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RESUMO 

CAROLINA DE OLIVEIRA WHITAKER 

 

Caracterização da resistência antimicrobiana em células planctônicas e do biofilme de 

Staphylococcus aureus da linhagem USA100/ST5 isoladas entre 2004 e 2015 

 em hospitais do Rio de Janeiro 

 

Orientadora: Kátia Regina Netto dos Santos 

 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

Staphylococcus aureus é um patógeno de importância clínica e sua permanência em 

ambientes hospitalares está associada, entre outros fatores, à capacidade de adquirir 

resistência antimicrobiana e de formar biofilme. A linhagem CEB/ST239, prevalente em 

hospitais brasileiros, tem sido substituída, nos últimos anos, por outras linhagens, como 

USA100/ST5, também associada com multirresistência. O objetivo do estudo foi caracterizar 

a ação de antimicrobianos em células planctônicas e do biofilme previamente formado por 

amostras MRSA da linhagem USA100/ST5 isoladas de pacientes de hospitais do Rio de 

Janeiro entre 2004 e 2015. Um total de 63 amostras USA100/ST5 foram avaliadas, das quais 

36 obtidas no período entre 2004 e 2009, e 27 no período de 2011 a 2015. A susceptibilidade 

a nove antimicrobianos de diferentes classes foi determinada para todas as amostras pelo 

método de disco-difusão, enquanto as concentrações mínimas inibitórias (CMIs) para 

daptomicina, linezolida, oxacilina e vancomicina foram avaliadas pela técnica de 

microdiluição em caldo. Uma amostra previamente classificada como produtora de biofilme 

forte foi selecionada para avaliação do efeito de sub-CMIs e CMIs de daptomicina, linezolida 

e vancomicina sobre o biofilme formado, e para determinação da concentração mínima de 

eliminação do biofilme (CMEB) para linezolida e vancomicina. Todas as amostras foram 

multirresistentes, apresentando resistência à ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina e 

penicilina. O percentual de resistência à cloranfenicol, gentamicina e rifampicina se manteve 

baixo em ambos os períodos, sem diferença significativa entre eles. Não foi detectada 

resistência ao sulfametoxazol-trimetoprim e à tetraciclina. Apesar de todas as amostras serem 

MRSA, a CMI50 para oxacilina aumentou entre os períodos avaliados, de 128 µg/mL para 

>256 µg/mL. Para vancomicina, as CMI50 e CMI90 aumentaram de 0,5 µg/mL e 1 µg/mL para 

2 µg/mL e 2 µg/mL, respectivamente. Além disso, todas as amostras isoladas entre 2004 e 

2009 foram sensíveis à vancomicina, mas 11% das amostras isoladas entre 2011 e 2015 

apresentaram resistência intermediária (VISA). Para daptomicia, além do aumento na CMI90 

de 1 µg/mL para 2 µg/mL, também foi observado um aumento significativo (p = 0,0083) na 

não susceptibilidade, de 11% para 41%, entre os períodos. Houve aumento na CMI90 de 

1 µg/mL para 2 µg/mL para linezolida, porém sem detecção de resistência. As sub-CMIs de 

daptomicina, linezolida e vancomicina não influenciaram no biofilme formado pela amostra 

clínica 1301a. Apenas a concentração de 2 X CMI de linezolida (2 µg/mL) foi capaz de 

reduzir significativamente o biofilme formado por essa amostra, e as CMEBs de linezolida e 
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vancomicina foram >128 µg/mL. Podemos concluir que a multirresistência de amostras 

USA100/ST5, sua crescente resistência a antimicrobianos de importância clínica, assim como 

sua habilidade de produzir biofilmes fortes e resistentes à ação de fármacos podem ter 

contribuído para seu estabelecimento na clínica. 

Palavras-chave: USA100/ST5, resistência antimicrobiana, biofilme, daptomicina, linezolida, 

vancomicina 
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ABSTRACT 

Carolina de Oliveira Whitaker 

Caracterização da resistência antimicrobiana em células planctônicas e do biofilme de 

Staphylococcus aureus da linhagem USA100/ST5 isoladas entre 2004 e 2015 

 em hospitais do Rio de Janeiro 

Orientador: Kátia Regina Netto dos Santos 

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para 

obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e 

aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

Staphylococcus aureus is a pathogen of clinical importance and its permanence in healthcare 

facilities is associated, among other factors, with its ability in acquiring antimicrobial 

resistance and forming biofilm. BEC/ST239, a prevalent lineage in Brazilian hospitals, has 

been replaced, in the last years, by other lineages, like USA100/ST5, also associated with 

multiresistance. The objective of this study was to characterize the activity of antimicrobials 

over planktonic cells and formed biofilm of MRSA isolates of the USA100/ST5 lineage 

obtained from patients in Rio de Janeiro hospitals between 2004 and 2015. Susceptibility to 

nine antimicrobials from different classes was determined to all isolates using disk-diffusion 

method, while the minimal inhibitory concentrations (MICs) to daptomycin, linezolid, 

oxacillin and vancomycin were evaluated by broth microdilution method. One isolate 

previously classified as strong biofilm producer was selected to evaluate the effect of sub-

MICs and MICs of daptomycin, linezolid and vancomycin over the formed biofilm, and for 

determination of the minimal biofilm eradication concentration (MBEC) for linezolid and 

vancomycin. All isolates were multiresistant, showing resistance to ciprofloxacin, 

clindamycin, erythromycin and penicillin. The percentage of resistance to chloramphenicol, 

gentamicin and rifampicin remained low in both periods, with no statistical difference 

between then. It was not detected resistance to sulfamethoxazole-trimethoprim or tetracycline. 

Although all isolates were MRSA, MIC50 to oxacillin increased from 128 µg/mL to >256 

µg/mL between the periods evaluated. For vancomycin, MIC50 e MIC90 increased from 

0.5 µg/mL and 1 µg/mL to 2 µg/mL and 2 µg/mL, respectively. Furthermore, all isolates 

obtained between 2004 and 2009 were sensitive to vancomycin, but 11% of the isolates 

obtained between 2011 and 2015 showed intermediate resistance to vancomycin (VISA). For 

daptomycin, besides the increase in MIC90 from 1 µg/mL to 2 µg/mL, it was also observed a 

significant increase (p = 0.0083) in the non-susceptibility from 11% to 41% between the 

periods. There was an increase in MIC90 for linezolid from 1 µg/mL to 2 µg/mL, but without 

detection of resistance. The sub-MICs of daptomycin, linezolid and vancomycin did not 

influence in the biofilm formed by the clinical isolate 1301a.  Only the concentration of 2 X 

MIC of linezolid (2 µg/mL) was able to significantly reduce the biofilm formed by this 

isolate, and the MBEC for linezolid and vancomycin were >128 µg/mL. We may conclude 

that the multiresistance of USA100/ST5 isolates, their increasing resistance to antimicrobials 

of clinical importance, as well as their ability to produce strong and drug resistant biofilms 

may have contributed to their establishment in the clinical settings. 

 

Keywords: USA100/ST5, antimicrobial resistance, biofilm, daptomycin, linezolid, 

vancomycin 
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1. Introdução 

 

1.1. Staphylococcus aureus 

 

 O gênero Staphylococcus pertence à família Staphylococcaceae e possui 50 espécies e 

22 subespécies (Euzéby, 2018). As espécies deste gênero possuem morfologia de cocos 

Gram-positivos e se agrupam em forma de cacho (estafilococos), além de serem 

caracterizados como produtores da enzima catalase, imóveis, não esporulados, anaeróbios 

facultativos, tolerantes a altas concentrações de cloreto de sódio (até 10% de NaCl) e 

resistentes a 0,04 U de bacitracina. Embora a maioria não produza a proteína coagulase e 

utilize apenas glicose como fonte de carbono, a espécie Staphylococcus aureus é coagulase 

positiva e realiza a fermentação do manitol como alternativa à glicose. A temperatura ótima 

de crescimento para S. aureus está entre 30 °C e 37 °C, e, quando crescidas em ágar 

suplementado com sangue de carneiro, as colônias formadas são grandes, com bordas 

uniformes e coloração que varia de branca a amarelada (devido aos pigmentos carotenoides 

produzidos durante o crescimento) (Bannerman e Peacock, 2007; Lee et al., 2018).  

S. aureus pode ser considerado tanto um microrganismo comensal como agente 

etiológico de diversos quadros infecciosos. Como comensal, tem como principal nicho de 

colonização as narinas anteriores. Além disso, também pode constituir a microbiota intestinal 

e ser encontrado colonizando axilas e virilha (Gordon e Lowy, 2008; Lee et al., 2018). Por 

outro lado, S. aureus também é considerado um patógeno de importância médica (Peacock e 

Paterson, 2015; Tong et al., 2015). As infecções causadas por S. aureus podem estar 

associadas aos ambientes comunitários e aos de assistência à saúde (Otto, 2012). As Infecções 

Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS) podem ser definidas como aquelas contraídas a 

partir do serviço de saúde prestado ao indivíduo. Essas infecções não estão presentes no 

momento de admissão, e podem se manifestar durante a internação ou após a alta do paciente 

(Costa, Silva e Noriega, 2007). Dentre as IRAS causadas por S. aureus, podem ser citadas: 

pneumonia, infecção de sítio cirúrgico e infecção de corrente sanguínea (ICS), entre outras 

(Magill et al., 2014; Braga et al., 2018). 

 S. aureus dispõe de uma gama de fatores de virulência que contribuem para seu 

sucesso como patógeno, tais como: expressão de adesinas, produção de toxinas e capacidade 

de formação de biofilme (McCarthy et al., 2015). Um importante fator de virulência 

produzido por S. aureus é a proteína A, uma proteína de superfície que além de ter função de 

adesina também reconhece a porção Fc da imunoglobulina G, impedindo o processo de 
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opsonização da bactéria (Navarre e Schneewind, 1999; Foster et al., 2014). Além da proteína 

A, S. aureus codifica um vasto e variável repertório de toxinas que contribui para a 

patogenicidade e evasão do sistema imune através, principalmente, do dano à membrana 

celular, interferência com a funcionalidade de receptores ou degradação de moléculas (Otto, 

2014b). Essas toxinas podem ser codificadas por elementos genéticos móveis, como, por 

exemplo, a leucocidina de Panton-Valentine (PVL, Panton-Valentine leukocidin), que está 

associada com formas específicas de infecções de pele, como furunculose (Otto, 2012). Além 

disso, há aquelas codificadas pelo cromossoma bacteriano, como as modulinas solúveis em 

fenol, PSMs (phenol-soluble modulins), peptídeos anfipáticos com alta capacidade citolítica, 

principalmente contra neutrófilos (Wang et al., 2007; Otto, 2014a). Outro fator de virulência 

apresentado por algumas cepas de S. aureus é a capacidade de formar biofilme, que contribui 

para o estabelecimento de infecções relacionadas a dispositivos médicos, como próteses e 

cateteres (McCarthy et al., 2015). 

  

1.2. Resistência aos antimicrobianos 

 

Além da apresentação de um vasto repertório de fatores de virulência, as cepas de 

S. aureus são notórias em adquirir resistência a diferentes classes de antimicrobianos. Esse 

evento pode ocorrer a partir da aquisição de genes de resistência por meio de transferência 

horizontal de genes, uma vez que estes são, geralmente, carreados por elementos genéticos 

móveis (van Hoek et al., 2011; Hiramatsu et al., 2014; Yilmaz e Aslantas, 2017). Também 

pode haver a aquisição de resistência ou tolerância através da maior expressão de bombas de 

efluxo e por meio de mutações pontuais no genoma bacteriano, causando alterações no sítio 

alvo da ação do antimicrobiano (van Hoek et al., 2011; Yilmaz e Aslantas, 2017). Outra 

opção é a resistência cruzada, que faz com que o mecanismo adquirido pela bactéria para uma 

substância proteja-a contra outros agentes, sejam eles atuantes no mesmo sítio ou em sítios 

diferentes (Chen, Huang e Chiu, 2015). 

 

1.2.1. Meticilina/Oxacilina 

 

Os β-lactâmicos constituem uma classe de antimicrobianos que atuam na parede 

celular de bactérias de modo a inibir a transpeptidação, etapa que confere rigidez à estrutura. 

Esse mecanismo de ação se dá através da associação às proteínas ligadoras de penicilina 
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(PBP, penicillin binding proteins), enzimas responsáveis pela realização das ligações cruzadas 

na formação da parede celular (Hiramatsu, 2001; Miller, 2002). 

O primeiro antimicrobiano da classe dos β-lactâmicos a ser utilizado na clínica foi a 

penicilina, na década de 1940. Entretanto, foram descritos os primeiros casos de resistência 

devido à aquisição de um plasmídeo contendo o gene blaZ poucos anos após sua 

implementação. Esse gene codifica a penicilinase, uma enzima que hidrolisa o anel β-

lactâmico presente na estrutura da penicilina e desativa o antimicrobiano (Peacock e Paterson, 

2015; Aguayo-Reyes et al., 2018). Assim, foram realizadas modificações na estrutura da 

penicilina para síntese de antimicrobianos com maior espectro antibacteriano e resistentes à 

ação da penicilinase, também conhecida como β-lactamase (Wright, 1999).  A primeira 

penicilina semissintética desenvolvida foi a meticilina, cujas alterações no anel β-lactâmico 

favoreceram a resistência à ação das penicilinases. A meticilina passou a ser utilizada na 

clínica em 1959, como alternativa para o tratamento de infecções causadas por cepas 

resistentes à penicilina. Porém, cepas de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA, 

methicillin-resistant S. aureus) começaram a ser isoladas em 1961 (Jevons, 1961; Otto, 2012; 

Peacock e Paterson, 2015). A resistência ocorre devido à aquisição, principalmente, do gene 

mecA, que codifica uma PBP2 alterada, denominada PBP2a ou PBP2’, que apresenta baixa 

afinidade pelos β-lactâmicos (Chambers e DeLeo, 2009; Aguayo-Reyes et al., 2018). Embora 

a meticilina não seja mais utilizada clinicamente devido à sua instabilidade, sendo substituída, 

principalmente, pela oxacilina, o termo MRSA foi mantido. Isso se deve ao fato de o 

mecanismo de resistência à meticilina conferir resistência a todos os antimicrobianos 

membros da classe de β-lactâmicos, com exceção às cefalosporinas com atividade contra 

MRSA (Peacock e Paterson, 2015; CLSI, 2018). 

O gene mecA é carreado por um elemento genético móvel denominado de cassete 

cromossômico estafilocócico mec, SCCmec (staphylococcal chromosome cassette mec) 

(Katayama, Ito e Hiramatsu, 2000). O SCCmec  é composto pelo complexo gênico mec, que 

contém o gene mecA e seus reguladores mecI e mecR; pelo complexo gênico ccr (cassette 

chromosome recombinase), que contém os genes para recombinases responsáveis pela excisão 

e inserção do SCCmec ao genoma bacteriano; e as regiões J, que podem conter genes de 

resistência a outras classes de antimicrobianos e aos metais pesados (Liu et al., 2016; Lee 

et al., 2018). A transmissão do SCCmec entre diferentes cepas de S. aureus ocorre através de 

transferência horizontal de genes a partir da atuação das recombinases codificadas pelo 

complexo gênico ccr. A estrutura do SCCmec é bastante variada, sendo descritos até o 
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momento 13 alotipos (I a XIII) diferentes com base na tipagem dos complexos mec e ccr (Wu, 

et al., 2015; Baig et al., 2018; Lee et al., 2018).  

Inicialmente, as linhagens MRSA eram relatadas causando surtos apenas em 

ambientes hospitalares, sendo denominadas HA-MRSA (MRSA associado a ambientes de 

assistência à saúde, do inglês healthcare-associated MRSA). Nesses ambientes, foram 

identificadas amostras carreando os tipos I, II e III de SCCmec, os primeiros descritos na 

literatura, cujas estruturas podem carrear também genes de resistência a outras classes de 

antimicrobianos (Ito et al., 2001; Liu et al., 2016; Lee et al., 2018). Na década de 1980, 

surgiram relatos de surtos causados por amostras MRSA em ambientes comunitários (CA-

MRSA, MRSA associado à comunidade, do inglês community-associated MRSA), em 

indivíduos sem qualquer contato prévio com ambientes de assistência à saúde ou fatores de 

risco para infecções hospitalares (Ma et al., 2002; Liu et al., 2016; Junie et al., 2018). 

Entretanto, posteriormente, essas cepas passaram a ser relatadas em surtos hospitalares sendo, 

atualmente, encontradas causando infecções em ambos os ambientes (Lee et al., 2018). 

Genotipicamente, as cepas de CA-MRSA podem ser discriminadas das HA-MRSA por 

carrearem os SCCmec tipos IV e V, variantes com menor tamanho do cassete SCCmec e sem 

resistência múltipla aos antimicrobianos (Ito et al., 2004; Liu et al., 2016; Lee et al., 2018). 

Em meados da década de 2000, também passaram a ser relatados casos de infecções por 

MRSA associadas à exposição a animais pecuários (LA-MRSA, livestock-associated MRSA) 

(Cuny, Wieler e Witte, 2015). O SCCmec tipo XI está associado a essas cepas e sua estrutura 

é a única, até o momento, que não apresenta o gene mecA, sendo a PBP2 alterada, PBP2c, 

codificada pelo gene mecC, homólogo ao mecA (Harrison et al., 2012; Ballhausen et al., 

2014). Recentemente, também foi descrita resistência à meticilina em S. aureus através da 

aquisição de plasmídeo contendo o gene mecB, homólogo aos genes mecA e mecC, em sua 

estrutura (Becker et al., 2018). 

Após o aparecimento das primeiras cepas de MRSA, infecções por esse patógeno 

passaram a ser relatadas em diversas partes do mundo, com prevalência aumentando 

continuamente. Atualmente, a prevalência de MRSA em IRAS varia bastante entre os países, 

e essa diferença pode ser atribuída, em parte, a variações nas práticas de controle de infecções 

e à política de utilização de antimicrobianos em cada país (Kock et al., 2010). 
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1.2.2. Vancomicina 

 

 A vancomicina é um antimicrobiano tricíclico pertencente à classe dos glicopeptídeos 

utilizado para tratamento de infecções graves por bactérias Gram-positivas (Gupta, Biyani e 

Khaira, 2011; Gardete e Tomasz, 2014; Baxter Healthcare Corporation, 2015). O primeiro 

uso clínico desse antimicrobiano data de 1958, embora o início de sua utilização em larga 

escala tenha começado com a emergência de amostras MRSA na década de 1980. Desde 

então, é considerada a primeira escolha terapêutica para tratar infecções causadas por MRSA 

em diversos países, inclusive no Brasil (Smith et al., 1999; Hiramatsu, 2001; Gardete e 

Tomasz, 2014; Anvisa, 2018). 

Assim como a oxacilina, a vancomicina atua na parede celular bacteriana de modo a 

inibir a etapa de transpeptidação. Contudo, enquanto a oxacilina age sobre as PBPs, o 

mecanismo de ação da vancomicina consiste em inibir, por impedimento estereoquímico, a 

sequência reconhecida pelas transpeptidases. Para isso, associa-se por pontes de hidrogênio ao 

carbono terminal do resíduo de D-Ala-D-Ala do pentapeptídeo, formando um complexo 

estável. Dessa forma, a transpeptidase não consegue atuar e não há formação da malha rígida, 

levando a célula à morte celular por lise osmótica (Reynolds, 1989; Hiramatsu, 2001). 

Com o aumento de casos de infecções por MRSA, a vancomicina foi gradualmente 

sendo mais utilizada na clínica, sendo atualmente a primeira escolha para tratamento de ICS 

por MRSA (Gardete e Tomasz, 2014). Entretanto, no fim da década de 1990, foram relatadas 

as primeiras cepas de S. aureus com resistência intermediária à vancomicina, denominadas 

VISA (S. aureus com resistência intermediária à vancomicina, vancomycin-intermediate 

resistant S. aureus) (Hiramatsu, 2001; Gardete e Tomasz, 2014). Essas cepas estão 

relacionadas com falha terapêutica e valores aumentados de Concentração Mínima Inibitória 

(CMI) (entre 4 e 8 µg/mL) para vancomicina (Liñares, 2001; CLSI, 2018). Apesar de não 

serem classificadas como plenamente resistentes, a utilização de vancomicina para combater 

amostras VISA requer um aumento na dosagem devido à maior CMI (Bruniera et al., 2015; 

CLSI, 2018). Isso representa um risco à saúde do paciente, uma vez que a administração de 

maiores doses do antimicrobiano está associada com o desenvolvimento de nefropatia 

(Dehority, 2010; Gupta, Biyani e Khaira, 2011; Bruniera et al., 2015). 

 Após o isolamento da primeira cepa VISA, foi relatada também a detecção de cepas 

com heterorresistência intermediária à vancomicina (hVISA, heterogeneous vancomycin- 

intermediate resistant S. aureus) (Hiramatsu, 2001). Essas cepas apresentam uma população 

heterogênea, com presença tanto de células sensíveis à vancomicina quanto uma 
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subpopulação (10
-5

 a 10
-6

 UFC/mL) com valores de CMI característicos de resistência 

intermediária (Howden et al., 2010; Howden, Peleg e Stinear, 2013; Gardete e Tomasz, 

2014). Estudos que avaliaram as características de resistência de S. aureus no decorrer da 

terapia antimicrobiana com vancomicina constataram que a pressão seletiva exercida leva a 

uma heterogeneidade da susceptibilidade ao antimicrobiano e, caso a terapia persista, a 

incidência de subpopulações com susceptibilidade reduzida aumenta até que a população 

bacteriana adquira, homogeneamente, o fenótipo VISA (Sieradzki et al., 1999; Gardete e 

Tomasz, 2014; Gomes, Ward e LaPlante, 2015). 

 A redução na susceptibilidade observada em amostras VISA não é atribuída à 

aquisição de genes de resistência, sendo descrito como multifatorial, com relatos de mutações 

em diferentes genes (Hiramatsu et al., 2014). Outra característica comum à maioria das 

amostras VISA é o espessamento da parede celular, em parte devido ao número elevado de 

resíduos D-Ala-D-Ala disponíveis, fazendo com que haja uma menor difusão da vancomicina 

para o septo de divisão celular, onde a mesma atua (Hiramatsu, 2001; Howden, Peleg e 

Stinear, 2013). 

 Ainda que raros, já existem relatos de cepas de S. aureus resistentes à vancomicina 

(VRSA, vancomycin-resistant S. aureus), em que o mecanismo pode se dar a partir da 

aquisição de plasmídeo oriundo de cepas de Enterococcus resistentes à vancomicina (VRE, 

vancomycin-resistant Enterococcus) (Gardete e Tomasz, 2014; Hiramatsu et al., 2014). O 

plasmídeo pode conter os genes vanA e/ou vanB, relacionados com a alteração do resíduo D-

Ala-D-Ala (D-alanil-D-alanina) para D-Ala-D-Lac (D-alanil-D-lactato), que possui baixa 

afinidade pelo antimicrobiano, conferindo valores de CMI maiores ou iguais a 16 µg/mL 

(Gardete e Tomasz, 2014; Hiramatsu et al., 2014; Saadat et al., 2014; CLSI, 2018). 

 

1.2.3. Linezolida 

 

A linezolida é um antimicrobiano sintético pertencente à classe das oxazolidinonas, 

sendo o primeiro da classe a ser implementado na clínica (Pharmacia & Upjohn Company, 

2001; Bozdogan e Appelbaum, 2004). Seu espectro de ação abrange bactérias Gram-positivas, 

incluindo cepas multirresistentes (Birmingham et al., 2003; Bozdogan e Appelbaum, 2004). 

Dessa forma, a linezolida tem sido uma opção de tratamento contra infecções causadas por 

amostras MRSA, incluindo aquelas com susceptibilidade reduzida à vancomicina (amostras 

hVISA, VISA e VRSA) (Birmingham et al., 2003; Bozdogan e Appelbaum, 2004; 

Hashemian, Farhadi e Ganjparvar, 2018). 
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A atuação da linezolida consiste em inibir a síntese proteica bacteriana a partir da sua 

ligação ao centro peptidil-transferase da subunidade ribossomal 50S, impedindo a formação 

do complexo de iniciação 70S funcional (Roger, Roberts e Muller, 2017). Isso faz com que 

sua atividade seja classificada como bacteriostática contra o gênero Staphylococcus, o que 

impede que a linezolida seja considerada um antimicrobiano de primeira escolha para 

tratamento de bacteremias causadas por MRSA (Gudiol et al., 2017). Entretanto, é 

demonstrada a eficácia da linezolida para tratamento de bacteremias persistentes por MRSA 

quando comparada ao uso de vancomicina (Park et al., 2012). 

Embora a linezolida tenha sido implementada na clínica em 2000, o primeiro caso de 

resistência em S. aureus (LRSA, linezolid-resistant Staphylococcus aureus) foi descrito na 

literatura em 2001 (Tsiodras et al., 2001). Apesar disso, relatos de infecções por amostras 

LRSA são raramente descritos (Mendes et al., 2018). A resistência à linezolida pode ocorrer 

devido a mutações no genoma bacteriano ou pela aquisição de genes de resistência (Roger, 

Roberts e Muller, 2017). Nos casos em que a resistência é adquirida por mutações, as mais 

descritas ocorrem no domínio V do gene que codifica o rRNA 23S, constituinte da 

subunidade ribossomal 50S, reduzindo a afinidade ao antimicrobiano (Stefani et al., 2010). 

Devido à presença de múltiplas cópias de rRNA 23S nas células bacterianas, o 

desenvolvimento de resistência à linezolida por esse mecanismo é menos comumente 

identificado (Tsiodras et al., 2001; Stefani et al., 2010; Roger, Roberts e Muller, 2017). 

Mutações nos genes que codificam as proteínas ribossomais L3 e L4, embora menos 

frequentes, também podem conferir resistência (Stefani et al., 2010). A resistência conferida 

por elemento genético móvel, por sua vez, pode ocorrer pela aquisição de um plasmídeo 

contendo o gene cfr, que codifica uma RNA-metiltransferase responsável pela adição de um 

grupamento metil ao RNA 23S, afetando a ligação do antimicrobiano ao centro peptidil-

transferase. Deve-se ressaltar que esse gene também confere resistência a outras classes de 

antimicrobianos que atuam no ribossomo bacteriano, como antibióticos fenicóis 

(cloranfenicol, entre outros), lincosamidas, estreptogramina A e macrolídeos (Long et al., 

2006; Roger, Roberts e Muller, 2017). Também foi recentemente descrito em S. aureus um 

mecanismo associado à presença do gene poxtA, que leva à redução da susceptibilidade à 

fenicóis, oxazolidinonas e tetraciclinas (Antonelli et al., 2018). Esse gene codifica a proteína 

PoxtA que pertence à linhagem F da família de proteínas ABC (ATP-binding cassete) 

associada com resistência a antimicrobianos, ARE ABC-F, sendo capaz de se disseminar 

entre diferentes espécies de cocos Gram-positivos. A proteína PoxtA pertence à mesma 

sublinhagem da proteína OptrA, descrita em espécies de Enterococcus, cujo mecanismo 
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consiste em remover o antimicrobiano de seu sítio de ligação no ribossomo (Sharkey, 

Edwards e O’Neill, 2016; Antonelli et al., 2018). 

 

1.2.4. Daptomicina 

 

A daptomicina é um antimicrobiano cíclico pertencente à classe de lipopeptídeos, com 

atividade bactericida contra Gram-positivos (Cubist Pharmaceuticals, Inc., 2011). Ela é 

produto da fermentação do fungo Streptomyces roseosporus, sendo seu uso como agente 

antimicrobiano na clínica aprovado em 2003, nos Estados Unidos, (Heidary et al., 2017) e sua 

introdução no mercado brasileiro ocorrendo em 2009 (Simpro, 2009). Assim como a 

linezolida, tem se mostrado uma das principais opções para o tratamento de infecções 

causadas por amostras MRSA com susceptibilidade reduzida à vancomicina (Gudiol et al., 

2017). Entretanto, por ser inativada por líquido surfactante, a daptomicina não é considerada 

uma opção de tratamento contra pneumonia (Silverman et al., 2004). 

 Embora o mecanismo de ação da daptomicina não seja completamente elucidado, 

sabe-se que ela atua na membrana celular bacteriana de forma cálcio-dependente, 

principalmente no septo de divisão celular. Os monômeros de daptomicina se inserem na 

membrana celular ao se associarem ao fosfatidilglicerol (Stefani et al., 2015; Heidary et al., 

2017). Após a inserção, os monômeros se oligomerizam e formam pequenos poros na 

membrana (Stefani et al., 2015). Esses poros geram uma despolarização da membrana, 

levando ao efluxo de componentes celulares e, consequentemente, à morte bacteriana (Stefani 

et al., 2015; Heidary et al., 2017). 

 Apesar de haver relatos de amostras de S. aureus com susceptibilidade reduzida à 

daptomicina, o mecanismo pelo qual isso ocorre ainda é pouco compreendido (Heidary et al., 

2017). A redução da susceptibilidade à daptomicina em S. aureus é descrita como 

multifatorial, envolvendo mutações gênicas que levam a alterações na composição e na 

fluidez da membrana plasmática da bactéria (Heidary et al., 2017). Um fator bem descrito 

como determinante para redução da susceptibilidade à daptomicina em MRSA é a repulsão 

eletrostática do complexo daptomicina-cálcio da superfície bacteriana (Casanova, Ruiz e 

Bellido, 2017; Heidary et al., 2017). Dentre as mutações frequentemente associadas a esse 

fenômeno, as mais comuns são aquelas relacionadas ao aumento da expressão do gene mprF 

(Friedman, Alder e Silverman, 2006; Bayer et al., 2015; Casanova, Ruiz e Bellido, 2017). É 

relatado que embora possam ocorrer mutações pontuais (SNPs, single nucleotide 

polymorphisms) em genes adicionais como rpoB, rpoC e yycG, SNPs em mprF geralmente 
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são as primeiras a ocorrer (Friedman, Alder e Silverman, 2006). Esse gene codifica uma 

enzima denominada lisilfosfatidilglicerolsintetase, responsável por adicionar ao 

fosfatidilglicerol presente na membrana celular uma molécula de lisina, um aminoácido 

positivamente carregado, e por facilitar a translocação dessa molécula da porção interna da 

membrana celular para a externa (Ernst et al., 2009). 

 

1.3. Biofilme x antimicrobianos 

 

O biofilme consiste em um agregado microbiano envolto em uma matriz polimérica 

extracelular, com capacidade de aderir em superfícies bióticas e abióticas (Flemming e 

Wingender, 2010). A estrutura do biofilme confere proteção contra o sistema imune do 

hospedeiro e contra a ação de antimicrobianos, contribuindo para a persistência da infecção e 

elevação nas taxas de morbidade e mortalidade (Høiby et al., 2010; Zapotoczna, O’Neill e 

O’Gara, 2016). 

A formação do biofilme se inicia a partir da adesão da bactéria a uma superfície, onde 

a mesma se multiplica confluentemente enquanto produz e secreta os componentes da matriz 

extracelular, que auxilia na adesão a outras células e à superfície. Em amostras de S. aureus, a 

matriz pode ser composta de polissacarídeos, proteínas, DNA extracelular, entre outros 

(Flemming et al., 2016). Entretanto, estudos indicam que a matriz do biofilme formado por 

amostras MRSA é composta majoritariamente por elementos protéicos, enquanto amostras 

sensíveis apresentam predominantemente conteúdo polissacarídico (Beeken et al., 2004; 

Fitzpatrick, Humphreys e O’Gara, 2005; O’Neil et al., 2007; Martí et al., 2010; Pozzi et al., 

2012). Por fim, há a fase de dispersão do biofilme, que pode permitir a disseminação das 

células bacterianas para outros sítios. Esta fase pode se dar através do desprendimento de 

subpopulações bacterianas pela ação de forças mecânicas, atuação de compostos químicos 

que degradam a matriz ou pelo cessamento da síntese dos componentes da matriz (Moormeier 

et al., 2014; Flemming et al., 2016).  

As células bacterianas que compõem o biofilme apresentam fenótipo alterado, com 

heterogeneidade de expressão proteica, devido a diferenças na expressão gênica (Donlan e 

Costerton, 2002). Além disso, essas células apresentam estados metabólicos distintos, devido 

ao perfil variado de distribuição de recursos na estrutura do biofilme. Em biofilmes 

estafilocócicos é possível identificar quatro tipos de estado metabólicos principais: as células 

mais superficiais mantêm um metabolismo aeróbico ativo, uma porção de células mantém o 
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metabolismo fermentativo, a maioria das células mantém um estado dormente e uma parte é 

composta por células mortas (Archer et al., 2011). 

 É demonstrado que as células bacterianas que constituem o biofilme podem ser de dez 

a mil vezes mais resistentes a alguns antimicrobianos do que as células planctônicas (Davies, 

2003). A capacidade de resistir aos antimicrobianos conferida pelo biofilme provém de 

diferentes fatores (Archer et al., 2011; Hall e Mah, 2017). A maioria das células presentes no 

biofilme se encontra em estado dormente em resposta ao microambiente com disponibilidade 

reduzida de oxigênio e nutrientes, o que faz com que haja diminuição do metabolismo e da 

taxa de divisão celular. Com isso, elas se tornam mais tolerantes aos antimicrobianos que 

atuam em etapas ativas do metabolismo e durante a divisão celular, pois há uma redução dos 

alvos destes antimicrobianos (Davies, 2003; Archer et al., 2011). A estrutura do biofilme 

pode retardar a penetração de determinados antimicrobianos nas camadas mais profundas, 

induzindo uma situação de estresse e estimulando o desencadeamento de respostas celulares 

que culminam em menor susceptibilidade (Davies, 2003; Harms, Maisonneuve e Gerdes, 

2016, Hall e Mah, 2017). Devido à maior proximidade entre as células, a transferência 

horizontal de genes de resistência também se torna mais eficaz em biofilmes (Hall e Mah, 

2017). 

 Na clínica, as concentrações de antimicrobianos administradas no tratamento de 

pacientes com infecções relacionadas a biofilmes são eficazes em eliminar apenas as células 

nas camadas mais externas da estrutura. Contudo, as células localizadas nas camadas mais 

profundas do biofilme não são atingidas pelos antimicrobianos, levando à persistência e 

potencial disseminação da infecção (Davies, 2003). Além disso, situações em que há redução 

da biodisponibilidade de antimicrobianos no organismo, como administração de dose 

incorreta, baixa distribuição e penetração nos sítios de infecção, descontinuidade do uso da 

droga, início e final de tratamento, podem culminar em concentrações subinibitórias (sub-

CMIs) no biofilme (Andersson e Hughes, 2014; Majidpour et al., 2017). Estudos têm 

demonstrado que sub-CMIs de antimicrobianos como oxacilina, vancomicina ou linezolida 

podem impactar na produção de biofilme por algumas cepas de Staphylococcus spp. (Frank 

et al., 2007; Mirani e Jamil, 2011; Majidpour et al., 2017). Kaplan e colaboradores (2012), 

por exemplo, observaram que sub-CMIs de oxacilina promoveram uma maior liberação de 

DNA extracelular, que atua como um constituinte da matriz polimérica do biofilme de 

S. aureus, levando a um aumento na acumulação de biofilme (Kaplan et al., 2012). 
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1.4. Epidemiologia da linhagem USA100/ST5 em hospitais brasileiros 

 

O estudo epidemiológico das infecções causadas por S. aureus permite determinar a 

origem de uma cepa, estabelecer relações clonais e identificar e controlar surtos hospitalares 

ou comunitários causados por determinadas linhagens (Shopsin et al.). Para identificar a 

linhagem causadora do surto, são utilizados métodos fenotípicos de identificação seguidos por 

métodos de tipagem molecular que diferenciam as linhagens dentro da mesma espécie 

(Shopsin et al., 1999; Tenover et al., 2007). 

Além da determinação do tipo de SCCmec, um dos principais métodos de tipagem 

utilizado para diferenciar as linhagens de S. aureus é a técnica de eletroforese em gel de 

campo pulsado (PFGE, pulsed-field gel electrophoresis) (McDougal et al., 2003). A técnica 

de PFGE consiste em determinar o perfil de bandeamento das amostras de S. aureus a partir 

da fragmentação do genoma bacteriano pela enzima de restrição SmaI, que cliva o DNA em 

regiões específicas e leva à formação de bandas de tamanhos característicos (Tenover et al., 

1995). Devido à laboriosidade da técnica de PFGE, podem ser utilizadas como alternativa ou 

em conjunto com ela a técnica de tipagem de sequências multilocus (MLST, multilocus 

sequence typing) e a tipagem do gene spa (Tenover et al., 2007). A técnica de MLST consiste 

em determinar a sequência tipo (ST, sequence type) de uma determinada amostra a partir do 

sequenciamento de sete genes house-keeping (Enright et al., 2000). Por outro lado, a tipagem 

do gene spa, que codifica a proteína A presente na membrana plasmática de S. aureus, é 

baseada no sequenciamento da região polimórfica X, uma região com repetição de sequência 

curta (Shopsin et al., 1999). 

Em 2003, McDougal e colaboradores propuseram a uniformização da nomenclatura, 

baseado nas linhagens mais prevalentes nos EUA, identificadas por tipagem de SCCmec e do 

gene spa, PFGE e MLST. Nesta proposta, foram reveladas oito linhagens clonais, nomeadas 

de USA100 a USA800. As linhagens USA100 (ST5), associada ao clone Nova Iorque/Japão, 

e USA200 (ST36) foram descritas como as mais prevalentes em hospitais norte-americanos, 

sendo ambas carreadoras do SCCmec II. A linhagem USA800, associada ao clone Pediátrico, 

apesar de também apresentar ST5, difere da USA100 por carrear o SCCmec IV. Assim como 

a linhagem USA800, as linhagens USA300, USA400 e USA700 carreiam o SCCmec IV e 

estão associadas a infecções comunitárias. A linhagem USA500 foi associada a amostras do 

clone Arcaico/Ibérico com perfil de multirresistência. Amostras da linhagem USA600 (ST45) 

podem carrear os SCCmec tipos II ou IV, sendo USA600-II associada ao clone Canadense e 

USA600-IV associada ao clone Berlim (McDougal et al., 2003). Alguns anos após a 
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classificação de McDougal e colaboradores (2003), foram descritas outras quatro linhagens: 

USA900, USA1000, USA1100 e USA1200. Destas, as linhagens USA1100, do ST30 e 

associada ao clone Oceania, e USA1000, do ST59, apresentam SCCmec IV em sua estrutura, 

enquanto que as linhagens USA900, do ST15, e USA1200, de ST desconhecido, são 

principalmente relacionadas com amostras MSSA (Tenover et al., 2008; Monecke et al., 

2011). 

 Embora a linhagem USA100/ST5 tenha sido amplamente isolada em hospitais dos 

EUA e Japão durante a década de 2000, a linhagem prevalente em hospitais brasileiros 

durante o período era o clone endêmico brasileiro (CEB) do ST239/SCCmecIII (McDougal 

et al., 2003; Ko et al., 2005; Vivoni et al., 2006), ainda que amostras com SCCmec II 

associadas à linhagem USA100/ST5 fossem isoladas em pequena proporção e amostras com 

SCCmec IV estivessem emergindo na clínica (Caboclo et al., 2013). Entretanto, estudos 

recentes relataram um aumento na frequência de isolamento da linhagem USA100/ST5 em 

hospitais nacionais (Caiaffa-Filho et al., 2013; Chamon et al., 2017; Damasco, 2017), 

incluindo sua emergência em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (Nascimento et al., 2018). 

Em 2017, foi descrita a completa substituição do clone CEB por essa linhagem em alguns 

hospitais do Rio de Janeiro (Chamon et al., 2017).  

A linhagem USA100/ST5 é historicamente relacionada à aquisição de mecanismos de 

resistência, uma vez que a primeira amostra VISA identificada (Mu50) foi identificada como 

membro da linhagem USA100/ST5 (McDougal et al., 2003). Diferentes estudos 

epidemiológicos também relataram a associação da linhagem USA100/ST5 com amostras 

hVISA, VISA e VRSA (Tenover et al., 2004; Sader et al., 2009; Limbago et al., 2014; da 

Costa et al., 2016). Estudos conduzidos recentemente vêm mostrando uma associação entre a 

linhagem USA100/ST5 e a redução da susceptibilidade à daptomicina, que, junto com a 

vancomicina, são as principais escolhas para o tratamento de infecções de corrente sanguínea 

causadas por MRSA (Cavalcante et al., 2014; da Costa et al., 2016; Gudiol et al., 2017). 

Além disso, amostras clínicas dessa linhagem tendem a apresentar resistência a 

antimicrobianos utilizados na rotina clínica, sendo relatada resistência à eritromicina, 

clindamicina e ciprofloxacina (McDougal et al., 2003; Klevens et al., 2006). Estudos que 

investigam o perfil de susceptibilidade à mupirocina, utilizada para descolonização de 

S. aureus, frequentemente também associam a resistência a esse antimicrobiano com a 

linhagem USA100/ST5 (Simor et al., 2007; Seah et al., 2012; Chamon, 2017). 

Um fator que pode contribuir para o aumento da resistência antimicrobiana é a 

capacidade de formação de biofilme (Davies, 2003). Apesar de esse aspecto ser pouco 
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estudado na linhagem USA100/ST5/SCCmec II, é descrito que este tipo de amostra tende a 

ser produtora de biofilme (Souza et al., 2009; Baldan et al., 2012; Vanhommerig et al., 2014; 

Côrtes et al., 2015; Bastião et al., 2016; King et al., 2016; Guimarães, 2018). Entretanto, não 

há uniformidade na literatura em relação à quantidade de biofilme formado por essa linhagem, 

sendo relatadas amostras produtoras de biofilme fraco (Baldan et al., 2012), moderado 

(Vanhommerig et al., 2014; Côrtes et al., 2015; Batistão et al., 2016) e forte (Côrtes et al., 

2015; King et al., 2016). Alguns estudos avaliaram a capacidade de formação de biofilme em 

amostras carreadoras de diferentes tipos de SCCmec, e também relataram que grande parte 

das amostras com SCCmec tipo II são capazes de produzir biofilme (Cha et al., 2013; Lim 

et al., 2013; Batistão et al., 2016). 
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2. Justificativa 

 

 Uma das principais dificuldades enfrentadas atualmente no tratamento de infecções 

bacterianas é a multirresistência aos antimicrobianos, sendo esta uma importante característica 

que vem contribuindo para a permanência de S. aureus como principal patógeno Gram-

positivo causador de infecções hospitalares. Nesse ambiente, pacientes submetidos a 

processos invasivos estão propensos a adquirir infecções de corrente sanguínea e associadas a 

biofilme. Entre as linhagens de MRSA prevalentes em hospitais brasileiros, o clone endêmico 

brasileiro (CEB/ST239) era amplamente isolado durante a década de 2000. Entretanto, 

estudos de vigilância conduzidos pelo nosso grupo no Rio de Janeiro relataram a completa 

substituição da linhagem CEB/ST239 pelas linhagens USA400/ST1 e USA100/ST5 em 

alguns hospitais. A disseminação da linhagem USA100/ST5 é preocupante, uma vez que ela 

está associada com a aquisição de resistência à vancomicina e de não susceptibilidade à 

daptomicina, drogas utilizadas como escolha para o tratamento de infecções de corrente 

sanguínea causadas por cepas MRSA. Embora seja raro o relato de resistência à linezolida, 

também se torna relevante o monitoramento do seu perfil de susceptibilidade, já que esta 

linhagem é notória por sua aquisição de resistência múltipla aos antimicrobianos. Além disso, 

a linhagem USA100/ST5 também é apontada em alguns estudos como capaz de produzir 

biofilme, fator que antimicrobiana entre amostras dessa linhagem em hospitais do Rio de 

Janeiro. O laboratório onde o estudo foi realizado conta com uma coleção de amostras MRSA 

USA100/ST5 obtidas ao longo de cerca de dez anos que permitiu comparar as características 

das amostras em dois períodos distintos, elucidando características adquiridas que 

contribuíram para que esta linhagem ganhasse espaço na clínica. 
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3. Objetivos 

 

 Caracterizar a ação de diferentes classes de antimicrobianos em células planctônicas e 

no biofilme previamente formado de amostras MRSA da linhagem USA100/ST5 coletadas 

em hospitais do Rio de Janeiro entre 2004 e 2015. 

 

3.1. Estratégias 

 Confirmar a identificação da espécie S. aureus através de MALDI-TOF-MS; 

 Determinar o perfil de susceptibilidade das amostras a nove antimicrobianos através 

da técnica de disco-difusão;  

 Determinar as concentrações mínimas inibitórias das amostras através da técnica de 

microdiluição em caldo para daptomicina, linezolida, oxacilina e vancomicina; 

 Verificar o efeito de daptomicina, linezolida e vancomicina sobre o biofilme formado 

por uma amostra previamente caracterizada como forte produtora; 

 Determinar as concentrações mínimas de vancomicina e linezolida necessárias para 

erradicação do biofilme formado por uma amostra previamente classificada como 

produtora de biofilme forte; 

 Comparar através de análise estatística os resultados obtidos para as amostras 

coletadas nos dois períodos distintos avaliados, 2004 - 2009 e 2011 - 2015. 
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4. Metodologia 

 

4.1. Características do estudo 

 

 O estudo possui caráter retrospectivo, descritivo e laboratorial. Foram selecionadas 

todas as amostras clínicas MRSA USA100/ST5, previamente caracterizadas através de testes 

fenotípicos convencionais e genotípicos, coletadas entre 2004 e 2015 e pertencentes à coleção 

de amostras do Laboratório de Infecção Hospitalar (LIH), do Instituto de Microbiologia Paulo 

de Góes (IMPPG), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Desta forma, este 

estudo incluiu 63 amostras isoladas de dois hospitais públicos do Rio de Janeiro, Hospital 

Universitário Clementino Fraga Filho (HUCFF) e Hospital Naval Marcílio Dias (HNMD). As 

mesmas se encontram estocadas a -20 °C em TSB (Caldo triptona de soja, Tryptic Soy Broth, 

BD, Becton, Dickinson and Company; Sparks, MD, EUA) acrescido de 20% (v/v) glicerol 

(Proquimios Comércio e Indústria Ltda; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Sambrock, Fritsch e 

Maniatis, 1989). 

 O fluxograma da metodologia utilizada está descrito na Figura 1. 
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Figura 1: Fluxograma da metodologia a ser utilizada no estudo. 
CMI – Concentração mínima inibitória; MALDI-TOF – Ionização e dessorção a laser assistida por matriz - 

tempo de voo - espectrometria de massa; MDC – Microdiluição em caldo; MRSA – Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina; ST – Sequência tipo. 

63 amostras clínicas de MRSA USA100/ST5 isoladas em dois hospitais do Rio de 

Janeiro entre 2004 e 2015 
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4.2. Confirmação da espécie Staphylococcus aureus por MALDI-TOF-MS (Ionização e 

dessorção a laser assistida por matriz - tempo de voo - espectrometria de massa, Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization - Time Of Flight - Mass Spectrometry) 

 

 As amostras utilizadas no estudo foram previamente caracterizadas pelo nosso grupo. 

Entretanto, para confirmação da espécie bacteriana, as amostras foram avaliadas através da 

técnica de MALDI-TOF-MS. 

 Para realizar a técnica, as amostras foram semeadas em TSA (Tryptic Soy Agar, BD, 

Becton, Dickinson and Company; Sparks, MD, EUA) e incubadas a 35 °C por 24 h. Após o 

crescimento, uma colônia isolada foi transferida com auxílio de um palito de madeira estéril 

para um poço da placa metálica (Sample Target) fornecida pelo fabricante do equipamento 

MALDI-TOF Microflex LT (Bruker Daltonics). Cada amostra foi inoculada e analisada em 

duplicata. Após a inoculação das amostras, foi adicionado 1 µL de ácido fórmico a 70% 

(Sigma-Aldrich Chemical Company; Saint Louis, MO, EUA) por poço e a placa foi mantida 

em temperatura ambiente até que o material estivesse completamente seco. Em seguida, em 

cada poço, foi inoculado 1 µL da matriz composta por ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico 

(HCCA, Sigma; Saint Louis, MO, EUA) preparado em acetonitrila 50% e ácido 

trifluoroacético 2,5% (Sigma; Saint Louis, MO, EUA). Após a secagem da mistura e 

formação dos cristais, a placa de metal foi inserida no aparelho para a leitura das amostras. 

Como calibrador, foi empregada a estirpe de Escherichia coli DH5α, e os espectros obtidos 

foram processados pelo software de bioinformática MALDI Biotyper versão 7.0 (Bruker 

Daltonics) em modo operacional padrão, que realizou uma pesquisa em sua biblioteca de 

espectros de referência para encontrar aqueles que mais se assemelham ao obtido com a 

amostra. Os dez microrganismos com os picos mais próximos foram listados de acordo com o 

score gerado pelo software, que varia de 0 a 3,0 (Tabela 1). A pontuação de corte utilizada 

pelo estudo foi de 2,0, que indica alta probabilidade de gênero e a provável espécie. 
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Tabela 1: Descrição do significado das faixas de score geradas pela técnica de ionização e 

dessorção a laser assistida por matriz - tempo de voo - espectrometria de massas (MALDI-

TOF-MS). 

 

Faixa de score Descrição 

2,300 - 3,000 Identificação de espécie altamente provável 

2,000 - 2,299 Identificação de espécie provável, identificação de gênero segura 

1,700 - 1,999 Identificação de gênero provável 

0.000 - 1,699 Identificação não confiável 

  

4.3. Determinação do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

 O perfil de susceptibilidade das 63 amostras foi determinado para nove 

antimicrobianos de classes diferentes por meio da técnica de disco-difusão, seguindo as 

recomendações do CLSI (2018). Os antimicrobianos avaliados foram: ciprofloxacina (5 µg), 

clindamicina (2 µg), cloranfenicol (30 µg), eritromicina (15 µg), gentamicina (10 µg), 

penicilina (10 U), rifampicina (5 µg), sulfametoxazol-trimetoprim (1,25/23,75 µg) e 

tetraciclina (30 µg) (Oxoid, Hants, Reino Unido). Além disso, a CMI para daptomicina, 

linezolida, oxacilina e vancomicina (Sigma-Aldrich Chemical Company; Saint Louis, MO, 

EUA) foi determinada para cada uma das 63 amostras através da técnica de microdiluição em 

caldo, de acordo com as recomendações do CLSI (2018). As amostras foram consideradas 

multirresistentes quando apresentaram resistência a pelo menos três antimicrobianos de 

classes diferentes (Chamon et al., 2017). 

 

4.3.1. Determinação do perfil de susceptibilidade a nove antimicrobianos por disco-

difusão 

 

  Para a realização da técnica, as amostras foram semeadas em TSA e incubadas por 

24 h a 35 °C. A partir do crescimento, foram preparadas suspensões bacterianas em solução 

salina (NaCl; Proquimios Comércio e Indústria Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a 0,85% (p/v) 

ajustadas de acordo com a turbidez equivalente à escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10
8
UFC/mL; 

absorbância entre 0,08 e 0,1 a 600 nm). Com o auxílio de um swab estéril, as suspensões 

foram semeadas de forma confluente em ágar Mueller-Hinton (BD, Becton, Dickinson and 

Company; Sparks, MD, EUA). Após a semeadura, os discos dos antimicrobianos foram 

depositados sobre as placas e as mesmas foram incubadas a 35 °C por 16 a 20 h. Após esse 

período, os diâmetros dos halos de inibição de crescimento foram medidos e comparados com 
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os parâmetros fornecidos pelo CLSI (2018). Os valores indicativos de sensibilidade, 

resistência intermediária e resistência para cada antimicrobiano estão listados na Tabela 2. A 

amostra de S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle da técnica, de acordo com as 

recomendações do CLSI (2018).  

 

Tabela 2: Descrição dos pontos de corte para interpretação do halo de inibição de 

crescimento de Staphylococcus aureus para nove antimicrobianos utilizando a técnica de 

disco-difusão, segundo o Clinical & Laboratory Standards Institute (2018). 

 

Antimicrobiano 
Diâmetro do halo de inibição (mm) 

Sensível Resistência Intermediária Resistência 

Ciprofloxacina ≥21 16 - 20 ≤15 

Clindamicina ≥21 15 - 20 ≤14 

Cloranfenicol ≥18 13 - 17 ≤12 

Eritromicina ≥23 14 - 22 ≤13 

Gentamicina ≥15 13 - 14 ≤12 

Penicilina ≥29 NA
a 

≤28 

Rifampicina ≥20 17 - 19 ≤16 

Sulfametoxazol-Trimetoprim ≥16 11 - 15 ≤10 

Tetraciclina ≥19 15 - 18 ≤14 
a
NA: Não se aplica 

 

4.3.2. Determinação do perfil de susceptibilidade a quatro antimicrobianos por 

microdiluição em caldo 

 

 Foi utilizada uma placa de 96 poços de fundo côncavo (CRALPLAST; Cotia, SP, 

Brasil). Cada poço foi preenchido com 100 µL de caMHB (Caldo Muller-Hinton cátion 

ajustado, cátion adjusted Muller-Hinton Broth, BD, Becton, Dickinson and Company; Sparks, 

MD, EUA), sendo a primeira coluna acrescida de mais 90 µL de meio e 10 µL do 

antimicrobiano com concentração vinte vezes superior à da maior concentração testada. Dessa 

forma, a solução estoque do antimicrobiano foi diluída 1:20 (v/v), atingindo a concentração 

máxima utilizada no teste (256 µg/mL para oxacilina e 16 µg/mL para os demais 

antimicrobianos) na primeira coluna. Para o teste com oxacilina, o meio foi preparado com 

adição de 2% (p/v) de cloreto de sódio (NaCl); enquanto que para o teste com daptomicina, 

foi realizada uma suplementação do meio com cloreto de cálcio (CaCl2) (Macalé; Juiz de 

Fora, MG, Brasil), a fim de atingir uma concentração final de 50 µg/mL, como preconizado 

pelo CLSI (2018). 
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 A partir da primeira coluna, foi realizada uma diluição seriada até a penúltima coluna, 

em que 100 µL foram retirados e transferidos para a coluna adjacente. Cada passagem faz 

com que a concentração do antimicrobiano seja reduzida à metade, variando de 256 a 

0,25 µg/mL para oxacilina e de 16 a 0,25 µg/mL para os demais antimicrobianos.  A última 

coluna foi utilizada como controle da técnica, na qual dois poços foram acrescidos de 3 µL do 

antimicrobiano (controle de esterilidade do antimicrobiano), dois poços foram acrescidos de 

5 µL da suspensão da amostra controle sem adição do antimicrobiano (controle do 

crescimento bacteriano) e os demais poços continham apenas o meio de cultura (controle de 

esterilidade do meio). 

 Para preparar o inóculo, as amostras foram semeadas em TSA e incubadas por 24 h a 

35 °C. Após esse período, foram preparadas suspensões bacterianas em solução salina a 

0,85% (p/v) ajustadas de acordo com a turbidez equivalente à escala 0,5 de McFarland 

(1,5 x 10
8
 UFC/mL; absorbância entre 0,08 e 0,1 a 600 nm). Dessas suspensões, 100 µL 

foram transferidos para um microtubo contendo 900 µL de solução salina estéril. A partir 

desta diluição 1:10 (~1,5 x 10
7
 UFC/mL), 5 µL foram transferidos para cada poço da fileira 

correspondente à amostra, da menor para a maior concentração. 

 A leitura foi feita visualmente de acordo com as recomendações do CLSI (2018). A 

CMI foi determinada como a menor concentração em que não foi observada a formação de 

um “botão” ou turvação do meio. Para linezolida, a CMI foi determinada como a menor 

concentração em que não foi possível visualizar um “botão” bem definido. Foi utilizada como 

controle a amostra ATCC 29213, amostra sensível a todos os antimicrobianos testados, 

conforme descrito pela referência adotada (CLSI, 2018). 

 Os resultados foram relatados conforme os pontos de corte determinados pelo CLSI 

(2018), descritos na tabela abaixo (Tabela 3). 
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Tabela 3: Descrição dos pontos de corte para interpretação da concentração mínima inibitória 

pela técnica de microdiluição em caldo para daptomicina, linezolida, oxacilina e vancomicina 

para Staphylococcus aureus, segundo o Clinical & Laboratory Standards Institute (2018). 

 

Antimicrobiano 

Pontos de corte para CMI
a
 (µg/mL) 

Sensibilidade/ 

Susceptibilidade 

Resistência 

Intermediária 

Resistência / Não-

susceptibilidade 

Daptomicina ≤1 NA
b 

NA 

Linezolida ≤4 NA ≥8 

Oxacilina ≤2 NA ≥4 

Vancomicina ≤2 4 - 8 ≥16 
a
CMI: Concentração Mínima Inibitória; 

b
NA: Não se aplica. 

 

A partir dos resultados obtidos para cada antimicrobiano, foram determinadas as 

CMI50 e CMI90, ou seja, as CMIs capazes de inibir 50% e 90% dos microrganismos, 

respectivamente (Schwarz et al., 2010). Além disso, foi determinada a CMI modal, faixa de 

CMI em que a maioria das amostras se encontra. 

 

4.4. Determinação da ação de antimicrobianos sobre o biofilme formado 

 

 Uma amostra previamente caracterizada como fortemente produtora de biofilme foi 

selecionada para avaliar a ação da daptomicina, linezolida e vancomicina em diferentes 

concentrações (0,25 x CMI, 0,5 x CMI, 1 x CMI e 2 x CMI) no biofilme formado. Para a 

formação e coloração do biofilme, foi adotada a metodologia descrita por Stepanovic´ e 

colaboradores (2007), com pequenas alterações. Para avaliação do efeito dos antimicrobianos 

no biofilme formado, foi utilizada a metodologia descrita por Antunes e colaboradores (2011), 

com algumas modificações. Como controle do experimento, foi utilizada a amostra ATCC 

33591 (produtora de biofilme moderado). O experimento foi realizado em triplicata biológica 

e duplicata experimental. 

 

4.4.1. Formação do biofilme bacteriano 

 

As amostras foram semeadas em TSA e incubadas por 24 h a 35 °C. As amostras 

crescidas foram utilizadas para preparar suspensões ajustadas para o padrão de turbidez da 

escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10
8
 UFC/mL; absorbância entre 0,08 e 0,1 a 600 nm) em tubos 

contendo 3 mL de água destilada estéril. Em uma placa de poliestireno de 96 poços com 

fundo chato modelo TPP 92096 (Techno Plastic Products, Trasadingen, Suíça), foram 
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adicionados 180 µL de TSB acrescido de 1% glicose (p/v) (Isofar; Duque de Caxias, RJ, 

Brasil) e 20 µL da suspensão bacteriana. Foram reservados nove poços em que não houve 

adição da suspensão bacteriana para controle do teste (branco). A placa foi incubada por 24 h 

a 37 °C.  

 

4.4.2. Exposição do biofilme formado a diferentes concentrações de antimicrobianos 

 

Após a etapa de formação do biofilme, o meio foi retirado com auxílio de pipeta e 

foram realizadas duas etapas de lavagem com 200 µL de PBS (Tampão fosfato salino, 

phosphate buffered saline, Laborclin; Pinhais, PN, Brasil) 1 X pH 7,2 ±0,1 estéril para retirar 

as células não aderidas. Em seguida, foram adicionados, em triplicata para cada amostra, 

190 µL de caMHB e 10 µL de antimicrobiano. Para daptomicina, o meio foi suplementado 

com cloreto de cálcio de forma a apresentar uma concentração final de 50 µg/mL. A 

daptomicina, linezolida e vancomicina tiveram soluções estoque preparadas previamente, de 

modo a estarem 20 vezes mais concentrados do que as concentrações desejadas. Dessa forma, 

foi realizada uma diluição 1:20 (v/v) e obtido, na placa, as concentrações equivalentes a 0,25 

x CMI, 0,5 x CMI, 1 x CMI e 2 x CMI de cada amostra. Além disso, foram adicionados 

200 µL de caMHB sem antimicrobiano em seis dos nove poços do branco para controle do 

meio de cultura e os outros três poços receberam 190 µL de caMHB e 10 µL de 

antimicrobiano 20 vezes concentrado (maior diluição) para controle de esterilidade do 

antimicrobiano (Figura 2). A placa foi novamente incubada a 35 °C por 20 h, quando 

utilizadas linezolida e daptomicina e, por 24 h, quando utilizada vancomicina.  
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Figura 2: Descrição da disposição das amostras, branco e concentrações de antimicrobiano 

utilizadas no ensaio de verificação da ação de antimicrobianos no biofilme formado por 

Staphylococcus aureus USA100/ST5 e a amostra controle ATCC 33591. 
atb: antimicrobiano; CMI: Concentração mínima inibitória. 

 

4.4.3. Coloração do biofilme 

 

 Conforme descrito por Stepanovic´ e colaboradores (2007), ao final da segunda 

incubação, o meio foi desprezado e foram realizadas duas lavagens com 200 µL de PBS 1 X. 

A placa foi incubada a 60 °C por 1 h para fixação do biofilme. Para a coloração do biofilme, 

foram adicionados 150 µL de safranina (Fisher Scientific Company; Fair Lawn, NJ, EUA) a 

0,1% (p/v) filtrada em cada poço e a placa foi incubada a temperatura ambiente por 15 min. 

Em seguida, o corante foi desprezado por inversão da placa, foram realizadas duas lavagens 

com 200 µL de PBS 1 X e a placa permaneceu invertida por 10 min para remoção do excesso 

de tampão. Após esse período, foram adicionados 150 µL de etanol a 95% (v/v) para eluição 

do corante retido no biofilme e a placa permaneceu tampada a temperatura ambiente por 

30 min. Após a eluição, a placa foi inserida em um espectrofotômetro (Thermoplate TP 

Reader MN) para a leitura da densidade óptica (DO) em comprimento de onda de 492 nm. 
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4.4.4. Interpretação dos valores de DO obtidos 

 

 A partir dos valores de DO obtidos, foram realizados os devidos cálculos para as 

análises comparativas da ação de diferentes concentrações de antimicrobiano sobre o biofilme 

formado (Tabela 4). Primeiramente, foi calculada a média das DOs dos poços 

correspondentes ao branco (DOmédia branco). Em seguida, foi calculada a média da DO da 

triplicata de cada concentração a que cada amostra foi submetida (DOmédia amostra), e dessa 

média foi subtraída a DOmédia branco, conferindo um valor de DO final (DOf) para cada 

concentração em cada amostra. Dessa forma, foi possível realizar a comparação entre a DOf 

da amostra submetida a determinada concentração de antimicrobiano com a DOf da amostra 

sem adição de antimicrobiano. 

 

Tabela 4: Descrição dos cálculos utilizados para determinação da DOmédia amostra, DOmédia branco 

e DOf. 
 

DO
a
média da amostra DOmédia do branco DOf

b
 

Poço 1 + Poço 2 + Poço 3 

3 

Branco 1 + ... + Branco 6 

6 

DO média da amostra – DO 

média do branco 

a
DO: Densidade óptica 

b
DOf: Densidade óptica final 

 

4.5. Determinação da concentração mínima de erradicação de biofilme (CMEB) 

 

A concentração mínima de vancomicina e linezolida necessária para erradicação do 

biofilme formado por uma amostra forte produtora foi determinada utilizando a metodologia 

descrita por Antunes e colaboradores (2011), com algumas modificações. Foi considerada a 

erradicação do biofilme quando a DO obtida na avaliação do biofilme da amostra foi similar a 

do controle negativo na técnica. Como controle do experimento, foi utilizada a amostra 

MRSA ATCC 33591 (produtora de biofilme moderado). O experimento foi realizado em 

triplicata biológica e duplicata experimental. 

O biofilme foi formado conforme descrito no item 4.5.1. Após a incubação, o meio foi 

retirado com o auxílio de uma pipeta e foram realizadas duas etapas de lavagem com 200 µL 

de PBS 1 X. Posteriormente, foram adicionados, em triplicata para cada amostra, 160 µL de 

caMHB e 40 µL de antimicrobiano em concentração cinco vezes maior que a desejada, 

realizando uma diluição 1:5 (v/v). Foram preparadas soluções estoque em diferentes 
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concentrações, de modo que o antimicrobiano atingisse, na placa, as concentrações 

correspondentes à 4 x, 8 x, 16 x, 32 x, 64 x e 128 x a CMI de cada amostra (Figura 3). A placa 

foi novamente incubada a 35 °C por 20 h, quando utilizada linezolida e, por 24 h, quando 

utilizada vancomicina. Ao término da segunda incubação, procedeu-se com a coloração do 

biofilme conforme descrita no tópico 4.5.3. Os cálculos de DOmédia amostra, DOmédia branco e DOf, 

assim como as comparações entre DOs para diferentes concentrações, também foram 

realizados como descrito no tópico 4.5.4. 

 
Figura 3: Descrição da disposição das amostras e concentrações de antimicrobiano no ensaio 

de determinação da concentração mínima de erradicação do biofilme formado por 

Staphylococcus aureus USA100/ST5 e a amostra controle ATCC 33591. 
CMI: Concentração mínima inibitória; atb: antimicrobiano. 

 

4.6. Análise estatística 

 

 O programa GraphPad Prism 6.01 foi utilizado para as análises estatísticas dos dados. 

Os valores de CMI, assim como os valores de CMI50 e CMI90, para os antimicrobianos 

avaliados foram comparados entre as amostras coletadas nos dois períodos de estudo (2004 - 

2009 e 2011 - 2015) utilizando o teste exato de Fisher. Os resultados de DOs obtidos ao 

submeter o biofilme a diferentes concentrações de antimicrobianos e ao determinar a CMEB 

foram comparados como descrito no tópico 4.5.4, utilizando o teste Two-way ANOVA, 

seguido do teste de Dunnett para correção de múltiplas comparações. Diferenças nas quais os 

valores de p eram <0,05 foram consideradas estatisticamente significantes. 
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5. Resultados 

 

5.1. Características das amostras 

 

 Todas as 63 amostras clínicas, previamente caracterizadas como MRSA USA100/ST5 

e pertencentes à coleção de amostras do LIH, foram isoladas entre 2004 e 2015, sendo 36 

(57%) de 2004 a 2009 e 27 (43%) de 2011 a 2015. Cada amostra foi isolada de um único 

paciente, sendo 32 (51%) provenientes do HNMD e 31 (49%) do HUCFF. Dentre estas, 52 

(83%) foram provenientes de ICS, correspondendo a 69% (25 amostras) do total de amostras 

referentes ao período de 2004 - 2009 e 100% (27) das isoladas entre 2011 e 2015. Outros 

sítios dos quais as amostras investigadas foram isoladas incluíram: escara (1; 2%), narina (3; 

5%), secreção traqueal (1; 2%), secreção óssea (1; 2%) e urina (1; 2%). Apenas 6% (4) do 

total de amostras, todas referentes ao período de 2004 - 2009, não possuíam sítio de 

isolamento determinado (Tabela 5). As amostras foram submetidas ao MALDI-TOF-MS para 

confirmação da espécie bacteriana e apresentaram score igual ou superior a 2,0.  

 

Tabela 5: Distribuição das 63 amostras de Staphylococcus aureus USA100/ST5 utilizadas no 

estudo de acordo com o período e sítio de isolamento. 

 

Sítio de isolamento 
n (%) de amostras 

2004 - 2009 2011 - 2015 

Escara 1 (3) 0 (0) 

Narina 3 (8) 0 (0) 

Sangue 25 (69) 27 (100) 

Secreção traqueal 1 (3) 0 (0) 

Secreção óssea 1 (3) 0 (0) 

Urina 1 (3) 0 (0) 

ND
a
 4 (11) 0 (0) 

Total 36 (100) 27 (100) 

a
ND: Não determinado 
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5.2. Determinação do perfil de susceptibilidade a nove antimicrobianos por disco-difusão 

 

 O perfil de susceptibilidade a nove diferentes antimicrobianos foi determinado pela 

técnica de disco-difusão para as 63 amostras incluídas no estudo (Tabela 6). Todas as 

amostras foram multirresistentes, apresentando resistência a pelo menos três antimicrobianos 

de classes distintas. Em ambos os períodos (2004 - 2009 e 2011 - 2015), todas as amostras 

foram resistentes à ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina e penicilina. Por outro lado, 

nenhuma amostra apresentou resistência à tetraciclina e à combinação de sulfametoxazol com 

trimetoprim. Os percentuais de resistência para cloranfenicol e gentamicina foram de 22% (8 

amostras) e 6% (2), respectivamente, para as amostras correspondentes ao período de 2004 - 

2009, enquanto os percentuais referentes ao período de 2011 - 2015 foram de 30% (8) e 15% 

(4). Além disso, 3 amostras do período de 2004 - 2009 foram resistentes à rifampicina. Não 

houve diferença estatística entre os percentuais de resistência apresentados entre os períodos. 

 

Tabela 6: Distribuição dos percentuais de resistência a nove antimicrobianos por disco-

difusão apresentados por 63 amostras de Staphylococcus aureus USA100/ST5 de acordo com 

o período de isolamento. 

 

Antimicrobiano 

n (%) de amostras resistentes  

Valor de p  2004 - 2009 

(n=36) 

2011 - 2015 

(n=27) 

Ciprofloxacina 36 (100) 27 (100) NA
a
 

Clindamicina 36 (100) 27 (100) NA 

Cloranfenicol 8 (22) 8 (30) 0,5665 

Eritromicina 36 (100) 27 (100) NA 

Gentamicina 2 (6) 4 (15) 0,3883 

Penicilina 36 (100) 27 (100) NA 

Rifampicina 3 (8) 0 (0) 0,2535 

Sulfametoxazol-

trimetoprim 
0 (0) 0 (0) NA 

Tetraciclina 0 (0) 0 (0) NA 

a
NA: Não se aplica. 
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5.3. Determinação da CMI para quatro antimicrobianos 

 

As CMIs para daptomicina, linezolida, oxacilina e vancomicina foram determinadas 

para todas as amostras USA100/ST5 através da técnica de microdiluição em caldo. A figura 4 

e as Tabelas 7 e 8 apresentam os valores de CMI referentes aos períodos de 2004 - 2009 e 

2011 - 2015, respectivamente, enquanto a Tabela 9 apresenta os valores de faixa de CMI, 

CMI50, CMI90, CMI modal e percentual de resistência ou não susceptibilidade de acordo com 

o período de isolamento.  

 

 

Figura 4: Distribuição de 63 amostras de Staphylococcus aureus USA100/ST5 por período 

de isolamento de acordo com os valores de concentração mínima inibitória para oxacilina (a), 

vancomicina (b), daptomicina (c) e linezolida (d) determinados pela técnica de microdiluição 

em caldo. 
CMI: Concentração mínima inibitória; Pontos de corte (CLSI, 2018): Daptomicina: Sensível ≤ 1 µg/mL; 

Linezolida: Sensível ≤ 4 µg/mL; Oxacilina: Sensível: ≤ 2 µg/mL; Vancomicina: Sensível: ≤ 2 µg/mL; 

Resistência intermediária: 4 - 8 µg/mL. 
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Todas as amostras foram resistentes à oxacilina, apresentando CMIs superiores a 

4 µg/mL. A faixa de distribuição de CMI se manteve similar entre os períodos (Tabelas 7 e 8), 

variando entre 16 µg/mL e >256 µg/mL. Porém, foi observado que os valores de CMI50, 

CMI90 e CMI modal foram mais elevados no período de 2011 - 2015 (256 µg/mL, >256 

µg/mL e >256 µg/mL, respectivamente) do que no período de 2004 - 2009 (128 µg/mL, >256 

µg/mL e 128 µg/mL, respectivamente) (Tabela 9).  

 Em relação à susceptibilidade à vancomicina, todas as amostras referentes ao período 

entre 2004 e 2009 foram sensíveis, apresentando valores de CMI menores ou iguais a 2 

µg/mL (Tabela 7). Por outro lado, 3 (11%) amostras referentes aos anos de 2011 a 2015 

apresentaram CMI de 4 µg/mL, sendo este valor correspondente à resistência intermediária e, 

consequentemente, ao fenótipo VISA (Tabela 8). Além disso, também foi observado aumento 

nos períodos avaliados das CMI50 e CMI90, de 0,5 e 1 µg/mL para 2 e 2 µg/mL, 

respectivamente, e da CMI modal de 0,5 µg/mL para 1 e 2 µg/mL (Tabela 9). 

 Uma vez que a daptomicina foi inserida no mercado nacional em 2009 (Simpro, 

2009), foi possível comparar os valores de CMI das amostras obtidas antes e depois de sua 

inclusão. Embora tenham sido detectadas quatro amostras não suscetíveis à daptomicina no 

período anterior à sua introdução no Brasil (Tabela 7), as CMI50, CMI90 e CMI modal se 

mantiveram dentro da faixa de susceptibilidade estabelecida pelo CLSI (2018), todas 

correspondendo ao valor de 1 µg/mL (Tabela 9). Contudo, quase metade das amostras (11; 

41%) referentes ao período posterior à introdução deste antimicrobiano na clínica foram não 

suscetíveis, percentual estatisticamente diferente ao primeiro período. Além disso, os valores 

de CMI apresentados entre 2011 e 2015 variaram de 2 a 4 µg/mL (Tabela 8). Deve-se 

ressaltar que 2 amostras não suscetíveis à daptomicina isoladas no período de 2011 - 2015 

também apresentaram fenótipo VISA.   

 Para linezolida, não foram detectadas amostras resistentes em nenhum dos períodos 

avaliados, mas foi observado o aumento na faixa de distribuição de CMI de 0,5 a 1 µg/mL no 

primeiro período para 0,5 a 2 µg/mL no segundo (Tabelas 7 e 8). Também foi observado o 

aumento das CMI50 e CMI90, respectivamente, de 1 e 1 µg/mL para 1 e 2 µg/mL e da CMI 

modal, de 1 µg/mL para 1 e 2 µg/mL (Tabela 9). 
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Tabela 7: Distribuição de 36 amostras de Staphylococcus aureus USA100/ST5 isoladas no período de 2004 - 2009 de acordo com os valores de 

concentração mínima inibitória para daptomicina, linezolida, oxacilina e vancomicina determinados pela técnica de microdiluição em caldo. 

 

Antimicrobiano 

Valores de CMI
a
 relacionados às amostras do período de 2004 - 2009  

n (%) de amostras 

0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256 

Daptomicina 0 (0) 0 (0) 32 (89) 4 (11) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Linezolida 0 (0) 2 (6) 34 (94) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Oxacilina 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (8) 8 (22) 15 (42) 5 (14) 5 (14) 

Vancomicina 0 (0) 20 (56) 13 (36) 3 (8) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

a
CMI: Concentraçâo mínima inibitória em µg/mL. 
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Tabela 8: Distribuição de 27 amostras de Staphylococcus aureus USA100/ST5 isoladas no período de 2011 - 2015 de acordo com os valores de 

concentração mínima inibitória para daptomicina, linezolida, oxacilina e vancomicina determinados pela técnica de microdiluição em caldo. 

 

Antimicrobiano 

Valores de CMI
a
 relacionados às amostras do período de 2011 - 2015 

n (%) de amostras 

0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 >256 

Daptomicina 0 (0) 2 (7) 14 (52) 9 (34) 2 (7) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Linezolida 0 (0) 1 (4) 13 (48) 13 (48) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Oxacilina 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (4) 1 (4) 3 (11) 7 (26) 3 (11) 12 (44) 

Vancomicina 0 (0) 2 (7) 11 (41) 11 (41) 3 (11) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

a
CMI: Concentraçâo mínima inibitória em µg/mL. 
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Tabela 9: Faixa de distribuição de concentração mínima inibitória, valores de CMI50 e CMI90 e percentual de resistência ou não susceptibilidade 

apresentados por 63 amostras de Staphylococcus aureus USA100/ST5 de acordo com o período de isolamento. 

 

Antimicrobiano 

2004 - 2009 

(n=36) 

2011 - 2015 

(n=27) 

Valor 

de p 
Faixa de 

distribuição 

de CMI
a
 

 

CMI50
b 

 

CMI90
c 

 

CMI 

modal 

 

n (%) de 

amostras 

RI
d
, R

e
 ou 

NS
f 
 

Faixa de 

distribuição 

de CMI 

 

CMI50 

 

CMI90 

 

CMI 

modal 

 

n (%) de 

amostras 

RI, R ou NS
 
 

Daptomicina 
1 - 2 1  1 1 4 (11) 0,5 - 4 1 2 1 11 (41) 0,0083* 

Linezolida 0,5 - 1 1 1 1 0 (0) 0,5 - 2 1 2 1 e 2 0 (0) NA
g
 

Oxacilina 32 - >256 128 >256 128 36 (100) 16 - >256 256 >256 >256 27 (100) NA 

Vancomicina 0,5 - 2 0,5 1 0,5 0 (0) 0,5 - 4 2 2 1 e 2 3 (11) 0,0737 

a
CMI: Concentração mínima inibitória em µg/mL;  

b
CMI50: Valor de CMI capaz de inibir 50 % das amostras 

c
CMI90: Valor de CMI capaz de inibir 90 % das amostras 

d
RI: Resistente intermediário 

e
R: Resistente 

f
NS: Não-susceptibilidade 

g
NA: Não se aplica 

*Valor de p <0,05 (estatisticamente significante). 
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5.4. Determinação da ação dos antimicrobianos sobre o biofilme formado 

  

 A amostra 1301a, caracterizada previamente como produtora de biofilme forte e de 

matriz proteica com presença de DNA extracelular, foi selecionada para avaliação da ação de 

daptomicina, linezolida e vancomicina sobre o biofilme previamente formado. Além de 

produzir uma quantidade estável de biofilme, característica pela qual foi selecionada, essa 

amostra é proveniente de ICS e foi coletada no ano de 2009. Ela é não suscetível à 

daptomicina e resistente à ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina e 

penicilina. Além disso, a amostra MRSA ATCC 33591, produtora de biofilme moderado, 

também foi incluída na análise como controle do teste. As concentrações subinibitórias 

(0,25 x e 0,5 x CMI) e inibitórias (1 x e 2 x CMI) utilizadas no ensaio estão descritas na 

Tabela 10. 

 

 Tabela 10: Concentrações subinibitórias e inibitórias utilizadas para determinação da ação da 

daptomicina, linezolida e vancomicina no biofilme formado pelas amostras 1301a e ATCC 

33591. 

 

Amostra Antimicrobiano 
Valores de CMI

a
  

0,25 x 0,5 x 1 x 2 x 

1301a 

Daptomicina 0,5 1 2 4 

Linezolida 0,25 0,5 1 2 

Vancomicina 0,25 0,5 1 2 

ATCC
b 

33591 

Daptomicina 0,25 0,5 1 2 

Linezolida 0,25 0,5 1 2 

Vancomicina 0,25 0,5 1 2 

a
CMI: Concentração mínima inibitória em µg/mL; 

b
ATCC: American Type Culture Collection 

 

Não foram observadas alterações significativas nos biofilmes formados pelas duas 

amostras avaliadas no ensaio, quando submetidos às diferentes concentrações testadas para 

vancomicina, conforme representado na Figura 5. 

 

 



35 
 

 

Figura 5: Avaliação do efeito de concentrações subinibitórias e inibitórias de vancomicina 

sobre o biofilme formado por uma amostra clínica de Staphylococcus aureus USA100/ST5 

(1301a) e por uma amostra controle (ATCC 33591).  
CMI: Concentração mínima inibitória; DO492 nm: Densidade óptica a 492 nm. 

 

 Foi observado que as concentrações subinibitórias e inibitórias de daptomicina 

utilizadas não promoveram aumento ou redução significativos sobre o biofilme da amostra 

clínica selecionada (Figura 6). Em relação à amostra MRSA ATCC 33591, amostra padrão 

previamente caracterizada como produtora de biofilme moderado, apenas a concentração 

equivalente a 0,25 x CMI (sub-CMI) induziu aumento significativo na formação de biofilme 

(p = 0,004), enquanto as demais concentrações não resultaram em alteração (Figura 6). 

 

Figura 6: Avaliação do efeito de concentrações subinibitórias e inibitórias de daptomicina 

sobre o biofilme formado por uma amostra clínica de Staphylococcus aureus USA100/ST5 

(1301a) e por uma amostra controle (ATCC 33591). 
CMI: Concentração mínima inibitória; DO492 nm: Densidade óptica a 492 nm. O símbolo ** indica valor de 

p <0,01. 
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O biofilme produzido pela amostra 1301a foi significativamente reduzido quando 

submetido a 2 x CMI de linezolida (p = 0,047), enquanto as demais concentrações não 

induziram efeitos significativos (Figura 7). Assim como observado para daptomicina, a 

linezolida induziu um aumento na produção de biofilme pela amostra ATCC 33591 em 

concentrações de sub-CMIs, sendo este aumento significativo quando utilizada a concentração 

equivalente a 0,5 x CMI (p = 0,007) (Figura 7).  

 

Figura 7: Avaliação do efeito de concentrações subinibitórias e inibitórias de linezolida sobre 

o biofilme formado por uma amostra clínica de Staphylococcus aureus USA100/ST5 (1301a) 

e por uma amostra controle (ATCC 33591). 
CMI: Concentração mínima inibitória; DO492 nm: Densidade óptica a 492 nm. Os símbolos * e ** indicam valores 

de p <0,05 e 0,01, respectivamente. 

 

5.5. Determinação da CMEB 

 

As amostras 1301a e ATCC 33591 também foram selecionadas para determinação das 

concentrações mínimas necessárias para erradicação do biofilme. Para realização do teste, 

foram selecionados os antimicrobianos aos quais a amostra clínica é considerada sensível. 

Portanto, nesta técnica, foram utilizadas concentrações equivalentes à 4 x, 8 x, 16 x, 32 x, 

64 x e 128 x CMI de vancomicina e linezolida, cujos valores estão descritos na Tabela 11. 
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Tabela 11: Concentrações utilizadas para determinação das concentrações mínimas de 

linezolida e vancomicina necessárias para erradicação do biofilme formado pelas amostras 

1301a e ATCC 33591. 

 

Amostra Antimicrobiano 

Valores de CMI
a
  

4 X 8 X 16 X 32 X 64 X 128 X 

1301a 
Linezolida 4 8 16 32 64 128 

Vancomicina 4 8 16 32 64 128 

ATCCb 

33591 

Linezolida 4 8 16 32 64 128 

Vancomicina 4 8 16 32 64 128 
a
CMI: Concentração mínima inibitória em µg/mL; 

a
ATCC: American Type Culture Collection 

 

 As concentrações utilizadas de ambos os antimicrobianos não foram suficientes para 

erradicar o biofilme de nenhuma das amostras, visto que o valor de DO obtido não foi similar 

ao da DO do controle negativo. Dessa forma, a CMEB para ambos os antimicrobianos pode 

ser interpretada como sendo >128 µg/mL. Porém, todas as concentrações testadas de 

linezolida reduziram significativamente o biofilme formado pela amostra clínica 1301a 

(valores de p <0,05), sendo a concentração de 128 µg/mL (128 x CMI) capaz de reduzir 

aproximadamente 45% do biofilme. Concentrações maiores ou iguais a 32 µg/mL (32 x CMI) 

induziram alterações significativas (valores de p <0,05) no biofilme formado pela ATCC 

33591 (Figura 8). 

 

Figura 8: Avaliação do efeito de concentrações crescentes de linezolida sobre o biofilme 

formado por uma amostra clínica de Staphylococcus aureus USA100/ST5 (1301a) e por uma 

amostra controle (ATCC 33591). 
CMI: Concentração mínima inibitória; DO492 nm: Densidade óptica a 492 nm. Os símbolos * e **** indicam 

valores de p <0,05 e 0,0001, respectivamente. 
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 Ao utilizar a vancomicina (Figura 9), pôde-se observar a redução do biofilme formado 

pela amostra clínica 1301a quando exposto a concentrações maiores ou iguais a 8 x CMI, 

porém essa redução não foi estatisticamente significante. Assim como observado para 

linezolida, o biofilme produzido pela ATCC 33591 foi reduzido significativamente (valores 

de p <0,05) ao serem aplicadas concentrações iguais ou superiores a 32 x CMI. 

 

Figura 9: Avaliação do efeito de concentrações crescentes de vancomicina sobre o biofilme 

formado por uma amostra clínica de Staphylococcus aureus USA100/ST5 (1301a) e por uma 

amostra controle (ATCC 33591).  
CMI: Concentração mínima inibitória; DO492 nm: Densidade óptica a 492 nm. Os símbolos * e ** indicam valores 

de p <0,05 e 0,01, respectivamente. 
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6. Discussão 

 

Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) é um patógeno associado a 

IRAS, cuja prevalência de linhagens pode variar de acordo com a localização geográfica e o 

período avaliado (Arias et al., 2017). No Brasil, enquanto a linhagem CEB/ST239 era relatada 

como a mais isolada na década de 90, a linhagem USA100/ST5 era amplamente isolada em 

hospitais nos EUA e Japão neste mesmo período (Teixeira et al., 1995; Teixeira, Lourenço e 

Figueiredo, 1996; Hiramatsu et al., 1997; Santos et al., 1999; McDougal et al., 2003; Ko 

et al., 2005). Entretanto, estudos conduzidos no início dos anos 2000 mostraram a emergência 

de outras linhagens em hospitais brasileiros, com destaque para cepas USA100/ST5, que tem 

se mostrado prevalentes até hoje (Caiaffa-Filho et al., 2013; Arias et al., 2017; Chamon et al., 

2017; Damasco, 2017; Duarte et al., 2018; Nascimento et al., 2018). Os diferentes relatos 

mostram que amostras dessa linhagem apresentam resistência múltipla aos antimicrobianos, 

incluindo fármacos utilizados na terapêutica de ICS, como vancomicina e daptomicina (da 

Costa et al., 2016; Chamon et al., 2017), e também são capazes de produzir biofilme, fator 

que pode levar à falha terapêutica (Souza et al., 2009; Baldan et al., 2012; Vanhommerig et 

al., 2014; Côrtes et al., 2015; Batistão et al., 2016; King et al., 2016; Guimarães, 2018).  Pelo 

fato de determos uma coleção de amostras MRSA USA100/ST5 obtidas ao longo de cerca de 

dez anos, o presente estudo buscou avaliar aspectos relacionados à resistência antimicrobiana 

em células planctônicas e do biofilme em 63 amostras desta linhagem.  

A resistência aos β-lactâmicos apresentada por cepas MRSA pode limitar o tratamento 

de infecções causadas por estas amostras (Peacock e Paterson, 2015). Desta forma, a fim de 

reduzir o risco de falha terapêutica, o conhecimento do perfil de susceptibilidade a 

antimicrobianos de diferentes classes utilizados na clínica médica se torna relevante. De 

acordo com a padronização de testes de sensibilidade a antimicrobianos estabelecida pelo 

CLSI, amostras HA-MRSA, geralmente, podem apresentar resistência múltipla aos 

antimicrobianos. Ainda que nenhuma das amostras avaliadas no estudo tenha sido resistente a 

todos os antimicrobianos no teste de disco-difusão, todas as amostras, além de resistentes a 

oxacilina e penicilina (β-lactâmicos), foram resistentes à clindamicina (lincosamida), 

ciprofloxacina (fluoroquinolona) e eritromicina (macrolídeo), caracterizando-as como 

multirresistentes. A resistência a esses antimicrobianos já foi relatada como associada à 

linhagem USA100/ST5 (McDougal et al., 2003; Klevens et al., 2006). Por outro lado, no 

presente estudo, todas as amostras foram sensíveis à tetraciclina e à combinação de 

sulfametoxazol e trimetoprim. A sensibilidade a esses antimicrobianos é, geralmente, 
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observada em amostras carreadoras de SCCmec IV, podendo ser utilizada como marcador 

para amostras CA-MRSA (Cavalcante et al., 2013). Contudo, a sensibilidade à tetraciclina e à 

combinação de sulfametoxazol e trimetoprim encontrada em amostras MRSA USA100/ST5, 

carreadoras de SCCmec II, neste estudo, indica uma mudança no perfil de susceptibilidade a 

estes antimicrobianos, sugerindo que a triagem com este fármaco não deva mais ser utilizada 

na clínica como sugestiva de amostras com SCCmec tipo IV. 

Alguns estudos brasileiros observaram um padrão de resistência semelhante ao 

observado no presente trabalho (Caboclo et al., 2013; Caiaffa-Filho et al., 2013; Dabul e 

Camargo, 2014; Chamon et al., 2017; Duarte et al., 2018a; Duarte et al., 2018b). Duarte e 

colaboradores (2018a), por exemplo, ao avaliarem o perfil de susceptibilidade de 59 amostras 

MRSA isoladas de infecção do trato respiratório e ICS entre 2015 e 2016, no Paraná, 

observaram que 23 (39%) foram SCCmec II/CC5, sendo todas resistentes à clindamicina, 

ciprofloxacina e eritromicina ao mesmo tempo em que foram sensíveis à rifampicina e 

sulfametoxazol-trimetoprim, com baixo percentual de resistência à gentamicina. Em outro 

estudo conduzido pelo mesmo grupo (Duarte et al., 2018b), no mesmo hospital, foi avaliado o 

perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de 720 amostras de S. aureus coletadas de ICS 

ao longo de 15 anos (2001 - 2015). A taxa de resistência à rifampicina observada pelos 

autores foi similar ao apresentado neste estudo, com diminuição ao longo dos anos. Por outro 

lado, os autores descreveram um aumento nas taxas de resistência à clindamicina, 

ciprofloxacina e eritromicina (Duarte et al., 2018b). No presente estudo, todas as amostras se 

mostraram resistentes a esses três antimicrobianos no período avaliado. No mesmo estudo 

citado anteriormente, o grupo também observou uma redução da taxa de resistência à 

gentamicina (Duarte et al., 2018b), enquanto o presente estudo observou seu aumento ao 

longo dos anos. Contudo, os perfis de susceptibilidade observados por esses grupos, 

semelhantes aos de amostras isoladas no Rio de Janeiro, sugerem que cepas da linhagem 

USA100/ST5, que vem prevalecendo na clínica em diferentes Estados do país, podem 

apresentar um perfil de susceptibilidade antimicrobiano característico, prevalecendo a 

multirresistência entre elas. 

Ao comparar o perfil de susceptibilidade das amostras utilizadas neste trabalho com as 

25 amostras USA100/ST5 estudadas por Gandara e colaboradores nos EUA (2016), entre os 

anos de 1996 e 2014, foi observada uma similaridade entre os perfis de resistência em ambos 

os estudos. Este grupo observou altas taxas de resistência a ciprofloxacina (23; 92%), 

clindamicina (21; 84%) e eritromicina (23; 92%), e baixos índices para gentamicina (2; 8%), 

rifampicina (2; 8%) e sulfametoxazol-trimetoprim (3; 12%), além de observarem que todas as 
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amostras estudadas foram sensíveis à tetraciclina (Gandara et al., 2016). Isso pode indicar que 

esse perfil de susceptibilidade em amostras USA100/ST5 esteja presente não apenas no 

Brasil, mas também em outros países, podendo ser uma característica comum à esta linhagem.  

Como a maioria (83%) das amostras utilizadas no estudo foi proveniente de ICS, 

foram determinadas as CMIs para oxacilina, vancomicina, daptomicina e linezolida, 

antimicrobianos de escolha no tratamento de ICS (Gardete e Tomasz, 2014; Gudiol et al., 

2017). Todas as amostras selecionadas para o estudo já haviam sido previamente 

caracterizadas como MRSA, de forma que valores de CMI para oxacilina iguais ou superiores 

a 4 µg/mL eram esperados. Entretanto, foram observadas CMI50 e CMI90 altas em ambos os 

períodos avaliados, entre 128 µg/mL e >256 µg/mL. Além disso, a CMI modal para oxacilina 

das amostras do período entre 2011 e 2015 (>256 µg/mL) foi maior que a do primeiro período 

(128 µg/mL). Esse resultado mostra que, apesar de todas as amostras do estudo serem 

resistentes à oxacilina, nos últimos anos um número maior de amostras tem sido capaz de 

resistir a maiores concentrações do antimicrobiano. 

Um aumento dos valores de CMI para linezolida e vancomicina foi observado ao 

longo de todo o período estudado, embora estes valores não tenham ultrapassado o limite de 

sensibilidade estabelecido pelo CLSI (2018). Porém, deve-se ressaltar que no período entre 

2011 e 2015 foram detectadas três amostras VISA. Nascimento e colaboradores (2018), ao 

avaliarem as características de resistência de 45 amostras MRSA isoladas entre 2005 e 2010 

em uma UTI de Minas Gerais, constataram que todas as amostras, incluindo 8 caracterizadas 

como USA100/ST5, eram sensíveis à linezolida e vancomicina, o que se assemelha ao 

encontrado no presente estudo. Entretanto, esse grupo não detectou amostras VISA. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Caiaffa-Filho e colaboradores (2013), em que 

todas as 30 amostras carreadoras de SCCmec II avaliadas, coletadas no ano de 2010 em São 

Paulo, foram sensíveis à linezolida e vancomicina. Por outro lado, das 24 amostras SCCmec II 

avaliadas no estudo de Bodnar e colaboradores (2016) isoladas em 2010, no Paraná, 9 (38%) 

apresentaram resistência intermediária à vancomicina. Duarte e colaboradores (2018b), 

também no Paraná, ao avaliarem 174 amostras de S. aureus entre 2010 e 2015 verificaram que 

49 (29%) apresentavam resistência intermediária à vancomicina, enquanto outro estudo 

conduzido pelo mesmo grupo, entre 2015 e 2016, não detectou o fenótipo VISA entre as 59 

amostras MRSA isoladas (Duarte et al., 2018a). Portanto, embora amostras MRSA 

USA100/ST5 isoladas no Brasil tendam a ser sensíveis à vancomicina e linezolida (Caiaffa-

Filho et al., 2013; Dabul e Camargo, 2014; Bodnar et al., 2016; Nascimento et al., 2018; 

Okado et al., 2018), o aumento nos valores de CMI50 e CMI90 ao longo dos anos e a detecção 
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de amostras VISA observados no presente trabalho e por outros autores demonstram a 

importância do monitoramento contínuo do perfil de susceptibilidade a estes antimicrobianos. 

Com relação às CMIs de daptomicina, o presente estudo observou um aumento no 

percentual de não-susceptibilidade entre as amostras avaliadas durante o período estudado. 

Além do aumento no número de amostras não-suscetíveis à daptomicina, também foi 

observado aumento na CMI90 de 1 µg/mL, no primeiro período, para 2 µg/mL, no segundo 

período. Em um estudo conduzido por Dabul e Camargo (2014), das 36 amostras MRSA 

coletadas de colonização e infecção de pacientes de uma UTI, no ano de 2009, em São Paulo, 

12 (33%) pertenciam à linhagem USA100/ST5. Dessas, duas amostras (17%) foram não 

suscetíveis à daptomicina. Esse dado corrobora com o período semelhante do presente estudo, 

entre 2004 e 2009, em que 4 (11%) das amostras foram não suscetíveis à daptomicina, 

período este em que o antimicrobiano ainda não era amplamente utilizado. Contudo, no 

segundo período do estudo, entre 2011 e 2015, foi observada uma alta taxa de amostras 

USA100/ST5 não suscetíveis à daptomicina (11 amostras; 41%). Apesar de ter sido relatado 

pelo nosso grupo a ocorrência de uma amostra USA100/ST5 não suscetível à daptomicina em 

um caso de endocardite em 2014 (Cavalcante et al., 2014), o alto percentual de resistência 

observado nesse estudo entre amostras desta linhagem não tem sido relatado no Brasil, e foi 

demostrado pelo nosso grupo no estudo prévio realizado por Damasco (2017), quando foram 

analisadas 200 amostras isoladas de ICS em um hospital do Rio de Janeiro. A daptomicina é 

uma das principais opções para o tratamento de infecções causadas por amostras MRSA com 

susceptibilidade reduzida à vancomicina (Gudiol et al., 2017), destacando a importância da 

vigilância contínua da susceptibilidade a este fármaco. 

Além da capacidade de adquirir resistência a diferentes classes de antimicrobianos, 

infecções por MRSA podem ser agravadas pela capacidade das cepas de formar biofilme 

(Høiby et al., 2010; Zapotoczna, O’Neil e O’Gara, 2016). Alguns estudos apontam que a 

exposição do biofime a concentrações subinibitórias de antimicrobianos pode levar a 

estímulos que culminam em aumento da acumulação do mesmo (Frank et al., 2007; Mirani e 

Jamil, 2011; Kaplan et al., 2012). Nesse contexto, o presente estudo avaliou o efeito de 

concentrações subinibitórias e inibitórias de daptomicina, linezolida e vancomicina sobre o 

biofilme formado por uma amostra clínica USA100/ST5 (1301a) classificada como 

fortemente produtora e uma amostra MRSA de SCCmec III (ATCC 33591) produtora de 

biofilme moderado. 

Ao avaliar o efeito da daptomicina sobre o biofilme formado pela amostra 1301a, não 

foi possível observar alteração na produção de biofilme, enquanto um aumento expressivo do 
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biofilme formado pela amostra ATCC 33591 foi observado na presença do antimicrobiano em 

0,5 x CMI. Um padrão semelhante ao da amostra padrão neste estudo foi observado por Bauer 

e colaboradores (2013), que constataram que a exposição das células do biofilme da amostra 

ATCC 33591 a sub-CMIs de daptomicina culminava em aumento na produção deste fator de 

virulência. Esse mesmo grupo também observou que a daptomicina induzia a dispersão do 

biofilme a partir de 2 x CMI nessa amostra (Bauer et al., 2013). Entretanto, o presente estudo 

observou que a mesma concentração (2 x CMI) de daptomicina não induziu alterações 

significativas sobre o biofilme formado pelas amostras avaliadas. 

Com relação à linezolida, a concentração equivalente à 0,5 x CMI foi capaz de 

estimular maior produção de biofilme pela amostra ATCC 33591, enquanto que a 

concentração de 2 x CMI foi capaz de reduzir significativamente o biofilme formado pela 

amostra clínica 1301a. Por outro lado, nenhuma das concentrações utilizadas de vancomicina 

foi capaz de causar alterações significativas sobre o biofilme formado entre as amostras 

avaliadas. Estudos que avaliaram o efeito de concentrações subinibitórias e inibitórias de 

vancomicina e linezolida sobre o biofilme formado por amostras MRSA também observaram 

pouca ou nenhuma alteração na produção de biofilme quando submetidos às concentrações de 

0,25 x a 1 x CMI (Mirani e Jamil, 2011; Bauer et al., 2013; Chamon, 2017; Yang et al., 

2018). Porém, diferente do observado neste estudo, Bauer e colaboradores (2013) relataram 

diminuição de cerca de 50% do biofilme quando utilizadas concentrações maiores que 2 x 

CMI de vancomicina, mas não observarem redução do biofilme quando este  foi submetido à 

2 x CMI de linezolida. Ao avaliar o efeito de sub-CMIs (0,25 x e 0,5 x CMI) de vancomicina 

e linezolida sobre o biofilme previamente formado por diferentes linhagens MRSA, Chamon 

(2017) observou que amostras de diferentes linhagens, assim como amostras da mesma 

linhagem, apresentaram perfis diferentes diante da exposição aos antimicrobianos. Portanto, é 

possível que os efeitos observados em amostras MRSA em geral sejam cepa-dependente e não 

se apliquem a todas as amostras. 

A formação de biofilme é uma condição que dificulta a ação de antimicrobianos e 

pode levar à persistência do processo infeccioso (Høiby et al., 2010; Zapotoczna, O’Neil e 

O’Gara, 2016). Com base nisso, o estudo utilizou as amostras 1301a e ATCC 33591 para 

determinar a CMEB das mesmas. Nenhuma das concentrações utilizadas no estudo, até 128 x 

CMI, foi capaz de erradicar o biofilme das amostras avaliadas, podendo-se presumir que as 

CMEBs para linezolida e vancomicina sejam >128 µg/mL. Contudo, todas as concentrações 

de linezolida utilizadas foram capazes de reduzir significativamente o biofilme formado pela 

amostra 1301a, enquanto nenhuma das concentrações de vancomicina foi capaz de reduzir 
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significativamente o biofilme formado por esta amostra produtora de biofilme forte. Por outro 

lado, concentrações iguais ou maiores a 32 x CMI de cada antimicrobiano foram capazes de 

reduzir o biofilme formado pela ATCC 33591, amostra produtora de biofilme moderado. A 

baixa eficácia da vancomicina em eliminar células sésseis pode ser atribuída à sua lenta 

penetração na matriz do biofilme (Jefferson, Goldmann e Pier, 2005; Singh et al., 2010). Uma 

possível explicação para essa baixa penetração poderia estar relacionada com o fato de a 

vancomicina ser uma molécula grande (1449.265 g/mol). Isso também poderia justificar a 

melhor atuação da linezolida sobre o biofilme, visto que o menor tamanho da molécula 

(337.351 g/mol) poderia contribuir para sua passagem pela matriz. Além disso, estudos 

relatam que o biofilme formado por amostras MRSA possui matriz majoritariamente protéica 

(Beeken et al., 2004; Fitzpatrick, Humphreys e O’Gara, 2005; O’Neil et al., 2007; Martí 

et al., 2010; Pozzi et al., 2012), fato este que também poderia explicar a melhor atuação da 

linezolida na dispersão do biofilme formado pelas amostras MRSA investigadas, uma vez que 

ao inibir a síntese proteica, interromperia a síntese da matriz do biofilme dessas amostras. 

Diversos estudos relatam que altas concentrações de linezolida ou vancomicina são 

necessárias para erradicar o biofilme formado por S. aureus, mesmo em casos onde a amostra 

é sensível a estes antimicrobianos, o que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho 

(Raad et al., 2007; Rose e Poppens, 2009; Antunes et al., 2011; Cha et al., 2011; Reiter et al., 

2012; Dosler e Mataraci, 2013; Dall et al., 2018). Entretanto, o uso dessas concentrações na 

clínica se torna inviável devido à toxicidade. Para vancomicina, as dosagens terapêuticas 

utilizadas resultam em concentrações séricas de até 50 µg/mL (após a infusão) e de até 

15 µg/mL (quando em equilíbrio), sendo concentrações superiores a esta associadas à 

toxicidade (Eurofarma Laboratórios S.A., 2014). A dose de linezolida frequentemente 

administrada em adultos é de 2 mg/mL, porém já foram relatados casos de efeitos tóxicos em 

pacientes submetidos a esta concentração (Eurofarma Laboratórios S.A., 2015). Dessa forma, 

os resultados do presente estudo demonstram que classificar uma amostra como sensível à 

linezolida e vancomicina por testes in vitro nem sempre significa o sucesso do tratamento, 

uma vez que a utilização destes antimicrobianos pode ser inviável contra infecções associadas 

a biofilme. 

         Considerando que a epidemiologia das infecções por amostras MRSA tem sofrido 

alterações ao longo dos anos, com linhagens prevalentes se alternando nos ambientes 

hospitalares, é relevante que sejam estudadas as características apresentadas por estas 

linhagens emergentes. Os resultados obtidos neste estudo relatam aumento na resistência aos 

antimicrobianos entre amostras da linhagem USA100/ST5, emergente em hospitais do Rio de 
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Janeiro. O estudo também mostra a capacidade dessas amostras em formar biofilme, podendo 

contribuir para sua persistência frente ao uso de antimicrobianos utilizados para tratamento de 

infecções por MRSA. Esses resultados sugerem que as taxas de resistência, as terapias 

antimicrobianas e suas respectivas dosagens sejam monitoradas continuamente nas 

instituições estudadas para prevenir a aquisição de novos mecanismos de resistência por 

amostras da linhagem USA100/ST5 que possuem tendência a multirresistência. 
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7. Conclusões 

 

 Todas as 63 amostras USA100/ST5 avaliadas no estudo foram multirresistentes. 

 

 O perfil de susceptibilidade das amostras se manteve entre os períodos avaliados. 

Todas foram resistentes à ciprofloxacina, clindamicina e eritromicina, e sensíveis à 

sulfametoxazol-trimetoprim e tetraciclina. Os percentuais de resistência à cloranfenicol, 

gentamicina e rifampicina permaneceram baixos e não apresentaram diferenças estatísticas 

entre os períodos avaliados; 

 

 Das 63 amostras avaliadas no estudo, 24% foram não suscetíveis à daptomicina. O 

percentual de amostras não suscetíveis aumentou de 11% no período entre 2004 e 2009 para 

41% entre 2011 e 2015, embora a CMI modal tenha permanecido 1 µg/mL; 

 

 O percentual de resistência à linezolida se manteve nulo em ambos os períodos, mas a 

CMI modal aumentou de 1 µg/mL no período entre 2004 e 2009 para 1 e 2 µg/mL entre 2011 

e 2015; 

 

 Enquanto no período entre 2004 e 2009 todas as amostras foram sensíveis à 

vancomicina, com CMI90 igual a 1 µg/mL, entre 2011 e 2015, 11% das amostras foram 

resistentes intermediárias, com CMI50 e CMI90 no limite da faixa de sensibilidade (2 µg/mL); 

 

 Concentrações subinibitórias de daptomicina, linezolida e vancomicina não foram 

capazes de induzir significativamente dispersão ou acumulação de biofilme em uma amostra 

clínica de S. aureus USA100/ST5; 

 

 Concentrações inibitórias múltiplas da CMI para linezolida diminuíram 

significativamente o biofilme formado por uma amostra clínica de S. aureus USA100/ST5, 

embora sua CMEB tenha sido >128 µg/mL; 

 

 As concentrações inibitórias múltiplas da CMI para vancomicina utilizadas não foram 

capazes de diminuir o biofilme formado por uma amostra clínica de S. aureus USA100/ST5 

(CMEB >128 µg/mL). 
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ANEXO 

Tabela 12: Descrição das características gerais e resultados encontrados para as 63 amostras de Staphylococcus aureus incluídas no estudo. 

Amostra Clonalidade 
Data de 

Coleta 

Sítio de 

Isolamento 

Perfil de susceptibilidade por disco-difusão Perfil de susceptibilidade por microdiluição em caldo 

CIP CLI CLO E GEN P RIF SXT TET 
DAP LIN VAN OXA 

CMI CMI CMEB CMI CMEB CMI 

649a USA100/ST5 08/09/2004 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 128 

557a USA100/ST5 10/09/2004 ND R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 128 

655a USA100/ST5 27/10/2004 sangue R R R R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 128 

659a USA100/ST5 10/11/2004 
Secreção 

traqueal 
R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 128 

555a USA100/ST5 19/11/2004 urina R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 128 

663a USA100/ST5 01/12/2004 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 128 

554a USA100/ST5 02/12/2004 escara R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 256 

670a USA100/ST5 11/01/2005 
secreção 

óssea 
R R S R R R S S S 1 1 ND 1 ND 128 

913a USA100/ST5 14/02/2005 ND R R R R S R S S S 1 1 ND 1 ND 128 

881a USA100/ST5 24/06/2005 ND R R R R R R S S S 1 1 ND 1 ND 128 

618a USA100/ST5 15/12/2005 narina R R S R S R S S S 1 1 ND 2 ND 64 

572a USA100/ST5 24/01/2006 narina R R S R S R S S S 1 1 ND 2 ND 64 

758a USA100/ST5 30/05/2006 narina R R S R S R S S S 1 1 ND 2 ND 64 

1087a USA100/ST5 20/01/2008 ND R R S R S R S S S 2 1 ND 0,5 ND 128 

1258a USA100/ST5 16/09/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 128 

1263a USA100/ST5 22/09/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 32 

1266a USA100/ST5 24/09/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 256 

1223a USA100/ST5 10/01/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 128 

1224a USA100/ST5 12/01/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 64 

1255a USA100/ST5 02/09/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 64 

1265a USA100/ST5 23/09/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 256 

1260a USA100/ST5 17/09/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 32 

1275a USA100/ST5 02/12/2008 sangue R R S R S R S S S 2 1 ND 1 ND 32 

1240a USA100/ST5 27/05/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 128 
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Amostra Clonalidade 
Data de 

Coleta 

Sítio de 

Isolamento 

Perfil de susceptibilidade por disco-difusão Perfil de susceptibilidade por microdiluição em caldo 

CIP CLI CLO E GEN P RIF SXT TET 
DAP LIN VAN OXA 

CMI CMI CMEB CMI CMEB CMI 

1276a USA100/ST5 12/02/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND ˃256 

1238a USA100/ST5 26/05/2008 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 64 

1284a USA100/ST5 01/02/2009 sangue R R S R S R S S S 1 0,5 ND 1 ND 256 

1285a USA100/ST5 16/02/2009 sangue R R S R S R S S S 1 0,5 ND 0,5 ND 64 

1289a USA100/ST5 13/03/2009 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 128 

1290a USA100/ST5 14/03/2009 sangue R R R R S R S S S 2 1 ND 0,5 ND 128 

1301a USA100/ST5 25/05/2009 sangue R R R R S R S S S 2 1 >128 1 >128 256 

1309a USA100/ST5 15/06/2009 sangue R R R R S R R S S 1 1 ND 0,5 ND ˃256 

1288a USA100/ST5 12/03/2009 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND ˃256 

1291a USA100/ST5 31/03/2009 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 0,5 ND 64 

1305a USA100/ST5 04/06/2009 sangue R R R R S R R S S 1 1 ND 0,5 ND ˃256 

1308a USA100/ST5 15/06/2009 sangue R R R R S R R S S 1 1 ND 0,5 ND ˃256 

1579a USA100/ST5 23/02/2011 sangue R R S R S R S S S 1 2 ND 4 ND 128 

1582a USA100/ST5 18/03/2011 sangue R R S R S R S S S 2 2 ND 4 ND ≥256 

1587a USA100/ST5 05/04/2011 sangue R R S R S R S S S 1 2 ND 2 ND 128 

1591a USA100/ST5 04/05/2011 sangue R R R R S R S S S 1 1 ND 1 ND 64 

1592a USA100/ST5 11/05/2011 sangue R R R R S R S S S 2 2 ND 2 ND ≥256 

1594a USA100/ST5 02/06/2011 sangue R R S R S R S S S 2 1 ND 2 ND 128 

1601a USA100/ST5 18/07/2011 sangue R R R R S R S S S 2 1 ND 2 ND 128 

1606a USA100/ST5 24/08/2011 sangue R R R R S R S S S 1 1 ND 2 ND ≥256 

1615a USA100/ST5 01/01/2012 sangue R R S R S R S S S 2 1 ND 1 ND 128 

1616a USA100/ST5 08/01/2012 sangue R R S R S R S S S 4 1 ND 4 ND ≥256 

1621a USA100/ST5 30/01/2012 sangue R R R R S R I S S 4 2 ND 1 ND 128 

1626a USA100/ST5 13/03/2012 sangue R R S R R R S S S 2 2 ND 2 ND 16 

1628a USA100/ST5 21/03/2012 sangue R R R R S R S S S 2 2 ND 1 ND ≥256 

1653a USA100/ST5 17/09/2012 sangue R R S R R R S S S 1 2 ND 0,5 ND 64 

1655a USA100/ST5 29/10/2012 sangue R R S R R R S S S 1 2 ND 0,5 ND 32 

1664a USA100/ST5 01/12/2012 sangue R R R R S R S S S 2 1 ND 1 ND ≥256 

1856a USA100/ST5 17/09/2013 sangue R R S R R R S S S 1 0,5 ND 2 ND ≥256 
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Amostra Clonalidade 
Data de 

Coleta 

Sítio de 

Isolamento 

Perfil de susceptibilidade por disco-difusão Perfil de susceptibilidade por microdiluição em caldo 

CIP CLI CLO E GEN P RIF SXT TET 
DAP LIN VAN OXA 

CMI CMI CMEB CMI CMEB CMI 

1661a USA100/ST5 27/10/2012 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 128 

1658a USA100/ST5 16/10/2012 sangue R R R R S R S S S 1 2 ND 2 ND ≥256 

1758a USA100/ST5 04/09/2014 sangue R R S R S R S S S 0,5 2 ND 2 ND 256 

1776a USA100/ST5 14/11/2014 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND ≥256 

1742a USA100/ST5 10/05/2014 sangue R R S R S R S S S 1 2 ND 1 ND ≥256 

1728a USA100/ST5 09/01/2014 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 1 ND 256 

1770a USA100/ST5 24/10/2014 sangue R R S R S R S S S 1 1 ND 2 ND ≥256 

1810a USA100/ST5 09/02/2015 sangue R R S R S R S S S 0,5 1 ND 2 ND 64 

1844a USA100/ST5 13/05/2015 sangue R R S R S R S S S 1 2 ND 1 ND 256 

1840a USA100/ST5 01/05/2015 sangue R R S R S R S S S 2 1 ND 1 ND ≥256 

CIP: Ciprocloxacina; CLI: Clindamicina; CLO: Cloranfenicol; E: Eritromicina; GEN: Gentamicina; P: Penicilina; RIF: Rifampicina; SXT: Sulfametoxazol-trimetoprim; TET: Tetraciclina; DAP: Daptomicina; LIN: 

Linezolida; VAN: Vancomicina; OXA: Oxacilina; CMI: Concentração mínima inibitória; CMEB: Concentração mínima de erradicação do biofilme; R: resistente; S: Sensível; I: Resistência intermediária; ND: Não 
determinado. 


