e 

higienização das mãos, foi observado que em 40,9% dos casos não foi realizada a 
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higienização das mãos antes e após procedimentos rotineiros, como vacinações e 

curativos. Custódio et al.  (2009) observaram a presença de S. aureus em 40% dos 

profissionais da saúde em um hospital particular em Goiânia, sendo que desses 

isolados, 70% apresentaram-se resistentes à oxacilina (β- Lactâmico). 

Acredita-se que as infecções nosocomiais são as maiores causas de 

mortalidade e morbidade em Unidades de Tratamento Intensivo (UTI), 

especialmente nas neonatais. De acordo com o estudo realizado por Brito et al. 

(2010), através de vigilância durante quatro anos, foi observado que dos 1.443 

pacientes atendidos, 209 desenvolveram infecção hospitalar, onde os principais 

agente etiológicos foram os SNC (36,5%) e S. aureus (23,6%), os quais 

apresentaram resistência a oxacilina em 81,8% e 25,3% dos isolados, 

respectivamente.  

As infecções nosocomiais no Brasil, entre 2007 e 2010, representaram 40% 

da taxa de mortalidade causadas por esse tipo de infecção, sendo próximo da taxa 

encontrada no Rio Grande do Sul em 2003, a qual foi de 45% (MARRA et al., 2011; 

LISBOA et al., 2007). Muitas das infecções em ambientes hospitalares podem ser 

atribuídas à capacidade dos micro-organismos formarem biofilmes, sendo difíceis de 

erradicar, transformando-se em fontes para infecções recorrentes.  

Segundo Evangelista e Oliveira (2015) no Brasil, entre o período de 2007 a 

2014, a maioria dos casos de infecções nosocomais causadas por MRSA foram 

registrados principalmente nas regiões Sul e Sudeste do país, ocorrendo em todas 

as faixas etárias. Na maioria dos casos houve uma infecção inicial na pele ou 

tecidos com traumas locais, evoluindo para um quadro clínico mais grave como 

sepse e pneumonia, onde o período de internação desses pacientes foi estendido. 

Na literatura, há registros de que cepas de MRSA são capazes de sobreviver por um 

período de até 30 dias em objetos comumente utilizados em hospitais (CRUZ et al., 

2011; LEITE, 2008). 

As infecções relacionadas à assistência a saúde são consideradas 

problemas de saúde pública, levando a necessidade de que se desenvolvam ações 

preventivas e de controle, onde se visa reduzir a morbidade, mortalidade e 

proporcionar melhorias na qualidade dos serviços prestados aos usuários (GIROTI e 

GARANHANI, 2015; MARRA et al., 2011). O conhecimento dos profissionais e 

futuros profissionais da saúde a cerca da transmissão de micro-organismos se torna 
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um elemento essencial para prevenção e controle destes, principalmente dos 

multirresistentes. Assim, a compreensão e conscientização de ser um potencial 

disseminador são fundamentais para a adoção de medidas cotidianas necessárias 

para interromper a transmissão desses agentes, em ambientes de assistência à 

saúde (SILVA et al., 2010). 

  

2.4 Biofilmes 

Os biofilmes bacterianos são aglomerados de células fortemente aderidas a 

superfícies, sejam elas inertes ou não, envolvidas por uma matriz de polímeros 

orgânicos. Formam uma estrutura porosa que permite a troca de substâncias 

nutritivas entre as células, tornando possível a resistência das mesmas ao ambiente 

(COSTERTON, MONTANARO e ARCIOLA, 2005). 

 Pesquisas sobre biofilmes se tornaram mais consistentes nas últimas quatro 

décadas, entretanto formação de biofilmes é um processo complexo segundo 

Trentin, Giordani e Macedo (2013), pois envolve a interação entre a bactéria, a 

superfície onde será formado o biofilme e também o microambiente em que se 

encontram. Considera-se que o desenvolvimento de biofilmes seja um processo que 

ocorra em quatro etapas: inicialmente há a adesão das células bacterianas a um 

substrato, após isso as células começam a se agregar, formando múltiplas camadas, 

havendo então a maturação do biofilme e a etapa seguinte é caracterizada pelo 

desprendimento de algumas células para que se inicie um novo ciclo (COSTERTON, 

MONTANARO e ARCIOLA, 2005; HALL-STOODLEY e STOODLEY, 2005).  

Os biofilmes dificultam a ação de substâncias antimicrobianas, além disso, 

podem facilitar a transferência de genes de resistência através da troca de material 

genético mediada por plasmídeos, devido à proximidade entre as células 

bacterianas, onde estes podem codificar para genes de resistência a diversos 

agentes antimicrobianos (MADSEN et al., 2012; DAVIES, 2003). Algumas pesquisas 

indicam que a estirpe mais frequente no Brasil de MRSA, em experimentos in vitro, 

possui uma maior capacidade de formar biofilmes quando comparados com outras 

estirpes que não fazem parte do complexo clonal causador de surtos de infecções 

(AMARAL et al., 2005). 

O sucesso dos SCN como agentes de infecções nosocomiais é atribuído a 

sua capacidade de formar biofilmes, sendo esse seu principal fator de virulência 
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(ROLO, LENCASTRE e MIRAGAIA, 2012). No estudo realizado por Bernardi, 

Pizzolitto e Pizzolitto (2007) foram avaliados 27 isolados clínicos de SCN 

provenientes de cateter venoso central, sendo observada a capacidade de formação 

de biofilme em 81,4% dos isolados.  

 

2.5  Resistência a antibacterianos 

A resistência a substâncias antimicrobianas por parte dos micro-organismos 

pode ser dada através de mutações no material genético, ou pela troca deste 

através de plasmídeos, onde uma bactéria doadora transmite genes de resistência 

para bactérias receptoras. Ambos os processos podem proporcionar vantagens 

seletivas para o micro-organismo, produzindo mecanismos de resistência (MURRAY, 

ROSENTHAL e PFALLER 2009). Coelho et al.  (2007) através do seu estudo 

avaliando isolados de humanos e animais,  afirmam possibilidade de transferência 

horizontal de genes de resistência nas diferentes espécies de Staphylococcus spp. e 

entre distintas espécies hospedeiras. 

Existem quatro principais mecanismos de resistência bacteriana, sendo eles: 

alteração da permeabilidade celular, sendo dada através de uma modificação nas 

porinas, as quais são proteínas responsáveis por estabelecer canais específicos 

para passagem de substâncias para o espaço periplasmático. Alteração do sítio de 

ação do antibacteriano, onde o local alvo de ação do fármaco é alterado, impedindo 

o seu efeito inibitório ou bactericida. Bomba de efluxo, na qual ocorre o efluxo ativo 

do fármaco para o meio extracelular. E o mecanismo mais frequente e importante é 

dado pela alteração enzimática das substâncias antibacterianas, sendo mediadas 

por enzimas (ANVISA, 2008).  

O aumento na incidência de micro-organismos resistentes a um ou mais 

antibacterianos representam um desafio para hospitais devido à falta de opções 

terapêuticas que podem ser utilizadas e também por estas serem economicamente 

mais caras. Dentre estes, podem ser citados Acinetobacter baumannii, Psedomonas 

aeruginosa, Klebisiella pneumoniae, e também S. aureus, considerado como uma 

das bactérias mais importantes, pois está envolvido em 50% dos casos de infecções 

hospitalares (BOUCHER et al., 2009).  

Segundo Pinheiro (2014) o sucesso dos SCN nas ultimas décadas como 

agente causador de infecções nosocomiais se dá principalmente pela seleção de 
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cepas resistentes a antibacterianos devido ao uso indiscriminado destes. Rosa et al.  

(2009) avaliando 100 isolados de SCN, oriundos da saliva de profissionais de 

enfermagem saudáveis, observaram resistência à oxacilina e à cefaxotina em 32% 

dos isolados e à mupirocina em 84,4%.  

 

2.5.1 Resistencia à β-lactâmicos 

Quando o uso de penicilina teve início, na década de 40, S. aureus era 

sensível a esse medicamento, mas após 10 anos de uso, cerca de 90% dos isolados 

das amostras demonstravam resistência ao fármaco, devido à produção de 

penicilinases (STEWART e HOLT, 1963). Nos anos 60 surgiu o tratamento com 

meticilina, fármaco análogo a oxacilina semi-sintética resistente a ação da β-

lactamase, entretanto, alguns anos depois foi registrado o primeiro surto nosocomial 

por MRSA (RODRIGUES, 2011).  

Cepas MRSA apresentam resistência aos antibacterianos β-lactâmicos, como 

penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e monobactâmicos. Estes 

antibacterianos atuam na parede celular, se ligando a enzimas bacterianas 

constitutivas que participam da síntese de parede celular, sendo chamadas 

proteínas ligadoras de penicilina (Penicillin- Binding Protein - PBP) (McCULLOCH, 

2006). 

Desde a década de 90 são feitos relatos de infecções por MRSA em 

indivíduos saudáveis sem contato prévio com o ambiente hospitalar. Desde então, 

cepas MRSA associadas a comunidade (community-associated MRSA - CA-MRSA) 

são observados em todo mundo. Se diferem dos MRSA de origem nosocomial por 

apresentarem maior virulência devido a presença de diferentes toxinas, resistência a 

outros antibacterianos, e principalmente pela produção de Leucocidina de Panton 

Valentin (PVL), a qual é responsável por causar graves infecções de pele e 

pneumonia necrosante em jovens (SANTOS et al., 2007; SILVA, 2015).  

Algumas espécies de SCN também são capazes de acumular determinantes 

de resistência a antibacterianos, como cepas MRSE (methicillin-resistant 

Staphylococcus epidermidis), sendo também atribuída a expressão do gene mecA, 

da mesma forma que em cepas de MRSA (MIRAGAIA et al. , 2002; WISPLINGHOFF 

et al. , 2003; STEVENS et al. , 2005). A resistência de SCN aos β-lactâmicos vem 

crescendo exponencialmente no Brasil e no mundo desde a década de 60. Nessa 
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época a resistência a meticilina era de 10% em cepas de S. epidermidis, ao fim dos 

anos 70, esse valor passou a ser de quase 50%. Em 1990 a resistência a oxacilina 

atingiu quase 70% das cepas de SCN, chegando a 82,5% em 2012 (ENRIGTH et al., 

2002; ROCA, 2013; SANTOS, 2015).  

Cepas de MRS sintetizam a PBP2a, sendo uma variante da PBP, que possuí 

baixa afinidade pelos β-lactâmicos (ITO et al., 2003). O gene mecA é o responsável 

por codificar a proteína PBP2a, que, juntamente com seus genes reguladores, mecl 

(repressor) e mecRI (transdutor de sinal), se encontram no elemento genético móvel, 

cassete cromossômico estafilocócico mec (SSCmec) (ENRIGTH et al., 2002; ROCA, 

2013). 

Atualmente são reconhecidos onze diferentes tipos de SCCmec em MRS 

mundialmente diferindo-se no número de genes e arquitetura gênica.  Os tipos I, IV, 

V, VI e VII carream apenas o gene mecA, entretanto os tipos II e III carream genes 

determinantes para resistência a metais pesados e outros antibacterianos como 

macrolídeos, lincosaminas, estrepograminas, aminoglicosídeos e tetraciclina 

(HIRAMATSU, CUI e KURODA, 2001; McCULLOCH, 2006; SANTOS, 2015; SHORE 

et al. , 2011). Os tipos I, II e III são relacionados com isolados de origem hospitalar e 

os tipos IV, V, VI e VII com isolados de origem comunitária (DEURENBERG e 

STOBBERING, 2008; KATAYAMA, TERUYO e HIRAMATSU, 2001). Considera-se 

ainda que os tipos IV ao XI são associados com uma menor resistência aos 

antibióticos β -lactâmicos do que os tipos I, II e III (CORREAL et al., 2013). 

Apesar das características de cepas MRSA serem atribuídas ao gene mecA, 

recentemente foi descrito um gene homólogo divergente a esse, denominado mecC, 

também localizado no SCCmec, sendo primeiramente identificado em isolados de 

mastite bovina na Inglaterra, e posteriormente observado em isolados clínicos 

humanos na Dinamarca e Escócia. A grande problemática desses isolados é dada 

pela dificuldade no diagnóstico laboratorial, pois cepas que possuem mecC 

demonstram-se negativas para amplificação do gene mecA, porém apresentam 

também o genótipo de multirresistência, entretanto, demonstrando uma maior 

sensibilidade a oxacilina (GARCIA-ALVÁRES et al., 2011; PATERSON, HARRISON 

e HOLMES, 2014).  
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3. Material e Métodos 

 

3.1 Isolados bacterianos 

Os isolados foram cedidos pelo Laboratório Análises Clínicas do Hospital 

Escola da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil. As culturas 

suspeitas de Staphylococcus spp. foram transportadas em caixas térmicas até o 

Laboratório de Bacteriologia, do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, do 

Instituto de Biologia, da Universidade Federal de Pelotas para análises 

subsequentes. 

 

3.2 Identificação bioquímica  

Para identificação de Staphylococcus spp., foi utilizada a metodologia descrita 

por Koneman et al. . (2001, p. 564) com modificações. Primeiramente, as amostras 

foram esgotadas em meio seletivo indicador Ágar Manitol (Acumedia ®) e 

posteriormente incubadas por 24h a 36°C. Após a incubação, as colônias manitol 

positivas (características de S. aureus) e negativas (características de SCN) foram 

semeadas em Ágar Brain and Heart Infusion (Himedia ®) inclinado e posteriormente 

foi realizada a coloração de Gram e provas bioquímicas posteriormente. 

Para o teste de catalase foi coletada uma colônia suspeita com auxílio da alça 

bacteriológica, a qual foi colocada em contato com uma gota Peróxido de Hidrogênio 
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3% em lâmina de microscopia, onde foi observada a formação de bolhas como 

reação positiva, sendo resultado característico do gênero Staphylococcus. 

Para o teste de coagulase livre (em tubo), foi adicionada uma pequena 

quantidade do inóculo bacteriano, em um tubo de ensaio contendo 0,5 mL de 

plasma de coelho EDTA, seguido de incubação por 4h a 36°C.  Após o período de 

incubação foi verificado a presença de coagulo através da inclinação do tubo a 90° 

na vertical, indicando reação positiva, como esperado para S. aureus. Caso o teste 

fosse negativo, a suspensão foi mantida em temperatura ambiente por 18h, para 

leitura final do teste. 

Para o teste de DNAse foi feita a inoculação de cultura recente (24h) no meio 

Ágar DNAse Test (Acumedia ®), e este foi incubado por 24h a 36°C. Após a 

incubação, foi adicionado HCl 1N em toda placa para observação da formação de 

um halo transparente ao redor das colônias DNAse positivas (precipitação do DNA 

hidrolisado). Colônias de S. aureus apresentam resultado positivo e as de SCN, 

resultado negativo (sem formação de halo). 

Para S. aureus foi utilizado ainda o teste de termonuclease, sendo ele 

também realizado em meio Ágar DNAse Test (Acumedia ®). O ágar foi cortado com 

um perfurador estéril para obtenção de cavidades de 3mm de diâmetro. As 

cavidades foram preenchidas com a cultura recente (24h) semeada em caldo BHI, 

previamente fervida durante 15min., e após isso foi adicionada ao meio DNAse, 

sendo incubada a 36°C por 4h. Cepas de S. aureus formam uma zona rosada ao 

redor da cavidade que contém a suspensão aquecida, diferentemente de SCN. 

 

3.3   Perfil de sensibilidade aos antibacterianos 

 

Os testes para verificar o perfil de sensibilidade e identificação de cepas 

resistentes a meticilina foram realizados de acordo com a Técnica de Difusão 

segundo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Para isso foi 

preparado um inóculo bacteriano de acordo com a escala 0,5 de Mac Farland 

(1,5X108 UFC. mL-1), a partir do qual, foi feita a semeadura com auxílio de swab 

estéril em placas contendo Ágar Muller Hinton (Himedia ®). Após, os discos de 

antibacterianos foram adicionados com auxílio de pinças estéreis, de forma 

equidistante nas placas semeadas, sendo incubadas 24h a 36°C. Após o período de 
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incubação, o halo formado ao redor dos discos de antibióticos foi medido com auxilio 

de uma régua milimetrada, e os resultados obtidos foram comparados à tabela 

padrão a fim de determinar o grau de sensibilidade que a bactéria apresentou frente 

às drogas testadas (CLSI, 2012). 

Os antibacterianos utilizados neste ensaio foram cefaxitina (30µg), 

gentamicina (10µg), eritromicina (15µg), vancomicina (30µg) e oxacilina (1µg). 

Foram utilizadas ainda as cepas de S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 

35984 como controles. Os pontos de corte utilizados para o diâmetro do halo de 

inibição foram de acordo com os descritos pelo CLSI (2012), sendo representados 

na tabela abaixo (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Diâmetro dos halos de inibição para Staphylococcus spp. conforme indicado pelo Clinical 

and Laboratory Standards Institute (2012). 

 Staphylococcus aureus SCN 

 Diâmetro em mm Diâmetro em mm 

Antibacteriano S I R S I R 

Vancomicina (30µg) ≥12 - - ≥12 - - 

Cefoxitina (30µg) ≥ 22 - ≤ 21 ≥ 25 - ≤ 24 

Gentamicina (10µg) ≥ 15 13–14 ≤ 12 ≥ 15 13–14 ≤ 12 

Eritromicina (15µg) ≥ 23 14–22 ≤ 13 ≥ 23 14–22 ≤ 13 

Oxacilina (1µg) ≥ 13 ≥ 13 11-12 ≥ 13 ≥ 13 11-12 

R: Resistente; I: Intermediário; S: Sensível; SCN: Staphylococcus coagulase negativa 

3.4 Identificação do gene mecA  

A caracterização genotípica dos isolados foi realizada através da amplificação 

por PCR do gene mecA, responsável pela resistência aos β- Lactâmicos. As 

sequências dos oligonucleotídeos iniciadores selecionados estão descritas na 

Tabela 2.   

A amplificação do fragmento foi realizada a partir de cinco colônias 

homogeneizadas em 100µL de água ultrapura (ELLINGTON et al., 2007, com 

modificações). A amplificação do gene mecA foi realizada de acordo com Oliveira e 

Lencastre (2002). Foi utilizado o termociclador Gencycler- GEN - 96, com a seguinte 

ciclagem padronizada: desnaturação inicial a 94°C por 4min, seguido por 30 ciclos 

de desnaturação a 94°C por 30s, anelamento a 47°C por 30s, extensão a 72°C por 1 

min e extensão final a 72°C por 4 min. Foi utilizado como controle positivo um 
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controle interno, selecionado dentre os isolados avaliados. Os produtos das 

amplificações foram verificados através de eletroforese em gel de agarose 1% em 

tampão TBE 0,5X. 

 

Tabela 2- Oligonucleotídeos iniciadores utilizados para amplificação do gene mecA.  

 

Gene 

 

Sequência (5’-3’) 

 

Tamanho 

amplificado 

(pares de base) 

 

Referência 

 

mecA F 

mecA R 

 

CAT CCT ATG ATA GCT TGG TC 

CTA AAT CAT AGC CAT GAC CG 

 

 

342 

Oliveira e 

Lencastre 

(2002) 

 

3.5   Avaliação da capacidade de formação de biofilme  

 

Para os testes da avaliação da capacidade de formação de biofilme in vitro 

foram utilizadas placas de microtitulação de poliestireno com 96 cavidades, 

permitindo quatro repetições para cada condição testada. (STEPANOVIC, 2001). 

Para isso os isolados de Staphylococcus spp. foram repicados em ágar BHI e 

incubados a 37ºC, por 16-18 h. A partir desse cultivo foi preparado um inóculo de 

acordo com a Escala 0,5 de Mac Farland (1,5x108 UFC/mL-1). Após a preparação 

das suspensões bacterianas, 20µL desta foi transferida para as microplacas, junto 

com alíquotas de 180µL de Caldo Triple Soy Broth (TSB) (Acumedia ®) 

suplementado com as seguintes concentrações de glicose: 0%, 0,25%; 0,50%; 

0,75% e 1%. Foi utilizado também o caldo TSB sem suplemento de glicose, como 

controle de esterilidade do meio. O controle positivo utilizado foi utilizado o isolado 

no meio sem suplementação de glicose. As microplacas foram incubadas por 24h à 

37ºC e, após este período, os conteúdos dos poços foram descartados e estes 

lavados três vezes com solução de NaCl 0,9% estéril. Em seguida foi retirado o 

excesso de solução das microplacas e adicionados 200µL de metanol, mantidos 

durante 20min. para a fixação do biofilme. As microplacas foram secas por 16-18h 

em temperatura ambiente, e então adicionados 200µL de solução Cristal Violeta 

0,15% durante 15 minutos à temperatura ambiente, para corar os poços. Os poços 

foram lavados posteriormente com água Milli-Q e levemente secos à temperatura 
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ambiente com auxílio de papel absorvente, para a adição de 200µL de etanol 95% 

por 30min. 

A densidade óptica (DO) dos biofilmes bacterianos aderidos e corados foi lida 

com o auxílio de um aparelho de espectrofotometria POLARIS EE (Celer 

Biotecnologia S.A.), com comprimento de onda de 540 nm. A DO630 das amostras foi 

determinada na hora zero (DO630 0h) e nas 24 horas (DO630 24h) de incubação para 

acompanhar o crescimento bacteriano. 

A classificação das amostras quanto à capacidade de formar biofilme foi feita 

com relação à densidade óptica do controle negativo (DOc). Os biofilmes receberam 

a classificação de: não produtor de biofilme (DO ≤ DOc), fraco (DOc< DO ≤ 2xDOc), 

moderado (2xDOc<DO ≤ 4xDOc) e forte (DO ≥ 4xDOc) (CHRISTENSEN et al., 

1985). Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados obtidos foram 

analisados no programa GraphPad Prisma 7.01 através de ANOVA e Teste T com 

nível de significância p<0,05. 
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4 Resultados e Discussão 

 

4.1 Confirmação bioquímica 

 

Foram analisadas vinte e três amostras suspeitas de Staphylococcus spp. 

cedidas pelo Laboratório de Análises Clínicas do Hospital Escola da UFPel do 

período de agosto de 2015 à maio de 2016. Destas, dezesseis (69,6%) foram 

confirmadas como SCN através do teste de coagulase e sete (30,4%) como S. 

aureus através do teste de coagulase e demais provas bioquímicas. 

 

4.2   Perfil de sensibilidade 

 

Quanto ao perfil de sensibilidade dos isolados, observou-se um importante 

perfil de resistência dos mesmos frente aos antibacterianos testados, onde 8,6% dos 

deles demonstraram-se resistentes à vancomicina, 26,1% a gentamicina, 47,8% a 

cefoxitina, 73,9% a eritromicina e 78,2% a oxacilina. Verificou-se que 8,6% dos 

isolados não apresentaram sensibilidade a nenhum dos antibacterianos testados. 

Cerca de 43,4% demonstraram-se multirresistentes, ou seja, apresentaram 

resistência a três ou mais antibacterianos de diferentes classes.  

É importante ressaltar que apenas 4,3% dos isolados demonstraram 

sensibilidade a todos antibacterianos testados, e dentre eles, vancomicina, 

gentamicina e cefoxitina foram os mais eficientes quando comparados aos demais, 
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onde 65,2%, 60,8% e 43,4% dos isolados foram sensíveis. Os antibacterianos que 

apresentaram menor ação frente aos isolados foram oxacilina e eritromicina, onde 

apenas 21% dos isolados clínicos avaliados foram sensíveis.  

Vários estudos como o realizado por Kobaysashi, Sodoyama e Vieira (2009) 

relatam uma alta frequência de resistência a oxacilina em isolados clínicos de 

Staphylococcus spp. obtidos em um hospital de Goiânia. Esses autores descrevem 

que 68,5% apresentaram resistência a oxacilina. Resultados como esse sugerem 

que o uso incorreto das práticas terapêuticas pelos profissionais da saúde, 

principalmente no ambiente hospitalar, pode acelerar o processo de resistência a 

substâncias antibacterianas (RIBEIRO e CORTINA, 2016). 

Em Staphylococcus spp., a resistência a oxacilina pode ser observada de 

duas formas, a primeira delas é a resistência clássica determinada pela expressão 

do gene mecA, conferindo baixa afinidade a este antibacteriano e outros β-

lactâmicos. A segunda é a resistência intermediária ou borderline, a qual pode 

ocorrer devido a modificações nas PBP’s ou pela hiperprodução de β-lactamases 

(SOUSA et al., 2011). No Brasil a frequência de infecções relacionadas à assistência 

em saúde causadas por MRSA e S. aureus resistente à oxacilina (ORSA) variam 

entre 40-80%, principalmente em UTI (BRITES, SILVA e SAMPAIO-SÁ, 2006).  

Ressalta-se que no presente estudo, dois isolados (8%), apresentaram um 

perfil de resistência a vancomicina (VRS – resistant-vancomicin Staphylococcus 

spp.), sendo um S. aureus e outro SCN. Breve et al.(2015) obtiveram um resultado 

semelhante a esse, pois dentre os isolados de Staphylococcus spp. avaliados 

quanto a sensibilidade a vancomicina, apenas um demonstrou-se resistente. 

Resultados como esses, apesar de apresentarem uma baixa frequência quanto à 

resistência à vancomicina são também preocupantes, visto que antibacterianos 

dessa classe são considerados como última alternativa no tratamento de infecções 

por Staphylococcus spp. multirresistentes. 

O perfil de sensibilidade dos isolados de SCN estão representados na Figura 

1, onde nota-se que a maioria apresentou resistência a oxacilina e eritromicina 

(81,2% e 62,5%, respectivamente). Os mesmos demonstraram sensibilidade à 

vancomicina e gentamicina em 56,2% e 43,7% para cefoxitina. No entanto, observa-

se que 12,5% não demonstraram sensibilidade a nenhum dos antibacterianos 

testados, e apenas 6,2% foram sensíveis a todos.  
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Figura 1 - Perfil de sensibilidade a antibacterianos de Staphylococcus coagulase negativa de isolados 

clíncicos obtidos de um hospital de ensino em Pelotas. 

Os SCN de origem nosocomial vêm apresentando taxas preocupantes de 

resistência a antibacterianos, principalmente frente à oxacilina (JAFFE et al., 2000). 

Esse fato tem sido observado há algum tempo e em alguns estudos como o de 

Loureiro et al. (2002), que trabalhando com isolados clínicos de uma UTI, observou 

que para SCN e S. aureus houve resistência em 59% e 93% dos isolados testados 

frente a oxacilina, 35% e 67% frente a eritromicina, respectivamente, entretanto 

todos apresentaram-se sensíveis a vancomicina. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Asrlan e Ozkardes (2007), onde constataram que 75% de seus isolados 

de S. aureus e 62% de SCN apresentaram resistência a oxacilina. Esses dados são 

semelhantes aos obtidos no presente estudo, visto que 81% dos isolados de SCN 

também demonstraram resistência a esse antibacteriano. Diferentemente dos 

resultados obtidos por Rosa et al. (2009) onde apenas 32% de seus isolados de 

SCN demonstraram-se resistentes a oxacilina e cefoxitina, entretanto, todos também 

foram sensíveis a vancomicina.  

Na pesquisa realizada por Theisen (2010), foi observado que 86,7% dos 

isolados S. epidermidis oriundos de cateteres venosos foram resistentes a 

Eritromicina. Em contrapartida, Coelho et al. (2007) relatam que 38,9% dos isolados 
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de Staphylococcus spp. oriundos de amostras de pacientes com quadro clínico de 

infecção, foram resistentes a oxacilina, sendo semelhante ao encontrado por Brito et 

al. (2010), os quais observaram que 25,3% dos isolados clínicos de SCN oriundos 

de amostras biológicas apresentaram-se resistentes a oxacilina.  

  Silva et al. (2013), trabalhando com isolados de SCN obtidos de uma UTI 

neonatal, observaram  que 73% dos isolados estudados foram resistentes a 

oxacilina,  87% a eritromicina e 78% a gentamicina, porém todos foram sensíveis a 

vancomicina. Oliveira (2014) também relata índices de resistência 

consideravelmente altos à eritromicina e gentamicina, variando entre 63 a 100%, 

quando testados contra espécies de SCN, similar ao encontrado por Silva (2014), 

onde 73%, 62% e 85% de seus isolados de S. epidermidis foram resistentes à 

eritromicina, gentamicina e oxacilina, respectivamente. Oliveira (2014) trabalhando 

com SCN oriundos de amostras biológicas, observaram que 100% dos isolados de 

S. epidermidis, S. saprophyticus e S. haemolyticus foram resistentes a oxacilina. 

Sendo os resultados desses autores semelhantes aos obtidos no presente estudo.   

De acordo com os resultados obtidos foi verificado um perfil de sensibilidade 

intermediária à vancomicina, sendo observado em 38% dos isolados de SCN. O 

principal mecanismo responsável pela sensibilidade intermediária a esse 

antibacteriano é o espessamento da parede celular, devido à produção exagerada 

de peptideoglicano, impedindo a ação do antibacteriano. O aumento na incidência 

de cepas com sensibilidade intermediária a vancomicina se dá principalmente pelo 

uso indiscriminado desse antibacteriano e por falhas no tratamento, como 

concentração sérica alterada do fármaco durante o tratamento e também uso 

prolongado do mesmo (PINHEIRO, 2014; OLIVEIRA et al., 2001).  

A sensibilidade reduzida aos glicopeptídeos é observada desde a década de 

1990, sendo relatados casos ao redor do mundo de cepas de S. aureus com 

sensibilidade intermediária a vancomicina (VISA), assim como em isolados de SCN. 

No Brasil foram notificados sete casos de infecções causadas por S. aureus 

resistentes à vancomicina (VRSA), ocorrendo entre 2002 e 2006, e em 2014 foi 

relatado o primeiro caso envolvendo óbito (SIEVERT, et al., 2008; HOWDEN et al., 

2010).   
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Silva et al.  (2013) relatam que os SCN são os principais agentes 

bacterianos associados as infecções relacionadas a assistência em saúde, estando 

presente em 30 a 60% das culturas obtidas em hospitais. Além de serem uns dos 

principais agentes, também apresentam genes de resistência podendo transferi-los a 

outros patógenos no ambiente hospitalar (SIERADZKI et al., 1999). 

Quanto aos isolados de S. aureus foi verificado que 100% destes foram 

resistentes a eritromicina, 71,4% a oxacilina e 57,1% a cefoxitina. Destaca-se que 

apenas 28,5% e 42,8% apresentaram sensibilidade a oxacilina e cefoxitina, 

respectivamente, como o indicado na figura 2. A sensibilidade a vancomicina foi 

observada em 85,7% dos isolados. 

 

 

Figura 2 - Perfil de sensibilidade a antibacterianos de Staphylococcus aureus de isolados clínicos 

obtidos de hospital de ensino em Pelotas. 

Além das altas taxas de resistência a oxacilina, algumas pesquisas estudos 

uma alta taxa de resistência a outros antibacterianos, assim como o verificado no 

presente trabalho e no estudo realizado por Sousa et al. (2011), onde esses autores, 

avaliando isolados clínicos de S. aureus, verificaram que 94% dos isolados 

demonstraram-se resistentes a oxacilina e 89% a cefoxitina, além disso, os isolados 

demonstram taxas de resistência a eritromicina (79%) e gentamicina (76%), 

entretanto, 100% demonstraram-se sensíveis a vancomicina.   
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Rodrigues (2011) verificou que 73,9% de seus isolados clínicos de S. aureus 

apresentaram resistência a oxacilina e 75,1% a cefoxitina, porém todos 

demonstraram-se sensíveis a vancomicina. Diferente dos resultados obtidos no 

presente trabalho, Garcez (2011) trabalhando com isolados clínicos de S. aureus 

oriundos de material biológico de pacientes internados em UTI, observou que 41,7% 

de isolados foram resistentes a eritromicina e cefoxitna, e apenas 25% destes 

demonstraram resistência à gentamicina. Andrade, Caseiro e Gagliani (2014), 

verificaram que 65,4% de seus isolados de S. aureus demonstraram resistência ao 

mesmo antibacteriano Entretanto Goulart et al. (2015), avaliando isolados de S. 

aureus obtidos a partir de swab nasal de pacientes internados, relatam que somente 

42% apresentaram-se resistentes a esse antibacteriano. 

Os resultados obtidos demonstram que 71,4% dos isolados estudados 

demonstraram resistência a oxacilina, sendo este um β-lactâmico. Sua ação é dada 

pela interação com as Proteínas Ligadoras de Penicilina (PBP), inibindo a ligação 

cruzada entre as cadeias de peptideoglicano, impedindo a formação correta da 

parede celular.  A resistência a esse grupo é dada principalmente pela alteração no 

sítio de ação, o que ocorre devido a expressão do gene mecA, alteração nas PBP’s 

ou pela produção de enzimas que hidrolisam o anel β-lactâmico (β-lactamases), 

inativando o fármaco (GUIMARÃES, MOMESSO e PUPO, 2010; MOTA et al., 2010; 

REYNOLDS e BROWN, 1985). 

De acordo com os resultados obtidos, apenas 15% dos isolados estudados 

apresentarem resistência a vancomicina, sendo este um resultado significativo, visto 

que os antibacterianos da classe dos glicopeptídeos, são considerados como últimas 

opções no tratamento de infecções causadas por MRSA e cepas multirresistentes de 

Enterococcus spp.. Acredita-se que a sensibilidade intermediária à vancomicina em 

Staphylococcus spp. se dê pelo espessamento da parede celular, impedindo a ação 

do mesmo na célula bacteriana. Os primeiros registros de cepas com sensibilidade 

intermediária aos glicopeptideos foram feitos em 1996 no Japão, entretanto, 

somente em 2002 foi feito o primeiro registro de VRSA, o qual teve sua resistência 

atribuída a expressão do gene vanA, transferido de Enterococcus faecalis (MOTA et 

al., 2010; OLIVEIRA, et al., 2014; PILLAI et al., 2009).  

Os aminoglicosídeos, como a gentamicina, são caracterizados por atuarem 

no ribossoma bacteriano, ligando-se à subunidade 30S, impedindo a síntese 
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proteíca de forma semelhante aos macrolídeos. Dentre eles, a eritromicina foi o 

primeiro a ser introduzido no mercado, entretanto, em um ano já havia registros de 

cepas de Staphylococcus spp. resistentes. No presente estudo detectou-se que mais 

de 50% dos isolados avaliados foram resistentes a esse antibacteriano, acredita-se 

que a resistência a esses antibacterianos se dá principalmente por bomba de efluxo, 

mas também pode ocorrer alteração no sítio de ação do antibacteriano (BAPTISTA, 

2013; PEREIRA, 2014; ROBERTS et al., 1999). 

Correal et al. (2013) relatam que a resistência em nível global de S. aureus 

foi de 38% a oxacilina, 39% a eritromicina e 14% a gentamicina, sendo esses 

índices diferentes dos resultados obtidos no presente trabalho, visto que a 

resistência a eritromicina foi observada em 100% dos isolados de S. aureus, 27% a 

gentamicina e 71% a oxacilina. Quanto aos SCN, em alguns estudos, os índices de 

resistência a meticilina chegam a 80%. Outros estudos afirmam que a taxa de 

resistência aos antibacterianos dos SCN chega a 73% no Canadá e Europa, 74% 

nos Estados Unidos e 77% na América Latina e Japão (SADER et al., 2004; 

MACHADO, 2007). 

Em uma revisão bibliográfica realizada por Almeida e Farias (2014) foi 

observado que os patógenos mais frequentes em casos de infecções nosocomiais 

no Brasil de 2000 a 2012, foram MRSA, SCN e S. aureus, com 878, 801 e 342 

casos, respectivamente. No Brasil os índices de infecções causadas por cepas de 

MRSA associadas a  assistência em saúde variam entre 40 a 80% (PEREIRA, 

2014).  

Alguns estudos como o realizado por Mombach et al. (2007), demonstram 

que S. aureus foi o responsável por 48,7% de infecções em três diferentes hospitais 

de Porto Alegre, e destes 41,3% eram MRSA. Um levantamento realizado em 

Pelotas sobre o uso de antimicrobianos dos anos de 1999 a 2000 revela que os 

antimicrobianos mais utilizados no município foram as penicilinas (40%), sulfas 

(16%), tetraciclinas (7,5%), cefalosporinas (6,1%), macrolídeos (5,8%) dentre outros. 

Nota-se que os antibacterianos β-lactâmicos foram os mais utilizados, no entanto, há 

escassez de dados mais recentes para o município (BERQUÓ et al., 2004). 
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4.3  Detecção do gene mecA e prevalência de MRS 

 

Observou-se que dos vinte e três isolados analisados quanto a presença do 

gene mecA, 60,8% tiveram a sequência do oligonucleotídeo amplificada (Figura 3). 

Analisando individualmente os isolados de S. aureus e SCN, nota-se a presença do 

gene em 71,4% e 56,2%, respectivamente. Dentre as amostras que apresentaram o 

genótipo de MRS, 18,1% apresentaram-se resistentes à vancomicina, 72,7% a 

oxacilina, 63,3% a cefoxitina, 27,2% a gentamicina e 72,7% a eritromicina.  

 

 

Figura 3: Amplificação do gene mecA de alguns isolados clínicos de Staphylococcus spp. 

de um hospital de ensino em Pelotas ; M: marcador Ladder 100pb; C: controle positivo 
interno; 1 - 5: isolados clínicos de S.aureus; 6 - 11: isolados clínicos de SCN; B: controle 
negativo. 

 

A prevalência de MRS dentre os isolados avaliados no presente estudo, 

obtida após a pesquisa do gene mecA foi  60,8%, em relação a obtida através do 

teste de antibiograma, a qual foi de 43,4%. Diferente do encontrado no trabalho de 

Rodrigues (2011), onde através do teste de difusão em disco foi observado que 

75,1% de seus isolados clínicos de S. aureus eram MRSA, e através da avaliação 

genotípica, 75,8% de seus isolados possuíam o gene mecA. 

  O teste de difusão em disco para verificar resistência à oxacilina é 

amplamente utilizado na rotina laboratorial devido seu baixo custo e praticidade, 

entretanto não é o método mais indicando, pois o uso de cefoxitina em ensaio de 

difusão em disco para identificar resistência a oxacilina (β- lactâmicos) é mais 

eficiente pois possibilita uma melhor expressão do produto do gene mecA, a 
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proteína PBP2a (BROEKEMA et al., 2009; CLSI, 2015). Entretanto, a técnica de 

PCR é a mais eficiente na detecção do gene mecA, responsável pelo principal 

mecanismo de resistência a oxacilina e outros β- lactâmicos em Staphylococcus 

spp., sendo considerado o método padrão ouro para avaliação qualitativa de 

resistência a oxacilina (CHAMBERS, 1997; MIMICA e MENDES, 2007; BROEKEMA 

et al., 2009).  

No presente trabalho notou-se que 28,5% dos isolados que tiveram sinal 

positivo para a amplificação do gene mecA, não demonstraram resistência a 

oxacilina. No teste de difusão em disco, observou-se que 34,7% dos isolados 

estudados demonstraram resistência a oxacilina, entretanto não tiveram o gene 

amplificado.  Os isolados que apresentaram o fenótipo de resistência a oxacilina, 

mas não possuem o gene mecA, levam a crer que a resistência a esse 

antibacteriano  e também a outros β- lactâmicos possa estar ocorrendo por algum 

outro mecanismo, como os citados anteriormente, ou ainda que os mesmos 

possuam o gene mecC, visto que esse gene possibilita um fenótipo de resistência 

diferente dos demonstrados por isolados positivos para mecA.  

De acordo com a nova normativa estabelecida pela CLSI (2015), atualmente, 

a detecção de cepas MRS através da técnica de difusão em disco deve ser feita 

utilizando o antibacteriano cefoxitina, pois o mesmo permite uma maior exatidão 

quando comparado ao disco de oxacilina. Entretanto, dos isolados avaliados no 

presente estudo que tiveram o gene mecA amplificado, 50% destes demonstraram-

se resistentes a cefoxitina, enquanto que 71,4% dos que apresentaram sinal positivo 

para o gene demonstraram-se resistentes a oxacilina.  

Cepas de MRS podem demonstrar-se sensíveis aos β-lactâmicos in vitro, 

mas o uso destes in vivo não é eficaz (CLSI, 2015). Ressalta-se que o fenótipo de 

sensibilidade a oxacilina pode gerar resultados falsos positivos na detecção de 

resistência a esse fármaco, visto que esses isolados podem possuir o mecA, onde a 

prescrição de β-lactâmicos poderia selecionar as linhagens de MRS, levando a 

falhas no tratamento e se tornando um importante problema, principalmente em 

ambiente hospitalar (FINAN et al., 2002; HOSOSAKA et al., 2007). 

Deve-se ressaltar que dentre os isolados avaliados no presente trabalho, o 

único que demonstrou-se sensível a todos antibacterianos testados no antibiograma 

teve o gene amplificado na PCR. Entretanto, toda população bacteriana 
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heterogeneamente resistente, não expressa necessariamente sua resistência 

fenotipicamente, porém esse fenômeno ainda não é bem elucidado. Acredita-se que 

o fato possa ocorrer devido a deficiência que algum componente químico ou alguma 

modificação na síntese da parede celular.  Além disso, Marty et al. (1987) relatam 

que a expressão fenotípica do gene mecA é afetada por vários fatores ambientas 

como pH, temperatura e osmolaridade (MARANAN et al., 1997; CHAMBER, 1992; 

SUZUKI et al., 1993). 

Várias pesquisas indicam uma alta frequência desse gene em isolados 

clínicos de Staphylococcus spp., como no estudo realizado por Rosa et al. (2009) 

onde é relatado que 75% dos isolados de SCN resistentes a oxacilina tiveram o 

gene mecA detectado através de PCR. Rigatti et al. (2010) relata uma taxa 

expressiva desse gene em isolados de SCN obtidos de amostras de pacientes com 

bacteremia, sendo esta de 90%, além de apresentarem altas taxas de resistência a 

eritromicina e gentamicina (85% e 62%). Almeida et al. (2012) descreveram uma alta 

incidência de amostras de MRSA, cerca de 75% de seus isolados, destes, todos 

foram resistentes a cefoxitina e 98% a oxacilina, entretanto, todas amostras 

confirmadas como MRSA através da detecção do gene mecA apresentaram-se 

sensíveis a vancomicina. Oliveira (2013) estudando 96 isolados clínicos de amostras 

biológicas, observou que 46 isolados de S. aureus e 50 de SCN tiveram o gene 

mecA amplificado. Pinheiro (2014), trabalhando com isolados de hemoculturas de S. 

epidermidis e S. haemolyticus, verificou a presença do gene mecA em 92,9% e 

100% de suas amostras, respectivamente.  

No estudo realizado por Rabelo (2012), trabalhando com isolados 

bacterianos de pacientes e profissionais de saúde, foi amplificado de 36 isolados de 

Staphylococcus spp. o gene mecA. Nos pacientes foram isolados nove cepas de 

Staphylococcus spp., dos quais, quatro eram S. aureus e cinco de SCN. Quanto aos 

profissionais de saúde, foram isolados 27 cepas, onde 25 eram SCN e duas S. 

aureus, demonstrando assim que os profissionais da saúde podem funcionar como 

importantes disseminadores de micro-organismos resistentes no ambiente 

hospitalar. 

 Em contrapartida, alguns autores relatam uma menor incidência de 

MRS/MRSA, como o estudo feito por Coelho et al. (2007), onde observaram que 

quase 50% de seus isolados resistentes a oxacilina possuíam o gene mecA. Reiter 
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(2009) verificou que o gene mecA foi encontrado em 40,5% de isolados clínicos de 

S. aureus, oriundos de pacientes internos em um hospital no RS. Breves et al. 

(2015) relataram que 30,6% dos isolados de Staphylococcus spp, oriundos materiais 

de uso médico,  o gene mecA foi detectado, destes 20,4% eram S. aureus e 10,2% 

eram SCN. 

Entretanto, nota-se que mais da metade dos isolados avaliados no presente 

estudo apresentam o gene de multirresistência, sendo um resultado preocupante 

visto que os MRS são agentes causadores de infecções de difícil tratamento, 

podendo se apresentar como resistentes a diferentes classes de antibacterianos, 

reduzindo as opções terapêuticas que poderiam ser utilizadas contra esses agentes. 

Assim, é importante ressaltar que o uso indiscriminado de substâncias 

antimicrobianas, principalmente nos ambientes hospitalar favorece o surgimento de 

cepas multirresistentes. Devido a isso, o seu uso racional e apropriado proporciona a 

oportunidade de uma maior eficiência no tratamento de infecções quando necessário 

(ANVISA, 2007).  

 

4.4  Capacidade de formação de biofilme  

Os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos a ensaio de formação 

de biofilme e agrupados qualitativamente como não formador ou formador de 

biofilme (fraco, moderado e forte). Esta classificação é baseada na medida da 

densidade óptica (DO) do controle negativo. Para este, foi obtida uma DO de 0,110. 

Para classificação seguiram os parâmetros a seguir: não formador de biofilme 

(DO<0,110), fraco (DO 0,111 a 0,220), moderado (DO 0,223 a 0,440) e forte 

formador (DO>0,441).  

 A capacidade de formação de biofilme foi observada em todos os isolados, 

como demonstrado na Figura 4. Destes, 91,3% apresentaram-se como fortes 

formadores e 8,7% demonstraram-se moderados formadores nas diferentes 

concentrações de glicose testadas no meio de cultura e também sem 

suplementação da mesma. Estima-se que 80% das infecções no ambiente hospitalar 

ocorram devido aos biofilmes, e dessas até 70% estão associados ao uso de 

dispositivos médicos. Além disso, infecções associadas à biofilmes são resistentes a 

ação do sistema imune do hospedeiro e principalmente a agentes antimicrobianos 

(WENZEL, 2007; STEWART, 2002).  
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Além de proporcionar a persistência de células viáveis no ambiente por mais 

tempo, os biofilmes, segundo estudos realizados com S.aureus por Savage, Chopra 

e O’Neill (2013), aumentam significativamente a frequência de transferência de 

material genético, promovendo a propagação de genes de resistência a diferentes 

antibacterianos, tal processo é potencializado pela proximidade entre as células, 

sendo que a matriz do biofilme parece estabilizar os contatos entre as células 

vizinhas.  

 

No estudo realizado por Lazzarotto (2010), foi verificado que 64% de seus 

isolados de S. epidermidis oriundos de cateteres venosos apresentaram capacidade 

de formação de biofilme, entretanto a maioria demonstrou fraca e moderada 

capacidade. Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com os de 

Peixoto et al. (2015), os quais observaram que todos seus isolados de 

Staphylococcus spp. foram fortes formadores de biofilme. 

Figura 4: Avaliação da capacidade de formação de biofilme in vitro em isolados clínicos de 
Staphylococcus spp. isolados em um hospital de ensino em Pelotas em diferentes 
concentrações de glicose; C-: controle negativo; C+: controle positivo; A: isolado forte 
formador de biofilme; B isolado moderado formador de biofilme  

       C-      C+     0,25%  0,50% 0,75%  1%       C-      C+    0,25%   0,50%  0,75%  1%  

 

A                                                                  B 
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Notou-se que grande parte dos isolados de S. aureus foram fortes 

formadores, com exceção de um dos isolados, o qual foi moderado formador de 

biofilme apenas no meio de cultura sem suplementação de glicose. Em 

contrapartida, no trabalho realizado por Carvalho et. al. (2014), dos 74 isolados 

clínicos de S. aureus apenas três demonstraram capacidade de formação de 

biofilme in vitro. Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira (2014), 

avaliando a capacidade de formação de biofilme em 200 isolados clínicos de 

Staphylococcus spp., destes apenas 24 demonstram capacidade de formar biofilme 

in vitro.   

Observou-se que apenas 12,5% dos isolados de SCN foram moderados 

formadores de biofilme, os demais 87,5% apresentaram-se como fortes formadores. 

Resultados semelhantes a esse foram obtidos por Silva (2014), dos quais 20% de 

seus isolados clínicos de S. epidermidis foram moderados formadores de biofilme e 

56% fortes formadores, e diferentemente do obtido no presente trabalho, 24% de 

seus isolados foram fracos formadores.  

 

Através do Teste T e ANOVA, foi observado que as diferentes 

concentrações de glicose apresentaram diferença significativa na formação do 

biofilme bacteriano.  As concentrações de 0,50%, 0,75% e 1%, potencializaram a 

formação de biofilme dos isolados. Entretanto, o meio sem suplementação e com 

0,25% de glicose não influenciou a formação de biofilme, não apresentando 

diferença significativa (Figura 5).  

 

 
Figura 5: Médias das densidades ópticas (DO) dos biofilmes formados por Staphylococcus spp. 

oriundos de um hospital de ensino em Pelotas frente a diferentes concentrações de glicose 

* 
* * 
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Alguns estudos avaliam a formação de biofilme com suplementação de 

glicose, como o realizado por O’Neil et al. (2007), trabalhando com isolados clínicos 

de MRSA e MSSA. Nesse trabalho foi observado que no meio de cultura sem 

glicose, apenas 8% dos isolados de MRSA e 18% de MSSA, foram capazes de 

formar biofilme.  Entretanto, quando o meio foi suplementado com 1% de glicose, a 

formação de biofilme aumentou significativamente para 74% e 84%, 

respectivamente, diferentemente dos resultados obtidos no presente estudo, visto 

que todos isolados foram formadores de biofilme em todas concentrações avaliadas. 

Agarwal e Jain (2013) relatam dados similares aos de O’ Neil et al. (2007) quanto as 

concentrações de glicose. Também foi observado um aumento significativo na 

produção de biofilme em seus isolados clínicos de Staphylococcus spp., onde estes 

passaram a ser formadores de biofilme quando o meio foi suplementado com 

glicose. 

A formação de biofilme in vitro por Staphylococcus spp. em resposta a 

diferentes suplementações de glicose é bastante documentada por vários autores, 

visto que sua importância clínica é dada principalmente pelos mesmos estarem 

relacionados a infecções associadas a uso de dispositivos médicos invasivos e pós 

operatório. Acredita-se que a hiperglicemia junto a falhas no sistema imune possa 

favorecer a formação de biofilmes, assim como desempenhar um aumento na taxa 

de infecção, principalmente em pacientes com diabetes mellitus visto que estes são 

mais propensos a infecções (WALDROP et al., 2014). Alguns estudos demonstram 

que a espécie mais frequentemente isolada em indivíduos diabéticos com infecções 

nos membros inferiores é o S. aureus, conforme relatado por Carvalho et al. (2004), 

e dentre os isolados 11,5% foram identificadas como ORSA.  

Quanto ao crescimento bacteriano, observou-se que as suplementações de 

glicose quando comparadas com o controle negativo, não apresentaram diferenças 

significativas, não potencializando o crescimento dos isolados nas diferentes 

concentrações (p<0,05) (Figura 6).       
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Com relação à produção de biofilme e ao perfil de sensibilidade aos 

antibacterianos testados (Tabela 3) nota-se que todos isolados moderados 

formadores demonstraram sensibilidade intermediária à vancomicina e 

apresentaram-se resistentes a gentamicina e eritromicina, e destes apenas um teve 

o gene mecA amplificado. Quanto à oxacilina e cefoxitina, 50% dos isolados foram 

resistentes frente a esses antibacterianos.  

Observou-se que dentre os isolados fortes formadores de biofilme, mais de 

75% demonstraram-se sensíveis a vancomicina, entretanto 19,1% e 4,8% 

apresentaram perfil de sensibilidade intermediária e resistente, respectivamente. 

Constatou-se um importante perfil de resistência dos isolados frente à oxacilina e 

eritromicina, entretanto também nota-se que mais de 75% destes foram sensíveis a 

gentamicina e vancomicina. Quanto a presença do gene mecA, o mesmo foi 

observado em 56,5% dos isolados fortes formadores de biofilme.  

Dentre os isolados avaliados no presente trabalho, que apresentaram o 

genótipo de MRS, apenas um destes foi classificado como moderado formador de 

biofilme. Acredita-se que possa existir uma correlação entre a sensibilidade a 

meticilina (e outros β-lactâmicos) e a regulação de formação de biofilme em isolados 

clínicos de S. aureus através do gene ica, o qual é o responsável pela formação dos 

biofilmes ica-dependente em Staphylococcus spp., como demonstrado por O’Neil et 

al. (2007), onde seus isolados de MSSA demonstraram maior capacidade de 

Figura 6: Médias das densidades ópticas (DO) de crescimento dos isolados clínicos de 
Staphylococcus spp. oriundos de  um hospital de ensino em Pelotas frente a diferentes 

concentrações de glicose 
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formação de biofilme em diferentes condições quando comparados aos de MRSA 

(FITZPATRICK, HUMPHREYS e O’GARA, 2005).  

 

Tabela 3: Perfil de sensibilidade de isolados clínicos formadores de biofilme de Staphylococcus spp. 

oriundos de um hospital de ensino em Pelotas.  

 Moderado Formador (n=2) Forte Formador (n=19) 

Antibacteriano S I R S I R 

Vancomicina - 100% - 76,1% 19,1% 4.8% 

Cefoxitina 50% - 50% 42,8% 9,8% 47,6% 

Gentamicina - - 100% 76,1% 4,8% 19,1% 

Eritromicina - - 100% 23,8% 4,8% 71,4% 

Oxacilina 50% - 50% 19,1% - 80,9% 

R: Resistente; I: Intermediário; S: Sensível. 

Resultados semelhantes aos obtidos também foram observados por Rito 

(2008), onde 83,7% de isolados clínicos de MRSA e 52,4% de MRSE foram 

formadores de biofilme, e destes 90% demonstraram resistência a eritromicina. 

Bernardi, Pizzolitto e Pizzolitto (2009) verificaram que 59,2% dos isolados de S. 

epidermidis, oriundos de cateteres venosos de uma UTI foram resistentes a 

gentamicina, 81,4% a eritromicina, 88,9% a penicilna e 70,4% oxacilina, sendo todos 

eles fortes produtores de biofilme, corroborando ao encontrado no presente estudo.  

De acordo com alguns autores, os biofilmes limitam a ação de substâncias 

antimicrobianas no interior de sua matriz e também facilitam a expressão de genes 

de resistência, assim como sua transferência (HENRIQUES, VASCONCELOS e 

CERCA, 2013). 

Oliveira (2014) avaliando 200 isolados de Staphylococcus spp. oriundos de 

hemoculturas e infecções do trato urinário, verificou que apenas 24,5% dos isolados 

apresentaram capacidade de formação de biofilme in vitro. O mesmo autor relata 

que 69,4% dos isolados formadores de biofilme foram resistentes a oxacilina, 40,8% 

a eritromicina e 36,7% a gentamicina, porém todas demonstraram-se sensíveis a 

vancomicina, semelhante aos resultados referentes ao perfil de sensibilidade obtido 

em nosso estudo.  Silva (2014) também comparando o perfil de resistência de seus 

isolados clínicos de S. epidermidis observou que das amostras produtoras de 

biofilme, 80%, 68% e 92% demonstraram-se resistentes eritromicina, gentamicina e 

oxacilina, entretanto todas foram sensíveis à vancomicina.    
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Alguns autores como Stewart (2002) indicam que os mecanismos 

relacionados à resistência dos biofilmes a antibacterianos são diferentes dos 

responsáveis pela resistência em células na forma planctônica frente aos mesmos 

agentes. Devido a isso, acredita-se que a baixa sensibilidade a esses agentes pelos 

biofilmes ocorra devido a fatores como: baixa penetração dos fármacos, podendo 

ocorrer devido ao exopolissacarídeo (EPS) funcionar como uma barreira física aos 

agentes antibacterianos; diferentes fases de crescimento das células, visto que as 

células da base do biofilme apresentam crescimento mais lento, o que pode conferir 

resistência aos fármacos; possibilidade de transferência de genes de resistência 

entre as células bacterianas (DAVIES, 2003; MADSEN et al., 2012; TRENTIN, 

GIORDANI e MACEDO, 2013).  
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5. Conclusão 

 

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, foi possível 

verificar variabilidade no perfil de sensibilidade dos isolados clínicos de 

Staphylococcus spp. frente aos antibacterianos avaliados. Observou-se que 78% 

demonstraram resistência frente à oxacilina e 74% a eritromicina, apenas 4% 

apresentaram-se sensíveis a todos os fármacos testados. Além disso, 60% dos 

isolados avaliados tiveram a presença do gene mecA. Deve-se ressaltar que todos 

isolados avaliados foram formadores de biofilme in vitro, sendo seu desenvolvimento 

potencializado por diferentes concentrações de glicose.  
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