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APRESENTAÇÃO

A Obra “A pesquisa em ciências biológicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 
3”,  traz ao leitor vinte artigos de relevada importância na área de ciências biológicas. O 
Foco principal desta obra é a discursão e divulgação cientifica de pesquisas nacionais, 
englobando as diferentes áreas de atuação da biologia.

É indubitavelmente evidente o avanço científico nesta área, o que aumenta a 
importância e a necessidade de atualização e consolidação de conceitos, técnicas, 
procedimentos e temas. 

As pesquisas estão divulgadas na forma de artigos originais e de revisões nos 
diferentes campos dentro das Ciências Biológicas suas subdivisões ou conexões. Portanto, 
englobando a: Genética, Biologia molecular, Microbiologia, Parasitologia, Virologia, 
Patologia e Ecologia.  Produzindo assim uma obra transversal que vai do atendimento ao 
paciente a pesquisa básica. 

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores e 
estudantes pertencentes às Ciências Biológicas e suas interfaces ou áreas afins. Entretanto, 
é uma leitura interessante para todos aqueles que de alguma forma se interessam pela 
área. 

Cada capítulo foi elaborado com o propósito de transmitir a informação científica de 
maneira clara e efetiva, em português, linguagem acessível, concisa e didática, atraindo a 
atenção do leitor, independente se seu interesse é acadêmico ou profissional.

O livro “A pesquisa em ciências biológicas: Desafios atuais e perspectivas futuras 3”, 
traz publicações atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura 
adequada, propicia e confiável para a divulgação científica de diversas áreas de pesquisa. 

Alana Maria Cerqueira de Oliveira 
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RESUMO: Para o tratamento das infecções causadas por Staphylococcus aureus resistentes 
a meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus – MRSA), os glicopeptídeos são 
antimicrobianos de primeira escolha, no entanto, a pressão seletiva que esses fármacos 
exercem, pode induzir o surgimento de isolados com sensibilidade diminuída à vancomicina, 
conhecidos como hVISA e VISA. O presente estudo teve por finalidade investigar a 
sensibilidade à vancomicina de isolados clínicos de S. aureus, no período de 2010 a 2015, de 
um hospital terciário do sul do Brasil. A concentração inibitória mínima (CIM) foi determinada 
por Etest® para 335 isolados e a análise do Perfil Populacional-Área Sob a Curva (PAP-
AUC) para 80. A CIM variou de 0,5 a 8,0 µg/mL sendo que as concentrações mais frequentes 
foram 1,5 µg/mL com 31,9% (107/335) e 2,0 µg/mL com 29,6% (99/335). O percentual de 
isolados não sensíveis foi de 20,8% em 2010 a 2012 e de 17,1% em 2013 a 2015. Verificou-
se que para 31,6% (12/38) das amostras obtidas entre 2010 e 2014 e que para 42,9% (18/42) 
das amostras de 2015, a relação PAP/AUC foi >0,9, classificando-as como não sensíveis. 
Verifica-se que o percentual de isolados não sensíveis à vancomicina foi elevado neste 
estudo, entretanto, os valores obtidos foram divergentes entre os métodos analisados. A 
técnica de PAP-AUC, considerada o padrão ouro, evidenciou as maiores frequências de 
hVISA e VISA, no entanto, é muito trabalhosa o que inviabiliza sua utilização em laboratórios 
clínicos de rotina. Por outro lado, embora fácil de realizar, o método de Etest® também tem 
suas limitações, o custo é elevado e não é tão sensível quanto o PAP-AUC para identificação 
de S. aureus não sensíveis, especialmente hVISA.
PALAVRAS-CHAVES: Vancomicina. Concentração inibitória. hVISA. VISA. PAP- AUC.

VANCOMYCIN-SUSCEPTIBILITY DETERMINATION IN NOSOCOMIAL CLINICAL 
ISOLATES OF Staphylococcus aureus

ABSTRACT: To treat methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) infections, 
glycopeptides are the antimicrobials of first choice. However, the selective pressure exerted by 
these drugs can lead to the emergence of isolates with reduced susceptibility to vancomycin 
(hVISA and VISA). This study aimed at investigating the antimicrobial susceptibility profile 
of S. aureus clinical isolates, from 2010 to 2015, in a tertiary hospital in southern Brazil. The 
minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using Etest® for 335 isolates, and  
the population analysis profile-area under the curve (PAP-AUC) method, for 80 isolates. MIC 
values ranged from 0.5 to 8.0 µg/mL; 1.5 and 2.0 µg/mL were the most frequent concentrations, 
found in 31.9% (107/335) and 29.6% (99/335) of the isolates, respectively. The percentage 
of vancomycin non-susceptible isolates was 20.8% (from 2010 to 2012) and 17.1% (from 
2013 to 2015). It was observed that for 31.6% (12/38) of the isolates obtained between 2010 
and 2014, and 42.9% (18/42) of the isolates from 2015, the PAP-AUC ratio was >0.9, which 

http://lattes.cnpq.br/0396629445823469
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allowed us to classify them as non-susceptible to vancomycin. In this study, a high rate of 
vancomycin non-susceptible isolates was observed, but the values differed according to the 
method applied. PAP-AUC, considered the golden standard, was more efficient in detecting 
hVISA and VISA. However, it is a very laborious test, which makes its usage impractical in 
routine clinical laboratories. Finally, although easy to be carried out, Etest® has limitations 
regarding its cost, and it is not as sensitive as PAP-AUC for the identification of vancomycin 
non-susceptible isolates, especially hVISA.
KEYWORDS: Vancomycin. Minimum inhibitory concentration. hVISA. VISA. PAP-AUC.

1 | 	INTRODUÇÃO
Staphylococcus aureus são bactérias responsáveis por uma grande variedade de 

infecções, que vão desde lesões de pele superficiais até doenças graves e potencialmente 
fatais, como pneumonia necrotizante, osteomielite, endocardite e sepse e são considerados 
como um dos principais patógenos humanos nas infecções relacionadas à assistência em 
saúde (IRAS) na atualidade. Sua elevada ocorrência se dá, não apenas pela sua virulência, 
como também pela capacidade de disseminação e versatilidade em adquirir resistência   
(WEINER-LASTINGER et al., 2020).

Como outros patógenos, S. aureus resistentes aos antimicrobianos emergiram 
com a descoberta e disseminação do uso de diferentes classes destes fármacos. Entre 
estas, a mais preocupante foi a resistência à meticilina, que também torna o microrganismo 
resistente aos antimicrobianos mais utilizados clinicamente, os beta-lactâmicos (HOWDEN 
et al., 2010).

Atualmente, variações importantes na prevalência de resistência a meticilina em 
S. aureus (MRSA - Methicillin-resistant S. aureus), de 1 a 50%, têm sido evidenciadas 
por diversos pesquisadores, em países de todo continente (WEINER-LASTINGER et al., 
2020). No Brasil, a frequência de MRSA varia de 29 a 46%, quando se analisam isolados 
de pacientes internados em hospitais (DUARTE et al., 2018; MARRA et al., 2011; SADER; 
FLAMM; JONES, 2013)Latin America, and selected countries in the Asia-Pacific Region 
(2011. Na União Europeia, verifica-se uma tendência decrescente de MRSA entre 2015 e 
2018, variando de 0% a 43,0% entre os países (ECDC, 2019). Apesar desse desenvolvimento 
positivo, MRSA continua sendo um patógeno importante e uma das causas mais comuns 
de infecções bacterianas graves, tendo uma responsabilidade elevada em termos de 
morbidade e mortalidade (CASSINI et al., 2019).

Para o tratamento das infecções causadas por MRSA, os glicopeptídeos são 
antimicrobianos de primeira escolha, no entanto a pressão seletiva que esses fármacos 
exercem, podem induzir o surgimento de isolados com sensibilidade diminuída à 
vancomicina, conhecidos como Vancomycin-Intermediate S. aureus (VISA). Os primeiros 
relatos ocorreram pela primeira vez no Japão em meados da década de 1990 (HIRAMATSU 
et al., 1997). Essa forma geralmente surge pós exposição prolongada à vancomicina, no 
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qual uma pequena subpopulação de microrganismos com sensibilidade reduzida conhecido 
como hétero-VISA (hVISA), cujo mecanismo não está totalmente entendido, embora 
saiba-se que provavelmente ocorram alterações nos genes reguladores que levam ao 
espessamento da parede celular e atividade auto lítica, bem como um excesso de resíduos 
de D-ala-D-ala (CAMERON et al., 2017).

S. aureus resistentes à vancomicina, do inglês Vancomycin-Resistant S. aureus 
(VRSA), foram reportados pela primeira vez em 2002 nos Estados Unidos pela aquisição 
do gene vanA de Enterococcus faecalis Vancomycin-Resistant (VRE) (CDC, 2002; CHANG 
et al., 2003). Felizmente, novos casos deste tipo de resistência permanecem raros na 
atualidade, tendo sido identificados apenas 52 casos em diversos países como Estados 
Unidos, Índia, Irã, Paquistão, Brasil e Portugal (CONG; YANG; RAO, 2020).

Poucos estudos têm determinado a prevalência de S. aureus não sensíveis à 
vancomicina no Brasil. Assim, o presente estudo teve por finalidade determinar a frequência 
de sensibilidade diminuída à vancomicina de isolados clínicos de S. aureus de um hospital 
terciário da região sul do Brasil.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS
Foram analisados 335 isolados de S. aureus obtidos de diversos materiais clínicos 

como sangue, pele e partes moles, secreções respiratórias, líquidos cavitários, urina, 
entre outros, provenientes de pacientes de um hospital terciário da região Sul do Brasil, no 
período de 2010 a 2015.

Os isolados estocados previamente em caldo triptona de soja (TSB) acrescido de 
30% de glicerina e 0,5 µg/ml de vancomicina, sob refrigeração a -20 ºC, foram obtidos do 
Banco de Bactérias do setor de Microbiologia. Os mesmos foram reativados utilizando 
caldo TSB e incubados por 24-48 horas a 35±2 ºC.

A identificação dos microrganismos foi confirmada por metodologia manual 
padronizada por Jorgensen et al. (2015) ou automatizada utilizando o Sistema Vitek® 
(bioMerieux), de acordo com orientações do fabricante.

A CIM de vancomicina foi determinada por Etest® (bioMerieux) de acordo com 
orientações do fabricante. Para este teste utilizou-se uma suspensão bacteriana na escala 
0,5 de McFarland em ágar Mueller-Hinton sobre o qual foram depositadas fita plásticas 
de Etest® contendo gradiente de concentração de vancomicina (0,016 a 256 µg/mL) e 
incubadas a 35±2 °C durante 72 horas. Como controles positivos foram utilizadas as cepas 
de S. aureus Mu3 ATCC 700698 (hVISA), Mu50 ATCC® 700699 (VISA) e E. faecalis ATCC® 
51299 e como negativo, S. aureus ATCC® 29213. Foram considerados S. aureus sensíveis 
à vancomicina (Vancomycin-susceptible S. aureus – VSSA) os isolados que apresentaram 
CIM ≤ 2 µg/mL, isolados as que apresentam CIM de 4-8 µg/mL foram considerados VISA, 
e isolados VRSA foram os que se desenvolveram em CIM ≥ 16 µg/mL. Foram calculadas 
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as CIM50 e CIM90, que indicam a menor concentração capaz de inibir o crescimento de 50 e 
90% dos isolados, respectivamente.

As amostras foram submetidas à Análise do Perfil Populacional-Área Sob a Curva 
(PAP-AUC), conforme descrito por Wootton et al. (2001) com modificações. Foi determinado 
o número de colônias que se desenvolveram nas diferentes concentrações de vancomicina 
e plotado em uma escala semi-logarítmica, usando o software Prism 5 (GraphPad 
Software). O gráfico obtido foi então utilizado para calcular a área sob a curva (AUC). S. 
aureus ATCC® 29213 (glicopeptídeo sensível), S. aureus ATCC® 700698 Mu3 (hVISA) e 
S. aureus ATCC® 700699 Mu50 (VISA) foram usados como controles (HIRAMATSU et al., 
1997)”ISBN”:”0305-7453 (Print. O critério usado para a classificação dos isolados foi ≥ 0,9 
e ≤1,3 para hVISA e >1,3 para VISA, tendo como base a relação entre a AUC do isolado 
dividido pela AUC das cepas de referência Mu3 e Mu50.

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa envolvendo seres 
humanos da Universidade Estadual de Londrina sob o CAAE número 0015.0.268.000-11.

3 | 	RESULTADOS
Dos 335 isolados analisados, 125 eram do período de 2010 a 2012 e 210 do 

período de 2013 a 2015. De maneira geral a CIM variou de 0,5 a 8,0 µg/mL sendo que as 
concentrações mais frequentes foram 1,5 µg/mL com 31,9% (107/335) e 2,0 µg/mL com 
29,6% (99/335). 

Analisando-se os períodos separadamente verifica-se que no primeiro período a 
CIM variou de 0,5 a 4,0, tendo apresentado a maior frequência para a CIM 2,0 µg/mL em 
39 %, enquanto que no período de 2013 a 2015 a variação foi de 0,5 a 8,0, embora a CIM 
1,5 tenha sido identificada mais frequentemente em 23,9 % dos isolados, como pode ser 
verificado na figura 1.

Figura 1 – Percentual de Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) de vancomicina (µg/mL) 
determinadas por Etest®, para 335 isolados de Staphylococcus aureus de origem hospitalar.

Fonte: Os próprios autores.
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A Tabela 1 mostra as CIM50 e CIM90 verificadas para vancomicina, bem como os 
percentuais de isolados não sensíveis determinados para as todas as amostras de S. 
aureus incluídas no estudo pelo método de Etest®. Verificou-se que as CIM50 e CIM90 foram 
de 2,0 e 3,0 µg/mL para 125 isolados no período de 2010 a 2012 e de 1,5 e 3,0 µg/mL para 
210 do período 2013 a 2015. O percentual de isolados não sensíveis variou de 20,8%, no 
primeiro período a 17,1%, no segundo período.

Período CIM50 CIM90 NS (%) Total de amostras

2010 a 2012 2,0 3,0 20,8 125

2013 a 2015 1,5 3,0 17,1 210

Tabela 1 – Concentração Inibitória Mínima (CIM50 e CIM90) de vancomicina (µg/mL) e percentual de isolados 
não sensíveis, determinadas por Etest® para 335 amostras de Staphylococcus aureus.

Legenda: Não Sensível (CIM > 3 µg/mL). Fonte: os próprios autores

A análise do PAP/AUC foi realizada para 80 isolados de S. aureus, dos quais 38 
do período 2010 a 2014 e 42 do período 2015. Verificou-se que para 31,6% (12/38) das 
amostras obtidas entre 2010 e 2014 e que para 42,9% (18/42) das amostras de 2015, a 
relação PAP/AUC foi > 0,9, classificando-as como não sensíveis. Dentro deste grupo, no 
período de 2010 a 2014, 83,3% (10/12) e 16,7% (2/12) foram classificadas como hVISA e 
VISA, respectivamente. Ainda no grupo de não sensíveis, no período de 2015, 72,2% (13/18) 
e 27,8% (5/18) foram considerados hVISA e VISA, respectivamente. Se compararmos os 
resultados de hVISA e VISA em relação ao número total de isolados em que o PAP/AUC 
foi realizado, teremos que, hVISA representa 28,7% (23/80) e VISA 8,7% (7/80) (tabela 2).

Período NS PAP/AUC % (n) NS Etest® % (n)

2010 a 2014 31,6 (12/38) 27,0 (40/148)

2015 42,9 (18/42) 11,8 (22/187)

Tabela 2 – Comparação dos percentuais de isolados não sensíveis de S. aureus, determinados por 
Etest® e por PAP/AUC 

Legenda: NS: Não Sensíveis. PAP/AUC: Perfil de análise populacional/Área sob a Curva. n: Número de 
isolados.

Fonte: Os próprios autores.

4 | 	DISCUSSÃO
Este estudo determinou a CIM de vancomicina de isolados de S. aureus de origem 

hospitalar, num período de 6 anos (2010 a 2015), por duas metodologias e verificou 
divergência entre elas.

Isolados com CIM de 1 a 3 µg/mL tem uma alta frequência de acordo com Wang 
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et al. (2012)”http://www.mendeley.com/documents/?uuid=76e9eb66-7123-48a0-9239-d5
631e20cc8a”]}],”mendeley”:{“formattedCitation”:”(WANG et al., 2012, corroborando assim 
com os resultados encontrados neste estudo. Nas duas metodologias foram encontrados 
isolados hVISA e VISA e nenhum VRSA. De acordo com Alam et al. (2014) é mais comum 
encontrarmos cepas VISA e hVISA do que cepas VRSA.

A CIM50 e CIM90 indicam a menor concentração capaz de inibir o crescimento de 
50 e 90% dos isolados, respectivamente. Oliveira et al. (2015)MRSA isolated from different 
sources of hospitalized patients was characterized by molecular and phenotypic methods. 
Methodology: A total of 123 S. aureus isolates were characterized according to their genetic 
relatedness by repetitive element sequence based-PCR (REP-PCR determinaram a CIM50 
e CIM90 para vancomicina pelo método de microdiluição em caldo (MDC), sendo a CIM50 
de 2,0 µg/mL e a CIM90 de 4,0 µg/mL.

A verdadeira prevalência de hVISA ainda é desconhecida, alguns estudos apontam 
índices que variam 2 a 20% entre isolados de S. aureus resistente a meticilina (ADAM et al., 
2010) e relacionam a falha terapêutica com vancomicina à presença de cepas hVISA (VAN 
HAL; PATERSON, 2011)with hVISA infections associated with a 2.37-times-greater failure 
rate (95% confidence interval [CI], 1.53 to 3.67.

A frequência de hVISA em estudos epidemiológicos, de acordo com Van Hal e 
Paterson (2011)with hVISA infections associated with a 2.37-times-greater failure rate 
(95% confidence interval [CI], 1.53 to 3.67 pode variar de 0 a 73%. Essa variação pode 
ser atribuída a diversos fatores como metodologia empregada, população de pacientes, 
fonte da amostra, variação na pressão seletiva por vancomicina e instabilidade do fenótipo 
em amostras estocadas em freezer (HIRAMATSU et al., 2014; HOWDEN et al., 2010; 
WOOTTON et al., 2007)and particularly hGISA, will only be obvious when a definitive 
detection method is available. A few novel GISA and hGISA detection methods have 
been proposed; however, their validity has never been tested on a significant scale and in 
different laboratories. This study compares three screening methods for detecting GISA and 
hGISA strains in 12 laboratories, using a blind panel of 48 strains with known glycopeptide 
susceptibilities. The three screening methods used were brain heart infusion agar with 6 
mg/liter vancomycin (BHIA6V.

As metodologias tradicionais de determinação da CIM, como a MDC, ágar diluição 
(ADL) e Etest® têm levado a resultados duvidosos, pois o inóculo utilizado está abaixo do 
limiar requerido para detectar heterorresistência (HOWDEN et al., 2010; WOOTTON et al., 
2007)(HIRAMATSU et al., 2014; HOWDEN et al., 2010. 

Uma vez que não existem marcadores genéticos para heterorresistência, o PAP-AUC 
é utilizado como padrão ouro e mais confiável método para a detecção de heterorresistência 
(WOOTTON et al., 2001), no entanto este método é muito trabalhoso e demorado, o que 
limita a sua utilização. Como consequência, vários testes de triagem, incluindo o Etest® 
GRD, foram desenvolvidos utilizando inóculos maiores, maior tempo de incubação e meio 
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de cultura mais nutritivos (HOLMES; JOHNSON; HOWDEN, 2012; HOWDEN et al., 2010).

5 | 	CONCLUSÃO
Neste estudo a frequência de isolados não sensíveis foi elevada, entretanto, os 

valores obtidos foram divergentes entre os métodos analisados. A técnica de PAP-AUC, 
considerada o padrão ouro, evidenciou as maiores frequências de hVISA e VISA, no 
entanto, trata-se de uma metodologia muito trabalhosa e demorada, o que inviabiliza sua 
utilização em laboratórios clínicos de rotina. Já o método de Etest®, embora mais prático e 
fácil de realizar, também tem suas limitações, o custo é elevado e não é tão sensível quanto 
o PAP-AUC para identificação de S. aureus não sensíveis, especialmente hVISA. A falta de 
um método rápido e confiável pode acarretar falha terapêutica, uma vez que isolados não 
sensíveis, especialmente os hVISA podem não ser identificados pelos métodos utilizados 
na atualidade, evidenciando a necessidade de mais pesquisas que tragam resultados 
rápidos e fidedignos na determinação da sensibilidade à vancomicina. 
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