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Resumo  

Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA) têm sido um dos micro-

organismos causadores de infecções mais prevalentes nos hospitais em todo 

mundo. Vários estudos demonstram que estes germes são frequentêmente 

encontrados colonizando profissionais de saúde. MRSA podem causar desde 

infecções cutâneas a pneumonias graves, apresentando um perfil 

multirresistente frente aos antimicrobianos. Este estudo teve como objetivo 

avaliar alterações morfométricas em MRSA isolados da saliva de profissionais 

de saúde, mediante o emprego de diferentes concentrações de cloreto de 

sódio e oxacilina.  A identificação de alterações morfológicas foi avaliada por 

meio do cultivo dos isolados nas seguintes concentrações de Cloreto de Sódio 

e oxacilina: 2µg, 4µg e 6µg e 2%, 4%, 6% e 7,5% e da utilização da técnica de 

morfometria computadorizada, mediante o emprego do software Image J 1.38 

(HIH – USA). A análise estatística foi realizada empregando o programa Sigma 

Stat, versão 2.03, e as diferenças entre os grupos foram comparadas usando o 

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, (p<0,05).  Os 20 MRSA analisados 

não apresentaram alterações morfológicas. O presente estudo observou que o 

Cloreto de Sódio e a oxacilina nas concentrações testadas não alteram o 

desenvolvimento e a morfologia dos MRSA.  

Palavras-chave: morfometria, Staphylococcus aureus meticilina resistentes 

(MRSA), Cloreto de Sódio e oxacilina. 
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Abstract  

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) has been one of the 

most prevalent microorganisms that cause hospitals infections worldwide. 

Several studies show that this microorganism is often found colonizing health 

professionals. MRSA can cause skin infections from the severe pneumonia, 

with high resistance to different antimicrobial agents. This study aimed to 

evaluate morphometric changes in MRSA isolated from the saliva of health 

professionals, through the use of different concentrations of oxacillin and 

sodium chloride. The identification of morphological changes was assessed by 

growing the isolates in the following concentrations of Sodium Chloride and 

oxacillin: 2µg, 4µg and 6µg and 2%, 4%, 6% and 7.5% and using the means of 

computerized morphometry. This technique was tested by microscopic 

computed by employing the software Image J 1.38 (HIH –USA). Statistical 

analysis was performed using the Sigma Stat, version 2.03, and the differences 

between the groups were compared using the nonparametric Kruskal-Wallis (p 

<0.05). The 20 MRSA analyzed showed no alterations. The present study 

showed that Sodium Chloride and oxacilin at concentrations did not alter the 

development and morphology of MRSA.  

Keywords: Morphometry, methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 

Sodium Chloride and methicillin.             
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1.1. Estafilococos  

A família Micrococcaceae é composta por quatro gêneros: Planococcus, 

Stomatococcus, Micrococcus e Staphylococcus, sendo este último grupo, ao 

contrário dos outros membros, constituído por patógenos humanos, capazes de 

causar inúmeras doenças, que variam de infecções cutâneas superficiais a 

doenças sistêmicas graves (Koneman et al. 2008). 

O gênero Staphylococcus é constituído por bactérias que se apresentam 

na forma de cocos Gram-positivos isolados, aos pares, em cadeias curtas ou 

agrupados em forma de cachos irregulares, medindo de 0,5 a 1,5 µm de 

diâmetro. É composto de pelo menos 41 espécies, 17 das quais podem ser 

encontradas colonizando o ser humano (Murray et al.2006, Koneman et al. 

2008, Euzeby & Tindall 2009). 

Os membros deste gênero constituem-se de micro-organismos imóveis, 

aeróbios ou anaeróbios facultativos, catalase positivo, crescem em meio 

contendo até 10% de cloreto de sódio e em têmperatura que varia de 18 a 

40°C. As espécies mais comumente associadas à doença são os S. aureus 

(membro mais virulento e melhor conhecido do gênero), S. saprophyticus, S. 

epidermidis, S. capitis e S. haemolyticus (Kloss & Bannerman 1995, Murray et 

al. 2006).  

1.2. Staphylococcus aureus  

Importante agente etiológico associado a infecções, encontrado 

normalmente colonizando a pele, mucosas, axilas, nasofaringe e períneo de 

humanos. Podem também estar distribuídos em outros sítios como: orofaringe, 

boca, vagina, trato intestinal e glândulas mamárias. Além disto, estão 

envolvidos em várias infecções que acometêm o ser humano, desde uma 

simples infecção cutânea, até doenças graves e disseminadas como 

pneumonias, meningites bacteremias e endocardites (Santos. 1999b, Trabulsi 

et al.1999, Maria-Litran et al. 2002, Lowy. 2003, Murray et al. 2006, Rice & Ohio 

2006).  

A colonização nasal por S. aureus têm grande importância clínica, uma 

vez que o indivíduo portador pode representar um reservatório e promover a 

transmissão cruzada. Assim, principalmente em hospitais, o hospedeiro 
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assintomático pode ser um paciente, um visitante ou mesmo o profissional de 

saúde. De acordo com estudos, o carreamento nasal também contribui para a 

transmissão e disseminação da bactéria. Em hospitais, principalmente em 

berçários e Unidades de Terapia Intensiva (UTI), é rotina o isolamento de 

pacientes colonizados (Carvalho et al. 2005). 

Estudos realizados em uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal 

(UTIN) demonstraram que a prevalência da infecção por estafilococos foi de 

3,1%, sendo 1,7% por S.aureus e 1,4% por estafilococos coagulase negativa 

(ECN). No grupo ECN houve predomínio do quadro de sepse (p = 0,03), 

enquanto os infectados por S.aureus apresentaram maior número de infecções 

localizadas como, osteomielite (p = 0,04) e onfalite (p = 0,02) (Sadekc & 

Ceccon. 2006).  

Sader et al. (2001) analisaram a prevalência de patógenos isolados 

de pacientes com infecção da corrente sanguínea, tecidos moles, trato 

respiratório e urinário de 12 hospitais brasileiros. Neste estudo, S. aureus foi o 

patógeno mais prevalente (22,8%) de um total de 3.328 bactérias isoladas. 

Jones et al. (2004) avaliaram a incidência de patógenos em 

unidades de terapia intensiva de cinco países (Estados Unidos, Canadá, Itália, 

França e Alemanha) e verificaram que S. aureus foi a espécie mais freqüente, 

com taxas que variaram de 17,4% a 22,3%.  

Estudos epidemiológicos mostraram que S. aureus representam o 

principal agente etiológico das infecções relacionadas aos setores de 

emergência, nos Estados Unidos. S. aureus têm sido responsável pela maioria 

dos casos de endocardite infecciosa (EI) em todo o mundo (Vandenesch et al. 

2003, Moran et al. 2006). 

Fowler et al (2005) demonstraram que as incidências de EI associada a 

S. aureus no Brasil e nos EUA foram de 37,5% e de 37,2%, respectivamente, 

no período de junho de 2000 a dezembro de 2003. Estes relatos comprovam a 

necessidade de práticas efetivas que visem a prevenção e o controle dos casos 

de infecção, bem como redirecionar mecanismos terapêuticos mais eficazes. 

A propagação da infecção por contato direto assume maior 

importância dentro dos hospitais, onde é grande o número de pessoas que 

albergam os estafilococos na nasofaringe ou na pele. A literatura refere-se às 

mãos dos profissionais de saúde como o principal mecanismo de propagação 
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de MRSA no ambiente hospitalar. Isto caracteriza a higienização das mãos 

como uma medida indispensável para o controle da disseminação de 

estafilococos no ambiente nosocomial (Santos. 1987; Benício et al. 2003; 

Becker et al. 2003).  

Pesquisas realizadas por Akoua-Koffi et al. (2004) demonstraram 

uma prevalência de 50% de colonização por S. aureus entre profissionais de 

saúde (296/592), sendo 38,7% destes micro-organismos resistentes à 

oxacilina. Os autores observaram ainda que, a prevalência de colonização 

entre os profissionais variou de 12,4% na unidade de terapia intensiva, 36,7% 

na unidade de tratamento cirúrgico, 31,4% nas unidades de clínica médica e 

clínica obstétrica, e 17,8% para os outros serviços.  

Outro estudo avaliou a colonização por Staphylococcus sp. em mãos 

e sob as unhas de profissionais de saúde, estudantes e visitantes em ambiente 

hospitalar, demonstrando que mais de 50% estavam colonizados, sendo 7% 

por S. aureus (Costa et al. 2002). 

Nas últimas décadas, S. aureus têm emergido como importante agente 

de infecção hospitalar. Este micro-organismo pode ser responsável por 

diversas síndromes infecciosas de origem hospitalar, sendo a sepse a mais 

preocupante dentre elas, pois está associada à elevada morbi-mortalidade 

(Mesiano & Merchán-Hamann. 2007; Snyder et al. 2008; Velazco et al. 2008). 

A patogenicidade de S. aureus é atribuída a diversos fatores de 

virulência, estando associados à superfície celular e a produtos secretados 

pelos mesmos no meio extracelular. Outra característica importante deste 

patógeno é a facilidade na aquisição de genes que conferem multirresistência a 

vários antimicrobianos representados pelas penicilinas e cefalosporinas que 

são normalmente prescritos no tratamento de infecções associadas a estes 

micro-organismos (Katayama et al. 2000).  

1.3. Principais Fatores de Virulência de S. aureus  

A capacidade de colonização e a patogenicidade de S. aureus são, 

portanto uma conseqüência de seus fatores de virulência, os quais têm papel 

relevante na aderência celular, captação de nutrientes bem como na evasão da 
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resposta imunológica do hospedeiro. Muitos desses fatores estão ligados 

freqüentêmente à parede celular, e são mencionados como produtos ou fatores 

de superfície (Murray et al. 2006). 

Tais fatores são importantes principalmente na interação do micro-

organismo com o hospedeiro, durante o processo inicial de colonização 

(aderência e invasão), nos mecanismos de evasão às defesas do hospedeiro e 

na modulação da resposta imune. Além disto, estes micro-organismos podem 

secretar uma ampla variedade de proteínas e enzimas (Salyers & Whitt 2002, 

Murray et al. 2006). 

As proteínas produzidas por estes micro-organismos podem agir como 

agressinas (provocando danos aos tecidos e órgãos do hospedeiro), evasinas 

(evadindo à ação das células de defesa do hospedeiro) ou modulinas, 

(modulando a resposta imune), algumas enzimas representam um importante 

fator de virulência no processo de invasão ao hospedeiro (Salyers & Whitt 

2002, Murray et al. 2006). 

A proteína A apresenta-se como uma das proteínas mais importante 

relacionadas ao processo de aderência que reconhecem à matriz extracelular, 

e estão ancoradas covalentêmente ao peptidioglicano, através de uma ligação 

de transpeptidação e possui a peculiar afinidade para ligação da região Fc das 

imunoglobulinas IgG1, IgG2 e IgG 4 (Ton-That et al. 1999, Murray et al. 2004).  

Estas proteínas encontram-se diretamente ligadas às interações 

bactéria-hospedeiro, tal propriedade é de extrema importância nos processos 

patogênicos associados às infecções nosocomiais, envolvendo o uso de 

catetéres e próteses médicas promovendo a formação de biofilme microbiano. 

Mediante a importância da doença estafilocócica no ambiente hospitalar, o 

estudo sobre biofilmes têm sido bastante explorado nos últimos anos (Salyers 

& Whitt 2002).  

Outro fator de virulência de grande importância no processo de invasão 

ao hospedeiro produzida por algumas cepas de S. aureus são as leucocidinas 

que estão associadas a doenças graves como furunculoses, pneumonias 

necrosante em jovens e crianças e possui capacidade de lisar leucócitos bem 

como de mediar necrose tecidual em diferentes tecidos, incluindo órgãos vitais 

como pulmões (Salyers & Whitt 2002, Iwatsuki et al. 2006). Doenças 

respiratórias graves em crianças e neonatos imunocompetentes estão 
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associadas a cepas de S. aureus produtoras da PVL (Proteína de Panton 

Valentine) (Gillet et al. 2001; Thomas et al. 2001; Boubaker et al. 2004). 

Quanto as enzimas participantes do processo de invasão ao hospedeiro 

destacam-se a coagulase, catalase, lecitinase, hialuronidase lipase e beta-

lactamase. A coagulase constitui uma enzima capaz de promover a coagulação 

ligada á parede celular estafilocócica convertendo diretamente fibrinogênio em 

fibrina insolúvel, e causar o agrupamento dos estafilococos. A catalase é 

produzida por todos os estafilococos, sendo responsável por catalisar a 

conversão do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio, atuando assim como 

um sistêma protetor do metabolismo bacteriano. A lecitinase é uma enzima 

capaz de hidrolizar a lecitina, um importante constituinte das membranas 

celulares e causar lise de células teciduais, eritrócitos e leucócitos, e possui 

efeito carcinogênico (Hanada et al, 1995, Katayama et al. 2004, Murray et 

al.2006). 

A hialuronidase está presente em mais de 90% dos S. aureus, sendo 

responsável pela hidrolise de ácidos hialurônicos e ácidos presentes na matriz 

acelular do tecido conjuntivo, facilitando a disseminação da bactéria nos 

tecidos. S. aureus e mais 30% dos estafilococos coagulase negativa produzem 

diferentes tipos de lipases, com capacidade em hidrolisar lipídios, adquirindo 

um papel essencial na sobrevivência dos estafilococos nas regiões sebáceas 

do corpo, promovendo a invasão destes micro-organismos nos tecidos 

cutâneos e subcutâneos, contribuindo no desenvolvimento de infecções 

cutâneas como furúnculos e carbúnculos (Katayama et al. 2004, Murray et al. 

2006). 

A penicilina foi o primeiro antibiótico a ser utilizado no tratamento das 

infecções bacterianas. Mais de 90% dos estafilococos se mostravam 

suscetíveis ao tratamento, entretanto, logo houve o desenvolvimento da 

resistência mediada pela produção de beta-lactamases, que têm como alvo de 

atuação as proteínas ligadoras de penicilina (PBP’s) que encontram-se 

diretamente envolvidas na biossíntese da parede celular bacteriana. Os beta-

lactâmicos interagem com as PBP’s, impedindo a formação completa da 

camada de peptideoglicano, desencadeando a lise bacteriana. Na presença do 

gene mecA, ocorrem alterações das proteínas de ligação através da 

codificação de uma nova proteína alvo, denominada PBP2a que apresenta 
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baixa afinidade aos beta-lactâmicos, portanto, no mutante resistente à oxacilina 

não ocorre inibição da síntese da parede celular (Boyle-Vavra 2003, Katayama 

et al. 2004, Murray et al.2006). 

Uma característica peculiar de S. aureus é a presença de cápsula, que 

apresenta um papel importante na virulência de muitos patógenos bacterianos, 

geralmente atuando como um fator antifagocítico. Em S. aureus mais de 90% 

produzem cápsula e de 11 dos sorotipos identificados até o momento apenas 

alguns foram bem caracterizados (Luong & Lee 2002).  

Além da cápsula, estes micro-organismos produzem uma substância de 

natureza polissacarídica, amorfa, secretada por S. aureus e por outras 

espécies do gênero. Esta substância mucóide se localiza externamente à 

cápsula bacteriana a qual se encontra frouxamente ligada. Tal polissacarídeo 

apresenta a propriedade de aderir diretamente à superfícies lisas de plásticos, 

a agregação das bactérias sob essas superfícies resulta na formação de um 

filme biológico (biofilme) (Luong & Lee 2002). 

A formação do biofilme se dá em duas etapas, na primeira, pode ocorrer 

uma ligação direta, não específica, da bactéria ao polímero, principalmente, 

devido a interações eletrostáticas e hidrofóbicas associadas a proteínas 

bacterianas de superfície e a um polissacarídeo conhecido como PIA (do 

inglês: polysaccharide intercellular adhesin). Essa ligação pode ocorrer 

indiretamente à superfície do biopolímero coberta com proteínas plasmáticas, 

as quais se unem às proteínas bacterianas no desenvolvimento do processo de 

aderência à matriz do hospedeiro. Na segunda fase, após a ligação bacteriana 

à superfície do polímero ocorre a produção e o acúmulo de um material 

polissacarídico extracelular, amorfo e mucóide (Luong & Lee 2002).    

PIA têm sido apontada como um fator de virulência importante no 

mecanismo de aderência de S. aureus superfícies plásticas, facilitando sua 

colonização e permanência no hospedeiro. A formação do biofilme está 

associada a infecções nosocomiais associadas ao uso de cateteres e próteses 

médicas, envolvendo esses micro-organismos (Maria-Litran et al. 2002).  
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1.4 Staphylococcus aureus Meticilina Resistentes (MRSA)  

Antes da introdução dos antimicrobianos na prática clínica, a letalidade 

da bacteremia por S. aureus ultrapassava 80%, e mais de 70% dos pacientes 

desenvolviam infecções secundárias. No início da década de 1940, com a 

introdução da penicilina, o prognóstico destes pacientes melhorou 

significativamente. No entanto, em 1942 foi relatado a existência de S. aureus 

resistentes à penicilina, reconhecida inicialmente em hospitais e depois na 

comunidade, contudo, no final dos anos 1960, as taxas de resistência tanto 

hospitalares como comunitárias chegavam a 90% e 70%, respectivamente, em 

algumas regiões da Europa. A maioria dos S. aureus responsáveis por causar 

infecção ou encontrados colonizando adultos saudáveis são resistentes à 

penicilina (Jessen et al, 1969, Maranan et al, 1997, Oliveira et al, 2002b, Lowy 

2003).  

Em 1959, o isolamento do ácido 6-aminopenicilânico (6-APA) tornou 

possível a produção de penicilinas semi-sintéticas. Modificações na cadeia 

desse precursor da penicilina resultaram na proteção do anel beta-lactâmico 

contra a ação hidrolítica das beta-lactamases. Os primeiros desses agentes 

antimicrobianos disponíveis para uso clínico foram a oxacilina e a meticilina, 

que solucionaram têmporariamente o problema causado pela resistência do S. 

aureus à penicilina (Chambers 2001). 

Na Inglaterra em 1961, logo após o desenvolvimento da meticilina, foi 

isolado pela primeira vez Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA). 

Desde então, os MRSA se tornaram o patógeno mais prevalente causador de 

infecção hospitalar em todo mundo (Jevons 1961, Ayliffe 1997 Small et al. 

2007).  

MRSA são emergentes em muitos países em decorrência da seleção 

bacteriana, como resultado do uso aos antimicrobianos e infecções cruzadas. 

Após um declínio na década de 1970, houveram surtos causados por MRSA na 

Austrália, Estados Unidos e República da Irlanda, desde então, taxas de 

resistência à oxacilina em S. aureus aumentaram vertiginosamente (Ayliffe 

1997). 

Infecções hospitalares e comunitárias têm sido causadas por MSRA que 

apresentam resistência a uma vasta gama de antimicrobianos, limitando assim 
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o tratamento, o qual fica muitas vezes restrito apenas a vancomicina e 

teicoplanina. Em contraste, os estafilococos meticilina sensíveis são 

preferencialmente tratados com antibióticos beta-lactâmicos (Baddour et al. 

2007).  

A prevalência de MRSA varia de acordo com a região do país, 

características de cada instituição e suas diferentes unidades de tratamento, 

considerando o sítio de infecção e sua origem, sejam eles hospitalares ou 

comunitários (Kampf et al. 2003, Huang & Platt 2003, Wang et al. 2004, Kampf 

2004). 

Lamaro-Cardoso (2005) avaliou crianças de creche menores de cinco 

anos e identificou a prevalência de 9,74% (93/988) de S. aureus colonizando a 

nasofaringe, sendo 7,52% resistentes à meticilina (MRSA). Ressalta o autor 

que crianças hospitalizadas com diagnóstico médico de meningite são mais 

suscetíveis à colonização por MRSA que crianças hospitalizadas 

diagnosticadas com infecção do trato respiratório inferior. Este resultado sugere 

que a doença invasiva constitui um fator importante associado à condição de 

portador de MRSA.  

MRSA também têm sido motivo de grande preocupação em 

neonatologia devido ao potencial de disseminação do micro-organismo, 

especialmente entre as repartições hospitalares, e às elevadas taxas de 

morbidade e mortalidade. A prevalência de MRSA isolado de swabs nasais de 

recém-nascidos, de um hospital-maternidade do Rio de Janeiro (Brasil), foi de 

47,8% (43/90). Entre os indivíduos colonizados, 74,4% apresentavam 

colonização assintomática. Esses achados sugerem que o trato respiratório 

seja a porta de entrada para a colonização por MRSA, podendo levar ao 

desenvolvimento de pneumonias, sepse e morte, evidenciando, assim, a 

necessidade de monitoramento dos portadores nasais (Loureiro et al. 2000).  

Estudos realizados por Santos (1987) e Becker (2003) destacaram as 

mãos dos profissionais da equipe de saúde como sendo o principal veículo de 

propagação de MRSA, de um paciente para outro, no ambiente hospitalar. 

Becker (2003) identificou clones de Staphylococcus isolados 

concomitantêmente em amostras de secreções nasofaríngeas e das mãos de 

um mesmo profissional.  
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De acordo com Palos (2006) e Cruz (2009) S. aureus podem ser 

identificados na saliva, indicando que a boca é um importante reservatório de 

S. aureus resistentes à meticilina e potencial fonte para sua disseminação. 

Carvalho et al (2009) também detectaram a presença de MRSA na saliva de 

profissionais da saúde.  

Senna et al (1998) detectaram em seus estudos, a presença de clones 

de MRSA em profissionais de saúde de uma unidade de queimados através da 

utilização da técnica de tipagem por eletroforese em campo pulsado (PFGE). 

Ao comparar os micro-organismos isolados dos pacientes internados, 

observaram que um dos pulsotipos detectado nos pacientes foi isolado em um 

profissional da unidade, concluindo que o mesmo podia estar ocorrendo em 

outras unidades do hospital.  

Em seus estudos Cretnik et al. (2005) detectaram uma taxa de 2,6% 

de profissionais de saúde colonizados por MRSA. Já nos achados de Eveillard 

et al. (2004), o percentual encontrado foi de 6,2% e nos trabalhos de Wang et 

al. (2004) foram encontrados 8,3% de profissionais colonizados. Em 

decorrência do aumento da colonização de profissionais por MRSA há uma 

preocupação crescente em se identificar e controlar a população dos MRSA na 

comunidade hospitalar (Katayama et al. 2000, Dar et al. 2006a, Moroney et al. 

2007). 

Um dos grandes desafios enfrentados nos serviços de saúde é 

caracterizar rapidamente se S. aureus isolados são meticilina resistentes ou 

não, pois esta determinação será de primordial importância para se estabelecer 

tratamentos e medidas de controle. Inúmeros métodos têm sido utilizados para 

a detecção da resistência à oxacilina nos S. aureus. Esta detecção muitas 

vezes pode ser difícil, principalmente devido ao fenômeno da 

heterorresistência. Os métodos historicamente mais usados baseiam-se em 

modificações na tentativa de aumentar a expressão da resistência à oxacilina. 

(Katayama et al. 2000). 

Os mecanismos de resistência a meticilina em MRSA são diversificados, 

e incluem a produção de PBPs alteradas, que apresentam reduzida afinidade 

as penicilinas. O gene mecA é um gene cromossomal responsável pela 

codificação da proteína alterada denominada PBP2a, presente nos isolados de 
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estafilococos oxacilina resistentes (Katayama et al. 2000, Trindade et al. 2005, 

Moroney et al. 2007).  

Outros genes, tais como femA, femB, e mecRl também podem contribuir 

para a resistência do MRSA. O gene mecA é altamente conservado mas está 

ausente nas isolados que apresentam perfil de suscetibilidade a oxacilina, 

tornando-se um marcador molecular efetivo na avaliação da resistência aos 

beta-lactâmicos (Baddour et al. 2007). 

Kampf et al. (2003) detectaram o gene mecA em 33,8% dos isolados 

analisados; Dar et al. (2006b) em 35,5%, e Andrews et al. (2008) em 24,3%. O 

gene mecA é amplamente distribuído entre S. aureus, bem como nos 

estafilococos coagulase negativa (Hurlimann-Dalei et al. 1992, Suzuki et 

al.1992). Portanto, têm sido especulado que a resistência à meticilina pode ser 

transferida entre as espécies de estafilococos (Katayama et al. 2000).  

Para detecção rotineira da resistência à oxacilina os testes de disco 

difusão são amplamente utilizados. Entre todas as penicilinas (cloxacilina, 

dicloxacilina, flucloxacilina, oxacilina e nafcilina), a oxacilina é 

preferencialmente utilizada para testes in vitro utilizando disco-difusão e vem 

sendo utilizada por várias décadas, em diversos estudos, provavelmente 

devido à ocorrência do fenômeno da heterorresistência. Nos últimos anos, 

vários autores têm demonstrado a boa eficácia do teste de disco-difusão com 

cefoxitina para o diagnóstico da resistência à oxacilina em estafilococos 

(Swenson et al. 2001, Felten et al. 2002, Skov et al. 2003, Pottumarthy et al. 

2005, Swenson et al. 2005, Fernandes et al. 2005, Scharp el al. 2005, Swenson 

et al. 2005, Velasco et al. 2005, CLSI 2007, Cavassini et al. 2005, Mímica et al. 

2007 Kohner et al. 2007). 

Há também testes para determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM) da oxacilina para estafilococos, incluindo métodos de diluição em ágar e 

em caldo (macrodiluição e microdiluição), e de gradiente de difusão em ágar 

(Etest®: AB Biodisk, Solna, Suécia). Apesar destes métodos possibilitarem 

uma avaliação quantitativa da resistência à oxacilina e de serem métodos 

padrões, os mesmos parecem não ter eficácia significativamente maior (para a 

presença do gene mecA) do que os testes fenotípicos qualitativos. No entanto, 

devido à existência de outros mecanismos de resistência, estes métodos 

podem ser utilizados como confirmatórios e/ou adjuvantes em isolados nos 
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quais o padrão de suscetibilidade é duvidoso (Weller et al. 1997, Gradelski et 

al. 2001, Swenson et al. 2001, Velasco et al. 2005, Mímica et al. 2007)  

Alternativamente a maioria das técnicas moleculares se baseiam na 

reação em cadeia de polimerase (PCR) para a amplificação do gene mecA. 

Embora a PCR tenha sido utilizada com sucesso para a detecção de MRSA, os 

métodos convencionais e os moleculares devem ser continuamente avaliados 

para facilitar a detecção de MRSA (Freborug et al.1998). 

Baddour et al. (2007) avaliaram diferentes métodos laboratoriais para a 

detecção de resistência a meticilina em S. aureus. Compararam a PCR para a 

detecção do gene mecA com o teste fenotípico da cefoxitina, Etest®, agar 

triagem oxacilina e aglutinação em látex. Verificaram que o teste pelo látex foi 

mais sensível do que o método de disco difusão para oxacilina e cefoxitina. A 

combinação do ágar oxacilina para a triagem com o método de disco difusão 

para cefoxitina ou oxacilina melhorou a sensibilidade e especificidade, 

concluindo que a utilização de mais de um método para a triagem de MRSA é 

necessário para detectar todos os possíveis isolados clínicos.  

1.5. Staphylococcus aureus Meticilina Resistente Hospitalar e 

Comunitário (HA-MRSA e CA-MRSA)  

A emergente disseminação de S. aureus multiresistentes no ambiente 

hospitalar bem como na comunidade se deve ao uso indiscriminado de 

antimicrobianos, reflexo de uma pressão seletiva decorrente da grande 

quantidade de antimicrobianos utilizados mundialmente (Oliveira & De 

Lencastre 2002a). 

É importante ressaltar que a disseminação do HA-MRSA 

(Staphylococcus aureus Meticilina Resistente Hospitalar) esta ocorrendo em 

todo o mundo e paises como Itália, Espanha, Grécia, Portugal e Grã-Bretanha 

possuem alta freqüência de HA-MRSA sendo responsável por mais de 40% 

das infecções hospitalares causadas na maioria das vezes por cepas diferentes 

(Campanile et al. 2009). No Brasil, estudos demonstram que um único clone é 

responsável pela maioria das infecções hospitalares, denominado Clone 

Epidêmico Brasileiro (CEB), apresentando SCCmec III (Teixeira et al. 1995, 

Santos 1999a, Oliveira et al. 2001a).  



13  

Ana Cláudia Alves de Oliveira- Dissertação de Mestrado – IPTSP/UFG – 2010   

Em vários paises as cepas de HA-MRSA estão disseminadas e são 

geneticamente semelhantes, ou mesmo iguais, quanto ao padrão de PFGE, 

MLST (multilocus sequencing typing), tipo SCCmec, polimorfismos coa (que 

codifica para coagulase) e spa (que codifica para proteína A) (Van Belkum et al. 

1997a, Van Belkum et al. 1997b, Sá-Leão et al. 1999). A freqüente associação 

destas cepas com infecções hospitalares indica que este micro-organismo 

constitui um sério problema global de saúde pública (Coimbra et al. 2003).  

Os principais clones encontrados causando infecções nosocomiais são 

os denominados de clone ibérico (CI) ou USA500, o clone pediátrico (CP) ou 

USA800, o clone Nova Iorque/ japonês (CNI/J) ou USA100, o clone EMRSA-16 

ou USA200 e o clone epidêmico brasileiro (CEB) e o clone húngaro (CH). Este 

último, na realidade, é um variante do CEB, detectado inicialmente na Hungria, 

e que se diferencia do primeiro por possuir uma variação no SCCmec: ou seja, 

apresenta o plasmídio pT181 substituindo o plasmídio pI258 em decorrência 

disso, foi classificado como SCCmec tipo III, enquanto o CEB como SCCmec 

tipo III A (Oliveira et al. 2000).  

O clone CEB encontra se disseminado no Brasil sendo inicialmente 

descrito em hospitais de Manaus e Porto Alegre (Teixeira et al. 1995). Porém, 

estudos posteriores demonstraram que este clone também está disseminado 

em hospitais de vários países incluindo a Argentina, Uruguai, Paraguai, Chile, 

Portugal, Itália e República Tcheca (De Souza et al. 1996, De Souza et al. 

1998; Oliveira et al. 1998, Melter et al. 1999). 

Uma vez que a grande maioria desses clones de MRSA encontram se 

disseminados nos hospitais de todo o mundo e apresentam freqüentêmente 

multirresistência a drogas, o antibiótico de escolha para o tratamento das 

infecções causadas por esses micro-organismos é a vancomicina. O uso desta 

droga, por ser utilizada de forma intravenosa, e requerer a internação hospitalar 

do paciente aumentando os custos do tratamento (Mainardi et al.1995).  

Diferentes técnicas moleculares são utilizadas para genotipar as cepas 

de HA-MRSA para compreender quais os mecanismos envolvidos na evolução 

dos MRSA bem como a epidemiologia de suas infecções. Dentre estes 

métodos, o mais utilizado para estudos de surtos hospitalares é a PFGE, a 

tipagem do SCCmec e o polimorfismo das regiões variáveis dos genes coa e 

spa (que codificam para a coagulase e a proteína A, respectivamente) (Shopsin 
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et al. 1999, Enright et al. 2000, Oliveira et al. 2001b, Oliveira & De Lencastre 

2002a).  

Tradicionalmente os MRSA têm sido associados a infecções 

hospitalares, embora previamente considerado um patógeno nosocomial, 

recuperado somente de pacientes hospitalizados. Recentêmente, foram 

identificadas MRSA associados à comunidade, primeiramente descritos em 

grupos minoritários como usuários de drogas, presidiários, esportistas 

(particularmente em equipes de luta livre e futebol), crianças, militares e 

nativos, posteriormente disseminando para a população em geral, encontrado 

em indivíduos que não foram internados e nem submetidos a procedimentos 

médicos invasivos como hemodiálise ou uso de catéter (Chambers 2001, 

Lopes 2005, Ribeiro et al. 2005, Bratu et al. 2006). 

Casos de infecções associadas a CA-MRSA (Staphylococcus aureus 

Meticilina Resistente Comunitário) são relatados em vários países como 

Estados Unidos, França, Espanha, Suíça, Bélgica, Taiwan, Nova Zelândia e na 

Austrália (Rubio et al.1999, Vandernesch et al. 2003, Liassine et al. 2004, 

Milklasevics et al. 2004, Chen et al. 2005, Denis et al. 2006).  

Antes do conhecimento sobre as características genotípicas dos MRSA 

algumas infecções causadas por HA-MRSA foram equivocadamente 

classificadas como associadas aos CA-MRSA (Eady & Cove 2003). Diferenças 

encontradas nas manifestações clínicas características das infecções bem 

como o padrão de resistência aos antimicrobianos entre as cepas de CA-MRSA 

e HA-MRSA, demonstram a importância em distinguir entre infecções causadas 

por MRSA circulantes na comunidade e não encontradas nos hospitais, e 

infecções iniciadas na comunidade de origem hospitalar. Desta maneira, o 

estudo da epidemiologia e das características genotípicas e fenotípicas das 

cepas de MRSA devem ser exaustivamente estudadas para sua correta 

identificação (Malkowshki et al. 2004, Ribeiro et al. 2005, Nimmo et al. 2006). 

As infecções causadas por CA-MRSA podem estar associadas a 

indivíduos saudáveis como, por exemplo, pessoas que se alimentam bem, 

praticam exercícios físicos, nunca foram internados e não possuem nenhuma 

doença de base, constatando assim, que as cepas de origem comunitária pode 

não ter relação com os serviços de saúde, afetando indivíduos saudáveis da 

comunidade (Lindenmayer et al. 1998, Eady & Cove 2003).  
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Alguns relatos da literatura apontam variações em algumas cepas de 

CA-MRSA dependendo da região geográfica de sua localização, sendo 

epidemiologicamente diferentes das cepas disseminadas em hospitais de 

diversos países (Vandernesch et al. 2003).  

CA-MRSA causam com freqüência infecções envolvendo pele e tecidos 

moles, como celulite e abscessos, mas podem causar doenças invasivas como 

bacteremias, endocardites, osteomelites e pneumonias já foram descritas. 

Surtos de infecções hospitalares por cepas comunitárias também já foram 

relatados (Herold et al. 1998, Domingues. 2004).  

Existêm algumas diferenças entre as cepas de HA-MRSA e CA-MRSA, 

das principais diferenças podemos destacar as manifestações clínicas, em sua 

maioria estão associadas à infecções que acometêm a pele, o trato respiratório 

e a corrente sangüínea. Outra característica extremamente importante é o perfil 

de resistência a antimicrobianos, pois, os HA-MRSA se caracterizam por 

multirresistência aos antimicrobianos, e as cepas CA-MRSA demonstram uma 

sensibilidade entre 85% e 100% a antimicrobianos, como clindamicina, 

gentamicina, ciprofloxacina, sulfametaxazol/trimetoprim e vancomicina, 

mostrando-se resistente apenas à oxacilina e a outros beta-lactâmicos (Lopes 

2005, Ribeiro et al. 2005). 

No entanto podem ser identificados dois tipos de MRSA isolados na 

comunidade, o multirresistente e o não-multirresistente. O primeiro parece ter 

sido disseminado a partir das instituições de saúde por clientes ou profissionais 

da área para os contactantes mais próximos, enquanto o último têm sido 

isolado de indivíduos sem fatores de risco predisponentes, sendo considerados 

os CA-MRSA verdadeiros (Salgado et al. 2003). 

Pesquisadores em todo o mundo têm relatado que os CA-MRSA 

possuem características singulares que os diferenciam dos MRSA nosocomiais. 

Baseados em variações da região regulatória do mecA nos SSCmecc, nos tipos 

de recombinases do cassete cromossomal (genes ccr) e nos determinantes de 

resistência adquiridos devido à integração de plasmídios e transposons, eles 

constataram que os CA-MRSA estão associados a um tipo de SSCmec, não 

detectado no ambiente hospitalar, o SSCmec tipo IV (Lopes. 2005, Ribeiro et al. 

2005, Kuehnert et al. 2006). 
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Entre os cinco tipos de SCCmec (I, II, III, IV e V), somente os tipos I, II e 

III são encontrados em cepas HA-MRSA, enquanto que os tipos IV e V podem 

ser observados em cepas CA-MRSA, nas quais o tipo IV é menor e, 

provavelmente, facilita a perda dos genes de resistência a diversos antibióticos, 

conservando-a para beta-lactâmicos. Outra característica importante do CA-

MRSA é a presença dos genes lukF-PV e lukS-PV, que codificam a PVL, uma 

toxina capaz de induzir a destruição de leucócitos humanos e causar dano 

tecidual, sendo considerada um fator de virulência associado a infecções de 

pele e pneumonias (Lopes 2005, Ribeiro et al. 2005, Larcombe et al. 2007). 

Outros estudos realizados levantaram a hipótese de que o fato das 

cepas CA-MRSA possuírem a ilha SCCmec tipo IV, a qual, por ter um tamanho 

menor que as ilhas encontradas nas cepas hospitalares (SCCmec tipo I-III), 

teria maior mobilidade e assim, maior facilidade de transferência entre diversas 

cepas de S. aureus  através de plasmídios e bacteriófagos (Daum et al. 2002).  

Portanto para que o diagnóstico das infecções por S. aureus possa ser 

classificada corretamente como CA-MRSA é necessário que a história médica 

pregressa do paciente seja observada, em conjunto com a avaliação das cepas 

isoladas, através de métodos moleculares.  

Ultimamente CA-MRSA estão sendo responsáveis também por 

infecções entre pacientes com história de risco para infecções nosocomiais, em 

indivíduos sob cuidados de serviços de saúde ou hospitalizados. 

Provavelmente, indivíduos com infecções graves necessitêm de tratamento por 

longo período de têmpo em hospitais, podem ser fonte de transmissão destes 

clones, fazendo com que se tornem endêmicos nos serviços de saúde 

(Gonzáles et al. 2006). 

O uso intensivo de antimicrobianos têm sido a principal causa da 

disseminação dos MRSA como patógenos hospitalares HA-MRSA e mais 

recentêmente como agentes de infecções comunitárias CA-MRSA. E 

importante que os profissionais de saúde estejam atentos à emergência de CA-

MRSA na comunidade uma vez que os beta-lactâmicos são amplamente 

utilizados no tratamento destas infecções para isso é necessário mudança 

drástica na prescrição de antimicrobianos nos casos suspeitos de infecção por 

S. aureus (Oliveira & De lencastre 2002a, Gonzáles et al. 2006). 
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1.6. Tratamento e Prevenção da Colonização Nosocomial e Institucional 

por MRSA 

MRSA tornou-se um micro-organismo nosocomial prevalente e apesar 

dos trabalhadores hospitalares serem considerados reservatório para este 

micro-organismo, e poderem albergá-lo por muitos meses, o mesmo é 

identificado com maior freqüência entre doentes. Nos hospitais, a maior forma 

de transmissão do MRSA é pelo contato com as mãos, especialmente pelas 

mãos dos profissionais da saúde, pelo contato com sítios infectados com 

materiais ou superfícies contaminadas com fluidos corporais contendo o micro-

organismo (Boyce et al. 1994). 

Nos grupos de alto risco, como os doentes em hemodiálise ou 

submetidos a cirurgia, o uso de agentes tópicos para eliminar a colonização por 

S. aureus mostrou-se eficaz na redução da incidência de infecções recorrentes. 

A mupirocina, é um agente anti-estafilocócico tópico que inibe a síntese de 

proteínas e RNA (ácido ribonucléico) elimina a colonização nasal dos 

portadores e pode reduzir a incidência de infecções de feridas pós-operatórias. 

Apesar do desenvolvimento de resistências à mupirocina ser limitado, o uso 

prolongado deste fármaco associou-se a resistências (Yu et al. 1986, Moy et al. 

1990, Reagan et al.1991,Wenzel & Perl 1995). 

O profissional da saúde portador de MRSA que está 

epidemiologicamente ligado à transmissão deve ser removido do contato direto 

com os clientes até que o tratamento do estado de portador esteja completado. 

Quando ocorre uma epidemia de MRSA, deve ser iniciado um estudo 

epidemiológico para identificar os fatores de risco de aquisição do MRSA na 

instituição. Os isolados clínicos devem ser submetidos a tipagem das cepas 

(CDC 1996)  

Os clientes colonizados ou infectados devem ser identificados 

rapidamente e instituídas precauções adequadas. Todos os profissionais da 

saúde devem ser instruídos acerca das atitudes apropriadas ao lidar com os 

doentes colonizados ou infectados. Um grande número de estudos 

identificaram fatores de risco para a colonização por MRSA entre indivíduos 

institucionalizados (CDC 1996). 

Muitas das medidas de controle usadas em hospitais não podem ser 

extrapoladas para as residências. Por exemplo, poucas instituições têm um 
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laboratório para rastreio dos residentes colonizados com patógenos resistentes 

aos antimicrobianos (Strausbaugh et al. 1992, Boyce et al. 1994). 

Outras medidas de controle são apenas necessárias no contexto de uma 

epidemia gerada por infecções cruzadas institucionais. Algumas medidas, 

como a descolonização, mantêm muitas controversas. De fato, as grandes 

taxas de aquisição de resistência referente ao uso de rifampicina ou 

mupirocina, assim como a emergência de resistências, sugerem que a 

descolonização deve ser limitada a situações especificas. Mesmo que 

aparentêmente eficaz, a descolonização geralmente é têmporária podendo 

ocasionar em recolonização em dias ou semanas após o tratamento 

(Strausbaugh et al. 1992, Kauffman et al 1993).  

1.7. Impacto do Cloreto de Sódio e da Oxacilina sobre a Parede Bacteriana  

A parede celular de S. aureus mostra características típicas de bactérias 

Gram-positivas. A observação sob o microscópio eletrônico revela uma 

estrutura homogênea relativamente espessa medindo (cerca de 20 a 40nm) A 

estrutura química da parede de S. aureus têm como principal componente, o 

peptideoglicano. Este heteropolímero consiste de um dissacarídeo formado por 

camadas alternadas de N-acetilglicosamina e N-acetilmurâmico (Giesbrecht et 

al. 1998). 

Além dessas macromoléculas encontramos proteínas e ácidos teicóicos. 

A oxacilina sendo um beta-lactâmico têm como alvo a parede celular, 

impedindo a união das cadeias peptídicas e a ação das transpeptidases 

(Trabulsi et al. 1999, Murray et al. 2006). 

Petersson et al. (1999) realizaram experimentos com Cloreto de Sódio e 

oxacilina para determinar se estes compostos poderiam alterar a composição 

muropeptídica da parede, e observaram que os compostos muropeptídicos se 

desenvolvem mais lentamente e que houve um aumento no potencial autolítico 

das células de MRSA.  

Outros trabalhos demonstraram, no entanto que a oxacilina parece não 

inibir a síntese do peptidioglicano septal nos MRSA, mas promove um 

crescimento mais lento destes micro-organismos (Wilkinson & Nadakavukaren 

1983). 



19  

Ana Cláudia Alves de Oliveira- Dissertação de Mestrado – IPTSP/UFG – 2010   

Vijaranakul et al (1995) utilizaram  Cloreto de Sódio e oxacilina no cultivo 

de MRSA,  concluindo que a parede celular apresentou alteração quando 

comparada com os isolados cultivados na ausência de Cloreto de Sódio e 

oxacilina. Os aparentes efeitos deletérios da combinação Cloreto de Sódio e 

oxacilina no desenvolvimento de cepas meticilina-resistentes podem ser 

explicadas pelo efeito estimulatório do Cloreto de Sódio e da oxacilina no 

enfraquecimento das ligações cruzadas do peptidioglicano durante o 

crescimento celular. Entretanto, os estudos não avaliaram a interferência do 

Cloreto de Sódio e oxacilina na morfometria de MRSA. 
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo Geral 

Avaliar a interferência do Cloreto de Sódio e da oxacilina na morfologia de 

Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA), isolados da saliva de 

profissionais da área da saúde.  

2.2. Objetivos Específicos 

 

Avaliar a resistência à oxacilina em S. aureus pelo teste do ágar triagem 

oxacilina;  

 

Verificar o perfil de suscetibilidade de S. aureus à oxacilina pelo método de 

disco difusão;  

 

Determinar a concentração inibitória mínima de S. aureus resistentes à 

oxacilina pela técnica do Etest®;   

Detectar o gene mecA pela técnica de PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase);  

 

Verificar as alterações morfológicas nos MRSA pela análise morfométrica 

computadorizada. 
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3. Metodologia
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3.1. Amostras de Staphylococcus aureus  

As 20 amostras de Staphylococcus aureus avaliadas neste estudo foram 

provenientes da Bacterioteca do Laboratório de Bacteriologia Médica do 

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de 

Goiás (LBM/IPTSP/UFG). Estas amostras foram isoladas da saliva de 

profissionais de saúde oriundos de instituições hospitalares do Estado de São 

Paulo. A coleta da saliva dos profissionais participantes foi realizada sob a 

coordenação da Profª. Drª. Elucir Gir da Escola de Enfermagem de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo (EE/USP – Ribeirão Preto) em parceria 

com o LBM/IPTSP/UFG.  

3.2. Análise Microbiológica de Staphylococcus aureus  

As amostras provenientes da Bacterioteca do LBM/IPTSP/UFG estavam 

armazenadas em eppendorfs contendo caldo triptic soy e glicerol a 20%, os 

quais se encontravam a uma têmperatura de -20ºC. Estas bactérias foram 

reisoladas e reidentifadas no intuito de garantir a pureza das colônias. 

Os isolados foram inicialmente descongelados, semeados em caldo 

triptic soy e incubados a 35ºC por 24 – 48 horas. Em seguida, as culturas foram 

semeadas em meio seletivo, ágar manitol salgado, e incubadas a 35ºC por 48 

horas. As colônias típicas de S. aureus foram submetidas à coloração de Gram 

e então reidentificadas com base nas seguintes provas: detecção da catalase, 

da coagulase, da DNase e da lecitinase (Koneman et. al 2008). Cepas padrão 

da American Type Culture Collection (ATCC) foram empregadas quando da 

realização das identificações (Staphylococcus aureus ATCC 25923), para 

comprovação dos testes.  

3.2.1. Coloração de Gram 

A partir das culturas acima foram preparados esfregaços, os quais, após 

fixados, foram cobertos com solução aquosa de cristal violeta por 1 minuto. Em 

seguida, as lâminas foram lavadas em água corrente e cobertas com lugol por 

1 minuto. Após nova lavagem em água corrente, os esfregaços foram 

descorados com álcool/acetona, sendo então lavados em água corrente. A 



24  

Ana Cláudia Alves de Oliveira- Dissertação de Mestrado – IPTSP/UFG – 2010   

contra-coloração foi realizada com uma solução aquosa de fucsina por 30 

segundos. Em seguida, a lâmina foi lavada com água e deixada ao ar para 

secar.  

3.2.2. Prova de Detecção da Catalase 

Esta prova é empregada para diferenciar os membros da família 

Streptococcaceae e Micrococcaceae. Com o auxílio de uma agulha parte do 

centro de uma colônia foi transferido para uma lâmina limpa contendo peróxido 

de hidrogênio a 3%. A prova foi considerada positiva para estafilococos após a 

produção de bolhas de gás ou efervescência, resultantes da dissociação do 

peróxido de hidrogênio em água e oxigênio.  

3.2.3. Prova de Detecção da Coagulase 

A prova da coagulase é o procedimento de referência para identificação 

de S. aureus. Com uma alça de platina, um inóculo foi transferido para um tubo 

de ensaio contendo plasma de coelho diluído a 1:5 em solução salina Os tubos 

foram incubados a 35ºC. A leitura foi realizada após 2, 4, 18 e 24 horas para 

observar a formação de coágulo ou presença de fibrina.  

3.2.4. Prova de Detecção da Lecitinase 

Esta prova consiste na verificação da produção de lecitinase pelo micro-

organismo. As colônias de estafilococos foram semeadas em ágar Naito 

contendo gema de ovo. Os isolados foram incubados a 35ºC por 24 horas. A 

formação de uma zona de precipitado no meio circunvizinho às colônias. 

indicou a positividade da prova.  

3.2.5. Prova de Detecção da DNase 

Algumas cepas de S. aureus podem produzir reações duvidosas ou 

fracas em tubo e raros isolados podem ser coagulase-negativos, nessas 

condições, é útil realizar a prova da DNase considerando que S. aureus são 

produtores desta enzima. 

As colônias de estafilococos foram inoculadas em meio contendo DNA 

(DNase test Agar – Merck) e o corante metacromático azul-de-toluidina e após 

24 horas de incubação a 35ºC, foi realizada a leitura. O desenvolvimento de 
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uma coloração rósea ao redor das colônias, indica hidrólise do DNA, ou seja, 

estafilococos produtores de DNase.  

4. Detecção Fenotípica da Resistência à Oxacilina em Staphylococcus 

aureus   

4.1. Teste de Triagem em Ágar Oxacilina 

Esta triagem foi executada em ágar Mueller Hinton suplementado com 

4% de Cloreto de Sódio e 6µg/mL de oxacilina. O inóculo bacteriano foi 

preparado a partir de uma cultura de 24 horas em solução salina com turbidez 

equivalente a metade da escala 1 de McFarland e semeado em meio de 

cultura. O desenvolvimento de uma colônia foi considerado teste positivo 

(CLSI 2007).   

4.2. Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana pelo Método de Disco-

Difusão 

As amostras bacterianas foram inoculadas em solução salina (0,85%) 

com turbidez correspondente a metade da escala 1 de MacFarland e 

semeadas com o auxílio de um swab esterilizado em ágar Mueller Hinton 

suplementado com 2% de Cloreto de Sódio. Os discos cefoxitina 30µg e 

oxacilina 1µg (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) foram depositados na superfície 

do meio inoculado. O controle de qualidade foi realizado com cepa ATCC de 

Staphylococcus aureus 25923. A leitura dos halos de inibição foi realizada 

segundo os critérios do CLSI (2007).  

4.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima pelo Método do 

Etest® 

Os isolados de S. aureus que se mostraram resistentes à oxacilina no 

teste de triagem e no teste de suscetibilidade antimicrobiana foram submetidos 

à técnica do Etest® para determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM). Os micro-organismos foram cultivados em ágar sangue (5% de sangue 

de carneiro) e incubados à 35oC por 24 horas. Após cultivo, um inóculo foi 
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preparado em caldo Mueller-Hinton para obtenção de uma concentração de 1,5 

x 108 ufc/mL e inoculado em ágar Mueller-Hinton (CLSI 2007).  

Tiras de Etest® contendo oxacilina foram depositadas sobre a superfície 

do ágar e incubadas a 35oC por 24 horas. A leitura foi realizada de acordo com 

instruções do fabricante. Os resultados foram interpretados segundo 

documento do CLSI (2007).  

5. Detecção do Gene mecA pela reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

As amostras de S.aureus resistentes à oxacilina e confirmadas pelos 

Etest® foram semeadas em caldo Tripticase soy broth (TSB) e incubadas por 24 

horas a 37ºC. A seguir 1,5 mL da cultura bacteriana foi centrifugada por 5 

minutos a 6000 rpm – 10oC.  O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 

mais 1,5mL da cultura para repetição da centrifugação. O sedimento foi 

ressuspenso em 400 L de tampão TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, pH8,0) 

contendo 12 µl de lisozima (1 mg/mL) e incubado por 1 hora a 37oC.  

Em seguida, adicionou-se ao sistêma de digestão 70 L de SDS 10% e 12 

L de proteinase K (10 g/Ml), e incubada a 56oC por 10 minutos. Após 

incubação, foi adicionado 100 L de Cloreto de Sódio a 5M seguidos de 80 L 

de solução CTAB/Cloreto de Sódio (10%CTAB, 0,73M Cloreto de Sódio),  

seguida por incubação de 10 minutos a 65oC. A seguir adicionou-se um volume 

igual de clorofórmio/álcool isoamílico (24:1, v/v) e agitou-se por 30 segundos, 

centrifugação por 5 minutos a 12,000 g. O sobrenadante foi precipitado pela 

adição de 400µl de isopropanol que foi incubado a -20oC por 30 minutos. O 

ácido nucléico foi obtido por meio da centrifugação a 12,000g por 20 minutos, a 

seguir foi lavado com 1 mL de etanol a 70% gelado que foi desprezado 

posteriormente. Após secagem o pellet foi ressuspenso em 50µl de água Mili Q.  

A presença do gene mecA foi detectada pela técnica de PCR, utilizando 

os primers mecAF 5’-TGGCTATCGTGTCACAATCG-3’ e mecAR 5’-

CTGGAACTTGTTGAGCAGAG-3’. A reação de amplificação foi realizada em 

um volume de 25 µL usando 1,25 unidades da enzima Taq DNA polimerase 

(ABGene, Surrey, United Kingdom) em tampão de reação 1x fornecido pelo 

fabricante, 1,5 mM de MgCl2, 0,5 mM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 1 µL 

da suspensão celular em água deionizada. Os parâmetros de ciclagem foram 
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95oC por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95oC por um minuto, anelamento a 

50oC por um minuto, extensão a 72oC por um minuto e extensão final com 5 

minutos de incubação a 72°C. Após a amplificação, o produto da PCR (8µl) foi 

analisado em gel de agarose (0,8%), e detectado após coloração com brometo 

de etídio.  

6. Avaliação das Alterações Morfológicas nos MRSA 

Para avaliar a interferência do Cloreto de Sódio e da oxacilina na 

morfologia de MRSA, os isolados foram previamente cultivados em diferentes 

concentrações de cloreto de sódio e oxacilina. As amostras foram cultivadas 

em ágar triptic soy contendo doze diferentes concentrações do sal e do 

antibiótico (Tabela 1) e incubadas a 35ºC por até 72 horas.  

Em seguida, foram confeccionadas lâminas a partir das colônias que se 

desenvolveram nos doze diferentes meios trabalhados. Parte da colônia em 

estudo foi transferida para uma lâmina previamente identificada, limpa, seca e 

contendo solução salina. O esfregaço foi realizado em movimentos circulares, 

fixados em chama direta e submetidos à coloração de Gram (Koneman et al. 

2008). 
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Tabela 1. Meios de cultura com diferentes concentrações de Oxacilina e 

Cloreto de Sódio  

6.1. Análise Morfométrica 

A análise morfométrica microscópica possibilita mensurar as estruturas 

de forma objetiva e precisa, permitindo ainda relacionar diferentes estruturas 

com suas funções. A análise microscópica foi precedida pela calibragem das 

medidas no equipamento, através da utilização de uma lâmina micrometrada 

(0,01mm). Esta técnica foi realizada por meio de microscopia 

computadorizada, empregando o software Image J 1.38 (HIH – USA).  

A lâmina contendo o material corado pelo Gram foi analisada em uma 

amplificação de 1.000 vezes, e 30 campos foram fotografados por meio de 

uma máquina fotográfica (SONY S85) acoplada ao microscópio (Axiostar – 

ZEISS). As imagens foram capturadas e analisadas através da morfometria 

interativa, que consiste na participação direta do pesquisador contornado as 

estruturas a serem medidas. O cálculo do tamanho da amostra foi realizado   

Oxa Cloreto de Sódio 

Meio 1 2µg/mL 2% 

Meio 2 2µg/mL 4% 

Meio 3 2µg/mL 6% 

Meio 4 2µg/mL 7,5% 

Meio 5 4µg/mL 2% 

Meio 6 4µg/mL 4% 

Meio 7 4µg/mL 6% 

Meio 8 4µg/mL 7,5% 

Meio 9 6µg/mL 2% 

Meio 10 6µg/mL 4% 

Meio 11 6µg/mL 6% 

Meio 12 6µg/mL 7,5% 
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pelo método proposto por Williams, (1977). O Software de morfometria (Image 

J) emite resultados da mediana, desvio padrão, valor mínimo e máximo dos 

valores da área e diâmetro das estruturas. As análises morfometricas foram 

realizadas em colaboração com o Prof. Dr. Ruy de Souza Lino Júnior 

(Laboratório de Patologia Experimental).  

7. Processamento e Análise de Dados 

Para a análise estatística foi inicialmente elaborada uma planilha, 

através do programa Sigma Stat, versão 2.03. As variáveis foram submetidas 

ao teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se a distribuição era normal e 

homogênea. As diferenças entre os grupos foram comparadas usando o teste 

não paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes.  
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8. Resultados
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De uma coleção de 350 S.aureus isolados da saliva de profissionais da 

saúde e armazenados na Bacterioteca do LBM/IPTSP/UFG, foram 

selecionados as amostras para a analise morfometrica considerando a 

resistência a oxacilina, teste previamente realizado. Os isolados foram 

reidentificados e todos apresentaram testes positivos para a produção de 

catalase, coagulase, DNase e lecitinase.  

Para a determinação da resistência à oxacilina, as amostras foram 

submetidas ao teste de triagem em ágar oxacilina, ao antibiograma pelo 

método de disco-difusão e a determinação da concentração inibitória mínima 

(CIM) pela técnica do Etest®. Todos os S. aureus que apresentaram 

resistência à oxacilina foram então avaliados quanto a presença do gene 

mecA.  

Após a caracterização fenotípica e genotípica, foram identificados 20 

MRSA. Estes foram então submetidos à avaliação morfológica das células, por 

meio da análise morfometrica computadorizada associada a testes estatísticos 

que avaliaram o impacto do Cloreto de Sódio e da oxacilina sobre a morfologia 

bacteriana. 

8.1. Teste de Triagem em Ágar Oxacilina 

Todos os 20 MRSA desenvolveram no ágar triagem oxacilina contendo 

4% de Cloreto de Sódio e 6µg/ml de oxacilina.   

8.2. Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana  

Os resultados dos testes de suscetibilidade evidenciaram que os 20 

MRSA exibiram resistência a cefoxitina e a oxacilina.   

8.3. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) pela Técnica 

do Etest® 

Os resultados da CIM estão apresentados na Tabela 2. As CIM variaram 

de 0,064 µg/mL a >256 µg/mL, sendo que 10/20 (50%) dos MRSA 

apresentaram uma CIM para a oxacilina >256 µg/mL.  
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Legenda: CIM (Concentração inibitória mínima)   

8.4.Detecção do Gene mecA  

A presença do gene mecA foi observada em todos dos MRSA (Tabela 2) 

e Figura 1.   

Isolados Etest® 
(MIC µg/mL)

 
Gene mecA 

MRSA1 >256 + 

MRSA2 >256 + 

MRSA3 >256 + 

MRSA4 >256 + 

MRSA5 >256 + 

MRSA6 >256 + 

MRSA7 >256 + 

MRSA8 >256 + 

MRSA9 >256 + 

MRSA10 0,25 + 

MRSA11 0,25 + 

MRSA12 0,064 + 

MRSA13 0,064 + 

MRSA14 >256 + 

MRSA15 48 + 

MRSA16 0,125 + 

MRSA17 1,0 + 

MRSA18 0,5 + 

MRSA19 1,0 + 

MRSA20 24 + 

Tabela 2. Concentração inibitória mínima (CIM) e presença 

de gene mecA nos MRSA 
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Figura 1: Eletroforese em gel de agarose 1% do gene mecA dos MRSA. (1) 

Marcador de peso molecular (2) Controle positivo (3) Controle negativo (4 - 13) 

S. aureus (14) Marcador de peso molecular (15) Controle positivo para o gene 

mecA (16 - 25) S. aureus.    

8.5. Análise Microscópica e Morfométrica   

Os 20 isolados de MRSA foram submetidos à análise morfometrica 

computadorizada associada a testes estatísticos, que avaliaram o impacto do 

Cloreto de Sódio e da oxacilina sobre a parede bacteriana. Foram 

confeccionadas 1.260 lâminas, posteriormente submetidas a avaliação das 

medidas de área e diâmetro das células bacterianas, totalizando em 75.630 

medidas.  

A análise microscópica dos isolados foi realizada por meio da 

visualização microscópica, utilizando-se objetiva de 100x, por onde foram 

observados cocos em formato de cachos irregulares semelhantes a cachos de 

uva como demonstrado nas figuras abaixo: 
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Figura 2. Lâmina do cultivo da cepa padrão de S. aureus (25923) corado pelo 

Gram.    

Figura 3 Lâmina do cultivo da cepa padrão de MRSA em 2µg de oxacilina e 

diferentes concentrações de Cloreto de Sódio, corado pelo Gram. A - Cultivo 

em 2µg/2%; B - 2µg/4% e C - 2µg/6% D - 2µg/7,5%. OBJ.100x.  

A 

D C 

B 
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Figura 4. Lâmina do cultivo da cepa padrão de MRSA em 4µg de oxacilina e 

diferentes concentrações de Cloreto de Sódio, corado pelo Gram. A - Cultivo 

em 4µg/2%; B - 4µg/4% e C - 4µg/6% D - 4µg/7,5%. OBJ.100x.  

A

 

D

 

C

 

B
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Figura 5. Lâmina do cultivo da cepa padrão de MRSA em 6µg de oxacilina e 

diferentes concentrações de Cloreto de Sódio, corado pelo Gram. A - Cultivo 

em 6µg/2%; B - 6µg/4% e C - 6µg/6% D - 6µg/7,5%. OBJ.100x.  

A 

D C 

B 
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Figura 6. Lâmina do cultivo de MRSA em 2µg de oxacilina e diferentes 
concentrações de Cloreto de Sódio, corado pelo Gram. A - Cultivo em 
2µg/2%; B - 2µg/4% e C - 2µg/6% D - 2µg/7,5%. OBJ.100x.    

A 

D C 

B 
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Figura 7. Lâmina do cultivo de MRSA em 4µg de oxacilina e diferentes 
concentrações de Cloreto de Sódio, corado pelo Gram. A - Cultivo em 4µg/2%; 
B - 4µg/4% e C - 4µg/6% D - 4µg/7,5%. OBJ.100x.   

A 

C D 

B 
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Figura 8. Lâmina do cultivo de MRSA em 6µg de oxacilina e diferentes 
concentrações de Cloreto de Sódio, corado pelo Gram. A - Cultivo em 6µg/2%; 
B - 6µg/4% e C - 6µg/6% D - 6µg/7,5%. OBJ.100x.   

Das 20 amostras de MRSA estudadas, foram comparadas as áreas e os 

diâmetros das células, submetidas a concentrações de 2µg, 4µg e 6µg de 

oxacilina e simultaneamente 2%, 4%, 6% e 7,5% de Cloreto de Sódio, e 

verificou não haver diferença estatisticamente significativa (Figuras 9 e 10) 

(Tabelas 2 e 3). 

A 

D C 

B 
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Figura 9. Área Celular de Staphylococcus aureus meticilina resistentes 

submetidos a diferentes concentrações de oxacilina e Cloreto de Sódio            

Figura 10. Diâmetro de Staphylococcus aureus meticilina resistentes 

submetidos a diferentes concentrações de oxacilina e Cloreto de Sódio 
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Tabela 3. Mediana e valores máximo e mínimo encontrado na medida das áreas das 
células de S. aureus cultivadas em diferentes concentrações de Cloreto de Sódio e 
oxacilina   

Legenda: MED (Mediana) max (máximo) min (mínimo) p<0,05.      

Tabela 4. Mediana e  valores máximo e mínimo encontrado na medida dos diâmetros 
das células de S.aureus cultivadas em diferentes concentrações de Cloreto de Sódio 
e oxacilina  

Cloreto de 
Sódio 

2%  4% 6% 7,5% 

Oxa

 

MED(max-min)  MED(max-min) MED(max-min) MED(max-min) 

2µg

 

0,61(1,08-0,47)  0,58(1,07-0,50) 0,61(1,12-0,52) 0,74(1,03-0,54) 

4µg

 

0,60(1,11-0,54)  0,59(1,25-0,50) 0,62(1,12-0,50) 0,58(1,10-0,52) 

6µg

 

0,60(1,18-0,47)  0,60(0,99-0,49) 0,63(1,13-0,50) 0,63(1,03-0,44) 

Legenda: MED (Mediana) max (máximo) min (mínimo) p<0,05.      

Cloreto de 
Sódio 

2%  4% 6% 7,5% 

Oxa

 

MED (max-min) MED(max-min) MED(max-min) MED(max-min) 

2µg

 

0,67(1,002-0,33)  0,63(1,01-0,39) 0,66(1,14-0,43) 0,69(1,038-0,38) 

4µg

 

0,65(1,51-0,36)  0,64(2,01-0,33) 0,65(1,57-0,35) 0,63(1,51-0,34) 

6µg

 

0,66(1,17-0,31)  0,67(1,13-0,32) 0,75(1,07-0,30) 0,66(1,21-0,32) 
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9. Discussão
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A colonização dos profissionais da área da saúde por S. aureus 

resistentes é uma realidade, constituindo-se em fonte potencial de infecção 

nosocomial, podendo ter impacto na saúde dos clientes, familiares e do próprio 

profissional. Neste trabalho, foram analisados 350 S. aureus isolados da saliva 

de profissionais da saúde e mantidos na bacterioteca do LBM/IPTSP/UFG (Cruz 

2008; Carvalho et al. 2009). Dentre os isolados, 20 (5,7%) foram identificados 

como MRSA. Estas amostras apresentaram perfil uniforme em relação aos 

testes feno-genotípicos realizados: provas da catalase, coagulase, DNase, 

lecitinase, teste de triagem em ágar oxacilina, teste de suscetibilidade 

antimicrobiana pelo método de disco-difusão, determinação da concentração 

inibitória mínima pelo método do Etest® e detecção do gene mecA pela reação 

em cadeia da polimerase (PCR). 

Carvalho et al. (2009) isolaram MRSA da saliva de profissionais da 

saúde, observaram resistência a oxacilina em 4,1% (14/340) dos S. aureus 

isolados. Palos (2006) analisaram 804 amostras de saliva, das quais foram 

isolados 404 S. aureus, sendo que 9,7% (26/268) dos S. aureus apresentaram 

resistencia a oxacilina. Estes resultados mostraram-se compatíveis com o 

espectro de variação de isolamento de MRSA da saliva de profissionais da 

saúde (4,1-9,7%).  

A identificação dos MRSA usando métodos convencionais é complexa e 

alguns isolados são difíceis de classificar, podendo apresentar perfil de 

suscetibilidade à oxacilina variável de acordo com a metodologia empregada. 

Diferentes variáveis também podem interferir nos métodos laboratoriais para 

detecção de MRSA, tais como: têmperatura, período de incubação, densidade 

do inóculo e concentração de Cloreto de Sódio utilizada no meio. Por esta 

razão, a caracterização morfológica dos MRSA é de importância para a sua 

melhor identificação (Echaniz et al. 2006).  

Diferentes métodos têm sido propostos para a detecção de MRSA. 

Dentre estes, o cultivo do micro-organismo em ágar Müeller Hinton contendo 

4% de Cloreto de Sódio e 6 µg/mL de oxacilina (CLSI 2007). As 20 amostras de 

MRSA foram avaliadas quanto a possíveis alterações na morfologia celular 

decorrentes do cultivo em meios contendo diferentes concentrações de Cloreto 

de Sódio e oxacilina.  
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As alterações morfológicas foram analisadas por meio da morfometria 

computadorizada e as células analisadas não apresentaram alterações na 

morfologia e no desenvolvimento nos diferentes meios empregados. 

Morfologicamente, as células analisadas obtiveram uma variação de 0,58 a 

0,75µm de diâmetro, demonstrando estar dentro da média encontrada na 

literatura, 0,5 a 1,5µm de diâmetro (Murray et al. 2006).  

O desenvolvimento celular dos MRSA cultivados em diferentes 

concentrações de Cloreto de Sódio (2, 4, 6 e 7,5%) e oxacilina (2, 4 e 6µg) foi 

satisfatório, demonstrando que concentrações de até 7,5% de Cloreto de Sódio 

e 6µg de oxacilina não interferem no crescimento e na morfologia dos MRSA. 

Raju et al. (2007) fazendo uso da uma metodologia semelhante à realizada 

neste estudo, também observou crescimento significativo de MRSA em 

concentrações de 2 a 50 µg de oxacilina. 

Outros estudos, porém, apresentam resultados diferentes. Madiraju et al. 

(1987) analisaram o desenvolvimento de cepas de MRSA cultivadas em 

concentração de 10µg de oxacilina e 5% de Cloreto de Sódio e verificaram que 

o Cloreto de Sódio retardou o desenvolvimento celular das amostras de MRSA 

em análise. 

Jones et al. (1997) analisaram o desenvolvimento de cepas epidêmicas 

de MRSA a partir do cultivo em ágar contendo 0,5 a 12% de Cloreto de Sódio e 

caldo com até 10% de Cloreto de Sódio. Foi observada uma completa inibição 

do desenvolvimento microbiano entre 7 e 10% de Cloreto de Sódio e inibição 

parcial quando cultivados em 5%. Petersson et al. (1999) ao avaliarem a 

interferência de diferentes concentrações de Cloreto de Sódio e oxacilina na 

produção de beta-lactamase, observaram que a concentração de 5% de 

Cloreto de Sódio provocava a inibição do ácido teicóico e autólise celular.  

Neste estudo, verificamos que as diferentes concentrações de Cloreto 

de Sódio e oxacilina não interferiram na morfologia celular dos MRSA 

avaliados. Porém, Wilkinson & Nadakavukaren (1983) e Vijaranakul et al. 

(1995) detectaram a presença de alterações morfológicas nas células de 

MRSA, quando submetidas ao cultivo na presença de Cloreto de Sódio e 

oxacilina. Segundo estes autores, as células estressadas pelo Cloreto de Sódio 

têm uma ponte interpeptídica mais curta e mais frouxa do que as células não 



45  

Ana Cláudia Alves de Oliveira- Dissertação de Mestrado – IPTSP/UFG – 2010   

estressadas, desestruturando, assim, o peptídeoglicano podendo ocorrer uma 

alteração morfológica nas células.  

A escassez de estudos existentes sobre o comportamento morfológico 

de MRSA, quando cultivados em concentrações variadas de Cloreto de Sódio e 

oxacilina, dificultou a comparação dos nossos resultados com outros trabalhos 

realizados.                            
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10. Conclusões
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MRSA avaliados apresentaram perfil uniforme em relação aos testes feno-

genotípicos realizados: ágar triagem oxacilina, perfil de suscetibilidade à 

oxacilina pelo método de disco difusão, determinação da concentração 

inibitória mínima pela técnica do Etest® e detecção do gene mecA pela da 

técnica de PCR.  

Não foram observadas alterações quanto ao aspecto morfológico nos MRSA 

em relação as diferentes concentrações de Cloreto de Sódio (2, 4, 6 e 7,5%) e 

oxacilina (2,4 e 6 µg/mL) empregadas.  

O cultivo de MRSA nas diferentes concentrações de Cloreto de Sódio e 

oxacilina empregadas neste estudo não promoveram alterações morfológicas 

nas células que pudessem ser detectadas pela metodologia empregada.  
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Apêndice 1. Representa a mediana e os valores máximo e mínimo das áreas  

NaCl  2% 4% 6% 7,5% 

Oxa MED (max-min)  MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min) 

2µg

  
0,33(0,53-0,20)

   
0,39(0,68-0,20)

 
0,43(0,63-0,21)

 
0,38(0,61-0,20)

 

Amostra1  4 µg

 

0,36(1,12-0,20)  0,33(0,59-0,20) 0,35(0,5-0,2) 0,34(0,59-0,21) 

6 µg

 

0,31(0,58-0,11)  0,32(0,72-0,15) 0,30(0,66-0,15) 0,32(0,67-0,11) 

2µg

 

1,08(1,98-0,531)  1,08(1,93-0,53) 1,11(1,98- 0,53) 1,17(1,97-0,51) 

Amostra 2 4 µg

 

1,12(1,93-0,59)  1,13(1,93-0,53) 1,07(1,98-0,51) 1,09(1,93-0,52) 

6 µg

 

1,17(1,95-0,39)  0,86(1,80-0,40) 1,05(1,93-0,53) 1,02(1,54-0,35) 

2µg

 

1,01(1,97-0,54)  1,06(2,14-0,60) 1,14(2,00-0,62) 0,99(2,94-0,58) 

Amostra 3 4 µg

 

1,51(2,66-0,67)  2,01(3,93-1,20) 1,57(3,0-0,78) 1,51(2,66-0,67) 

6 µg

 

0,91(3,30-0,32)  1,13(1,82-0,59) 1,07(2,12-0,60) 1,21(2,29-0,58) 

2µg

 

0,56(1,13-0,41)  0,57(1,18-0,45) 0,60(1,07-0,44) 0,63(1,51-0,40) 

Amostra 4 4 µg

 

0,56(1,93-0,54)  0,62(1,71-0,51) 0,57(1,72-0,52) 0,63(1,62-0,52) 

6 µg

 

0,64(1,51-0,47)  0,56(1,91-0,64) 0,60(2,02-0,46) 0,59(0,72-0,44) 

2µg

 

0,67(1,20-0,44)  0,61(0,99-0,43) 0,64(1,08-0,40) 0,60(1,06-0,41) 

Amostra 5 4 µg

 

0,67(1,14-0,41)  0,67(1,17-0,45) 0,68(1,17-0,40) 0,60(1,17-0,41) 

6 µg

 

0,65(1,00-0,42)  0,75(1,33-0,44) 0,79(1,38-0,49) 0,70(1,33-0,50) 

2µg

 

0,56(0,90-0,40)  0,57(0,84-0,40) 0,60(0,95-0,40) 0,63(0,92-0,40) 

Amostra 6 4 µg

 

0,56(0,88-0,40)  0,62(0,96-0,42) 0,57(0,89-0,40) 0,63(1,03-0,42) 

6 µg

 

0,64(1,05-0,40)  0,56(1,01-0,40) 0,60(0,97-0,407) 0,59(0,98-0,40) 

2µg

 

0,66(0,96-0,45)  0,58(0,86-0,41) 0,61(0,90-0,40) 0,59(0,95-0,40) 

Amostra 7 4 µg

 

0,59(0,85-0,40)  0,54(0,76-0,36) 0,57(0,85-0,428) 0,60(0,94-0,44) 

6 µg

 

0,71(1,01-0,44)  0,63(0,54-0,41) 0,62(0,96-0,40) 0,65(1,01-0,41) 
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NaCl  2% 4% 6% 7,5% 

Oxa MED (max-min)  MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min) 

2µg

 
0,97(1,76-0,53)  1,01(1,59-0,40) 0,98(1,87-0,468) 1,03(1,86-0,42) 

Amostra 8 4 µg

 

0,65(0,97-0,45)  0,64(0,91-0,43) 0,65(0,87-0,46) 0,63(0,82-0,42) 

6 µg

 

0,67(0,92-0,44)  0,72(0,97-0,49) 0,75(0,79-0,51) 0,69(0,94-0,45) 

2µg

 

0,813(1,46-0,3)  0,76(1,12-0,30) 0,89(1,19-0,30) 0,92(1,19-0,30) 

Amostra 9 4 µg

 

0,94(1,19-0,30)  0,75(1,13-0,33) 0,83(1,19-0,30) 0,87(1,2-0,3) 

6 µg

 

0,82(1,18-0,31)  0,93(1,19-0,3) 0,92(1,32-0,30) 0,86(1,2-0,30) 

2µg

 

0,65(0,92-0,40)  0,65(0,94-0,32) 0,66(0,87-0,41) 0,59(0,87-0,31) 

Amostra 10  4 
µg

 

0,66(0,89-0,36)  0,64(0,91-0,40) 0,63(0,87-0,31) 0,59(0,87-0,31) 

6 µg

 

0,67(0,97-0,48)  0,69(0,89-0,49) 0,69(0,85-0,46) 0,66(0,85-0,42) 

2µg

 

0,81(1,2-0,30)  1,01(1,79-0,37) 0,87(1,19-0,30) 0,83(1,19-0,32) 

Amostra 11  4 
µg

 

0,87(1,2-0,3)  0,91(1,2-0,34) 0,91(1,19-0,30) 0,82(1,2-0,301) 

6 µg

 

0,90(1,19-0,3)  0,87(0,78-0,3) 0,87(1,2-0,3) 0,91(1,18-0,30) 

2µg

 

0,62(0,87-0,34)  0,62(0,91-0,39) 0,66(0,97-0,36) 0,65(0,91-0,49) 

Amostra 12  4 
µg

 

0,66(0,87-0,45)  0,65(0,89-0,39) 0,70(0,90-0,48) 0,63(0,89-0,40) 

6 µg

 

0,60(0,90-0,37)  0,63(0,89-0,40) 0,63(0,87-0,33) 0,63(0,98-0,32) 

2µg

 

0,57(1,2-0,30)  0,60(1,2-0,3) 0,61(1,2-0,3) 0,62(1,18-0,3) 

Amostra 13 4 
µg

 

0,63(1,04-0,3)  0,54(0,99-0,30) 0,61(0,99-0,3) 0,54(0,99-0,30) 

6 µg

 

0,57(1,10-0,3)  0,60(0,98-0,30) 0,61(0,99-0,22) 0,66(1,18-0,3) 

2µg

 

0,83(1,46-0,42)  0,87(1,18-0,30) 0,84(1,18-0,31) 0,75(1,39-0,30) 

Amostra 14  4 
µg

 

0,91(1,19-0,30)  0,94(1,32-0,31) 0,82(1,89-0,11) 0,86(1,2-0,31) 

6 µg

 

0,81(1,19-0,30)  0,86(1,18-0,33) 0,94(1,19-0,30) 0,93(1,19-0,31)  
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Legenda: MED ( Mediana) max (maximo)  min ( mínimo)  p<0,05 

NaCl  2% 4% 6% 7,5% 

Oxa MED (max-min)  MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min) 

2µg

 
0,95(0,85-0,40)  0,51(0,68-0,4) 0,50(0,67-0,4) 0,59(0,98-0,4) 

Amostra 15  4 
µg

 

0,56(0,90-0,40)  0,57(0,84-0,40) 0,54(1,05-0,40) 0,60(0,98-0,40) 

6 µg

 

0,65(1,00-0,42)  0,67(1,01-0,49) 0,77(1,38-0,51) 0,70(1,33-0,50) 

2µg

 

0,56(0,99-0,30)  0,64(0,99-0,32) 0,56(0,99-0,30) 0,58(0,99-0,31) 

Amostra 16  4 
µg

 

0,56(0,96-0,31)  0,57(0,99-0,30) 0,60(0,99-0,31) 0,57(0,99-0,30) 

6 µg

 

0,60(0,98-0,23)  0,54(0,99-0,32) 0,58(0,98-0,30) 0,54(0,99-0,30) 

2µg

 

0,47(0,79-0,30)  0,54(0,83-0,29) 0,49(0,80-0,34) 1,03(1,49-0,43) 

Amostra 17  4 
µg

 

0,51(0,76-0,37)  0,56(0,77-0,42) 0,53(0,75-0,34) 0,57(0,72-0,38) 

6 µg

 

0,48(0,69-0,30)  0,52(0,79-0,34) 1,03(1,94-0,43) 0,52(0,72-0,35) 

2µg

 

0,59(0,85-0,39)  0,63(0,86-0,40) 0,67(0,96-0,40) 0,99(1,77-0,43) 

Amostra 18  4 
µg

 

0,61(0,91-0,43)  0,61(82-0,40) 0,54(0,81-0,38) 0,62(0,86-0,48) 

6 µg

 

0,66(0,95-0,45)  0,65(0,95-0,41) 1,03(1,68-0,51) 0,63(0,89-0,40) 

2µg

 

1,00(1,87-0,40)  0,79(1,28-0,3) 0,83(1,19-0,30) 0,89(1,19-0,30) 

Amostra 19  4 
µg

 

0,93(1,19-0,30)  0,81(1,19-0,30) 0,89(1,39-0,31) 0,82(1,84-0,3) 

6 µg

 

0,91(1,19-0,30)  0,78(1,19-0,30) 0,90(1,19-0,30) 0,94(1,18-0,3) 

2µg

 

0,85(1,34-0,13)  0,60(0,92-0,40) 0,66(0,98-0,12) 0,69(1,01-0,44) 

Amostra 20 4 
µg

 

0,61(0,87-0,41)  0,61(0,96-0,40) 0,65(1,01-0,41) 0,57(0,85-0,34) 

6 µg

 

0,59(0,94-0,42)  0,66(0,80-0,44) 0,72(1,07-0,37) 0,841(1,19-0,30) 

2µg

 

0,89(1,56-0,13)  0,78(1,09-0,41) 0,83(1,29-0,46) 0,76(1,6-0,10) 

Cepa Padrão  4 
µg

 

MRSA 

0,83(1,39-0,12)  1,04(1,45-0,21) 0,88(1,48-0,21) 0,82(1,63-0,11) 

6 µg

 

0,66(0,85-0,42)  0,69(0,89-0,48) 0,67(0,88-0,46) 0,65(0,92-0,50)  
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Apêndice 2. Representa a mediana e os valores máximo e mínimo dos diâmetros   

NaCl  2% 4% 6% 7,5% 

Oxa MED (max-min)  MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min) 

2µg

 

0,68(1,06-0,41)  0,77(1,19-0,41) 0,85(1,20-0,44) 0,74(1,1-0,33) 

Amostra1  4 µg

 

0,71(1,16-0,41)  0,72(1,11-0,42) 0,70(1,16-0,36) 0,69(1,19-0,36) 

6 µg

 

0,63(0,96-0,39)  0,66(1,16-0,42) 0,63(1,11-0,41) 0,65(1,19-0,30) 

2µg

 

1,08(1,99-0,51)  1,07(1,74-0,50) 1,12(1,93-0,52) 1,14(1,92-0,43) 

Amostra 2 4 µg

 

1,11(1,84-0,58)  1,11(1,97-0,62) 1,07(1,98-0,57) 1,10(1,99-0,51) 

6 µg

 

1,18(1,99-0,52)  0,94(1,70-0,60) 1,13(1,91-0,70) 1,03(1,49-0,11) 

2µg

 

0,83(1,76-0,61)  0,84(1,45-0,61) 0,95(1,39-0,65) 0,83(1,58-0,60) 

Amostra 3 4 µg

 

1,09(1,76-0,70)  1,25(2,08-0,92) 1,12(1,78-0,76) 1,09(1,76-0,70) 

6 µg

 

1,04(1,79-0,47)  0,99(1,45-0,25) 0,90(1,32-0,63) 1,00(1,52-1,00) 

2µg

 

0,52(0,90-0,52)  0,54(1,09-0,52) 0,54(0,98-0,50) 0,54(1,07-0,47) 

Amostra 4 4 µg

 

0,54(1,27-0,49)  0,54(1,27-0,52) 0,56(1,43-0,54) 0,58(1,25-0,56) 

6 µg

 

0,54(1,07-0,47)  0,49(1,18-0,69) 0,53(1,21-0,49) 0,52(0,99-0,40) 

2µg

 

0,61(0,99-0,43)  0,58(0,85-0,45) 0,61(1,05-0,41) 0,60(0,92-0,43) 

Amostra 5 4 µg

 

0,60(0,94-0,47)  0,61(0,89-0,47) 0,63(0,99-0,45) 0,58(0,94-0,41) 

6 µg

 

0,60(0,81-0,43)  0,67(1,01-0,49) 0,70(1,10-0,50) 0,63(0,98-0,45) 

2µg

 

0,52(0,74-0,40)  0,54(0,74-0,43) 0,54(0,69-0,43) 0,54(0,69-0,40) 

Amostra 6 4 µg

 

0,54(0,76-0,43)  0,54(0,70-0,43) 0,56(0,74-0,43) 0,58(0,81-0,45) 

6 µg

 

0,54(1,01-0,41)  0,49(0,76-0,40) 0,53(0,92-0,41) 0,56(0,90-0,41) 

2µg

 

0,56(0,70-0,41)  0,52(0,72-0,40) 0,52(0,70-0,41) 0,54(0,77-0,41) 

Amostra 7 4 µg

 

0,54(0,72-0,41)  0,50(0,67-0,40) 0,50(0,67-0,40) 0,52(0,67-0,40) 

6 µg

 

0,58(0,87-0,45-)  0,54(0,72-0,43) 0,54(0,72-0,36) 0,56(0,79-0,41)  
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NaCl  2% 4% 6% 7,5% 

Oxa MED (max-min)  MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min) 

2µg

 
0,95(1,69-0,47)  1,00(1,55-0,4) 1,01(1,39-0,49) 1,01(1,98-0,43) 

Amostra 8  4 µg

 

0,58(0,78-0,43)  0,54(0,70-0,41) 0,56(0,70-0,45) 0,56(0,70-0,47) 

6 µg

 

0,61(0,91-0,52)  0,60(0,79-0,49) 0,60(0,94-0,45) 0,60(0,83-0,45) 

2µg

 

0,82(1,45-0,31)  0,74(1,19-0,30) 0,90(1,19-0,3) 0,91(1,94-0,3) 

Amostra 9 4 µg

 

0,95(1,20-0,30)  0,73(1,18-0,36) 0,81(1,2-0,3) 0,89(1,19-0,31) 

6 µg

 

0,81(1,2-0,31)  0,93(1,19-0,3) 0,92(1,31-0,30) 0,84(1,2-0,3) 

2µg

 

0,60(0,82-0,41)  0,58(0,89-0,4) 0,60(0,84-0,402) 0,54(0,85-0,34) 

Amostra 10  4 
µg

 

0,62(0,82-0,36)  0,60(0,82-0,42) 0,60(0,83-0,34) 0,56(0,85-0,34) 

6 µg

 

0,58(0,74-0,45)  0,61(0,83-0,45) 0,62(0,81-0,40) 0,62(0,81-0,40) 

2µg

 

0,81(1,2-0,3)  1,00(1,2-0,31) 0,87(1,2-0,30) 0,85(1,12-0,31) 

Amostra 11  4 
µg

 

0,89(1,19-0,30)  0,91(1,2-0,31) 0,91(1,19-0,3) 0,82(1,2-0,30) 

6 µg

 

0,91(1,86-0,30)  0,87(1,19-0,31) 0,88(0,92-0,30) 0,92(1,47-0,30) 

2µg

 

0,58(0,82-0,38)  0,56(0,74-0,43) 0,58(0,82-0,4) 0,60(0,75-0,43) 

Amostra 12  4 
µg

 

0,58(0,80-0,44)  0,59(0,82-0,36) 0,63(0,84-0,42) 0,58(0,82-0,43) 

6 µg

 

0,54(0,76-0,38)  0,58(0,80-0,33) 0,55(0,72-0,38) 0,57(0,92-0,30) 

2µg

 

0,57(1,19-0,31)  0,61(1,19-0,30) 0,61(1,19-0,30) 0,64(1,19-0,30) 

Amostra 13 4 
µg

 

0,63(1,04-0,30)  0,55(1,00-0,31) 0,62(1,00-0,30) 0,55(1,00-0,31) 

6 µg

 

0,58(1,11-0,30)  0,61(0,99-0,30) 0,63(0,99-0,30) 0,67(1,19-0,30) 

2µg

 

0,83(1,43-0,43)  0,87(1,19-0,3) 0,83(1,19-0,3) 0,75(1,40-0,3) 

Amostra 14  4 
µg

 

0,90(1,20-0,3)  0,94(1,31-0,30) 0,82(1,19-0,31) 0,66(1,2-0,30) 

6 µg

 

0,81(1,19-0,3)  0,85(1,2-0,34) 0,94(1,19-0,3) 0,93(1,2-0,30) 
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Legenda: MED ( Mediana) max (maximo)  min ( mínimo)  p<0,05. 

NaCl  2% 4% 6% 7,5% 

Oxa MED (max-min)  MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min) 

2µg

 
0,54(0,80-0,41)  0,55(0,78-0,42) 0,58(0,85-0,42) 0,62(0,90-0,41) 

Amostra 15  4 
µg

 

0,52(0,74-0,4)  0,54(0,74-0,43) 0,54(1,01-0,41) 0,56(0,90-0,41) 

6 µg

 

0,60(0,81-0,43)  0,54(1,33-0,44) 0,50(1,38-0,49) 0,63(0,98-0,45) 

2µg

 

0,47(0,91-0,30)  0,53(0,89-0,30) 0,47(0,99-0,30) 0,47(0,88-0,30) 

Amostra 16  4 
µg

 

0,49(0,85-0,30)  0,46(0,88-0,30) 0,50(0,88-0,30) 0,47(0,88-0,30) 

6 µg

 

0,56(0,88-0,22)  0,54(0,88-0,30) 0,47(0,87-0,30) 0,44(0,92-0,30) 

2µg

 

0,47(0,65-0,34)  0,50(0,74-0,36) 0,49(0,69-0,34) 1,03(1,49-0,4 

Amostra 17  4 
µg

 

0,47(0,65-0,34)  0,51(0,74-0,36) 0,49(0,69-0,34) 0,52(1,4-0,4) 

6 µg

 

0,47(0,58-0,36)  0,49(0,63-0,4) 1,03(1,65-0,49) 0,50(0,67-0,4) 

2µg

 

0,58(0,76-0,45)  0,58(0,72-0,45) 0,61(0,73-0,49) 1,00(1,73-0,42) 

Amostra 18  4 
µg

 

0,56(0,72-0,41)  0,56(0,69-0,45) 0,54(0,72-0,41) 0,58(0,76-0,46) 

6 µg

 

0,56(0,79-0,45)  0,54(0,79-0,45) 1,05(1,49-0,52) 0,56(0,83-0,38) 

2µg

 

0,99(1,66-0,40)  0,79(1,19-0,31) 0,83(1,19-0,30) 0,90(1,19-0,3) 

Amostra 19  4 
µg

 

0,93(1,19-0,30)  0,81(1,2-0,3) 0,88(1,99-0,30) 0,82(1,92-0,31) 

6 µg

 

0,90(1,19-0,3)  0,78(1,19-0,3) 0,89(1,20-0,30) 0,952(1,22-0,3) 

2µg

 

0,85(1,34-0,30)  0,54(0,70-0,40) 0,56(0,78-0,4) 0,56(0,80-0,43) 

Amostra 20 4 
µg

 

0,54(0,72-0,43)  0,52(1,48-0,28) 0,58(0,89-0,40) 0,52(0,74-0,4) 

6 µg

 

0,52(0,80-0,4)  0,56(0,82-0,37) 0,71(1,08-0,36) 0,83(1,2-0,3) 

2µg

 

0,91(1,57-0,25)  0,76(1,09-0,42) 0,81(1,23-0,41) 0,74(1,62-0,25) 

Cepa Padrão  4 
µg

 

MRSA 

0,84(1,39-0,23)  1,08(1,62-0,22) 0,88(1,49-0,14) 0,83(1,75-0,11) 

6 µg

 

0,61(0,81-0,40)  0,60(0,74-0,45) 0,60(0,81-0,40) 0,60(0,80-0,44) 
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13. Anexos
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Anexo 1– Roteiro para preparação de Dissertação de Mestrado e Tese de 

Doutorado no PPGMT 
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Anexo 2 – Normas adotadas pelo Periódico: Memórias do Instituto Oswaldo 

Cruz 

 

ISSN 0074-0276 
versão impressa  
ISSN 1678-8060 
versão on-line 

INSTRUÇÕES AOS AUTORES 

 
Objetivos e política editorial

  

Formato e estilo

  

Checklist para os manuscritos

 

Objetivos e política editorial 

As Memórias do Instituto Oswaldo Cruz são uma revista multidisciplinar que 
publica pesquisas originais relativas aos campos da medicina tropical (incluindo 
patologia, epidemiologia de campo e estudos clínicos), parasitologia médica e 
veterinária (protozoologia, helmintologia, entomologia e malacologia) e 
microbiologia médica (virologia, bacteriologia e micologia). A revista aceita, 
especialmente, pesquisas básicas e aplicadas em bioquímica, imunologia, 
biologia molecular e celular, fisiologia, farmacologia e genética relacionada a 
essas áreas. Comunicações breves são também consideradas. Artigos de 
revisão só quando solicitados. Ocasionalmente, trabalhos apresentados em 
simpósios ou congressos são aparecem como suplementos. 

Os artigos apresentados devem ser escritos preferencialmente em inglês. 
Quando neste idioma, devem ser checados por alguém que tenha o inglês 
como primeira língua e que, preferencialmente, seja um cientista da área. 

A submissão de um manuscrito às Memórias requer que este não tenha sido 
publicado anteriormente (exceto na forma de resumo) e que não esteja sendo 
considerado para publicação por outra revista. A veracidade das informações e 
das citações bibliográficas é de responsabilidade exclusiva dos autores. 

Os manuscritos serão analisados por pelo menos dois pareceristas; a 
aprovação dos trabalhos será baseada no conteúdo científico e na 
apresentação. 

Todo o material deve ser enviado para a Produção Editorial, Memórias do 
Instituto Oswaldo Cruz, Av. Brasil 4365, Pavilhão Mourisco, sala 308, 21045-
900 Rio de Janeiro, RJ, Brasil. 

Os manuscritos que não estiverem de acordo com estas instruções serão 
imediatamente devolvidos. 

Ao encaminhar um manuscrito para a revista, os autores devem estar cientes 
de que, se aprovado para publicação, o copyright do artigo, incluindo os direitos 
de reprodução em todas as mídias e formatos, deverá ser concedido 
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exclusivamente para as Memórias. A revista não recusará as solicitações 
legítimas dos autores para reproduzir seus trabalhos. 

Favor providenciar e checar cada itêm abaixo antes de submeter seu 
manuscrito para as Memórias do Instituto Oswaldo Cruz: 

 
Carta de submissão do trabalho, assinada por todos os autores, 
especificando o autor de contato, bem como endereço, telefone, fax e e-mail. 

 

O manuscrito (incluindo tabelas e referências) deve ser preparado em um 
software para edição de textos, em espaço duplo, fonte 12, impresso em 
papel padrão e paginado. As margens devem ser de pelo menos 3 cm. 

 

A seqüência do artigo deve ser: título resumido (com até 40 caracteres - 
letras e espaços), título (com até 250 caracteres), autores (sem títulos ou 
graduação), afiliação institucional (endereço completo somente do autor 
correspondente), resumo, palavras-chave, notas de rodapé indicando a 
fonte de financiamento ou mudanças de endereço, introdução, material e 
métodos, resultados, discussão, agradecimentos (os mínimos 
necessários), referências, tabelas (fora do texto e com título), e figuras 
(com legendas em folha separada). 

 

Só as referências citadas no texto devem aparecer nas lista e devem seguir o 
estilo do Index Medicus. Se a referência for de artigo ainda não publicado, 
mas já aceito, deverá ser apresentada carta da revista que publicará o 
manuscrito ou de outros autores autorizando a referida citação. 

 

Para maiores informações sobre o formato e o estilo da revista, favor 
consultar um número recente da Revista ou entrar em contato com a Editoria 
Científica pelo telefone (+55-21-2598.4335), fax (+55-21-2561.1442 / 2280-
5048), ou e-mail (memorias@fiocruz.br

 

/ memorias@ioc.fiocruz.br). 

Formato e estilo  

O manuscrito deve ser organizado de acordo com a seguinte ordem: título 
corrente, título, nomes dos autores, afiliações institucionais, resumo, palavras-
chave, introdução, materiais e métodos, resultados, discussão, agradecimentos 
e referências. Patrocínios devem ser mencionados em nota de rodapé na 
primeira página. 

Resumo: Com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicações 
breves), o resumo deve apresentar os objetivos do estudo ou pesquisa, seus 
procedimentos básicos (seleção dos têmas de estudo ou animais de 
laboratório; métodos analíticos ou de observação), as principais descobertas ou 
resultados (oferecendo dados específicos e seu significado estatístico, se 
possível), e as principais conclusões. Deve enfatizar novos e importantes 
aspectos do estudo ou observações. 

Palavras-chave: Devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista 
Medical Subject Headings (Mesh) do Index Medicus. 
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Introdução: Deve determinar o propósito do estudo, oferecer um breve resumo 
(e não uma revisão de literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, e 
especificar quais novos avanços foram alcançados através da pesquisa. A 
introdução não deve incluir dados ou conclusões do trabalho em referência. 

Materiais e métodos: Deve oferecer, de forma breve e clara, informações 
suficientes para permitir que o estudo seja repetido por outros pesquisadores. 
Técnicas padronizadas bastam ser referenciadas. 

Ética: Ao descrever experimentos relacionados a têmas humanos, indicar se 
os procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padrões éticos do 
comitê responsável por experimentos humanos (institucional ou regional) e de 
acordo com a Declaração de Helsinki de 1975, revisada em 1983. Não citar os 
nomes ou iniciais dos pacientes ou registros de hospitais, especialmente nos 
materiais ilustrativos. Ao relatar experimentos em animais, indicar se diretrizes 
de conselhos de pesquisa institucionais ou nacionais, ou qualquer lei nacional 
relativa aos cuidados e ao uso de animais de laboratório foram seguidas. 

Resultados: Devem oferecer uma descrição concisa das novas informações 
descobertas, com o mínimo julgamento pessoal. Não repetir no texto todos os 
dados contidos em tabelas e ilustrações. 

Discussão: Deve limitar-se ao significado de novas informações e relacionar 
as novas descobertas ao conhecimento existente. Somente as citações 
indispensáveis devem ser incluídas. 

Agradecimentos: Devem ser breves e concisos e se restringir ao 
absolutamente necessário. 

Referências: Devem ser precisas. Somente as citações que aparecem no 
texto devem ser referenciadas. Trabalhos não publicados, a não ser os já 
aceitos para publicação, não devem ser citados. Trabalhos aceitos para 
publicação devem ser citados como "in press"; nesse caso, uma carta de 
aceitação da revista deverá ser fornecida. Dados não publicados devem ser 
citados somente no texto como "unpublished observations"; nesse caso, uma 
carta com a permissão do autor deve ser fornecida. As referências ao final do 
manuscrito devem ser organizadas em ordem alfabética de acordo com o 
sobrenome do primeiro autor. 

Os títulos de revistas devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no 
Index Medicus. Consultar a List of Journals Indexed no Index Medicus 
publicada no número de janeiro do Index Medicus ou no website 
http://www.nlm.nih.gov/serials/lii.html. 

- No texto, usar o sobrenome dos autores e a data: 

Lutz (1910) ou (Lutz 1910). 

Com dois autores, a forma é 

http://www.nlm.nih.gov/serials/lii.html
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(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912). 

Quando há mais que dois autores, somente o primeiro é mencionado: 

Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al. 1910). 

- No final do trabalho, usar os seguintes estilos: 

Artigo de revista 

Chagas C, Villela E 1922. Forma cardíaca da tripanosomiase americana. Mem 
Inst Oswaldo Cruz 14: 15-61. 

Livro ou Tese 

Morel CM 1983. Genes and Antigens of Parasites. A Laboratory Manual, 2nd 
ed., Fundação Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp. 

Capítulo de livro 

Cruz OG 1911. The prophylaxis of malaria in central and southern Brasil. In R 
Ross, The Prevention of Malaria, John Murray, London. p. 390-398. 

Ilustrações: As ilustrações devem ser limitadas ao mínimo necessário para 
exemplificar estruturas ou condições particulares, para sintetizar dados ou para 
registrar resultados quantitativos. Detalhes de resultados apresentados nessa 
forma não devem ser repetidos no texto. Figuras e tabelas devem ser 
compreensíveis sem a necessidade de referência ao texto. 

- Figuras devem ser apresentadas em uma folha de mesmo tamanho que as 
do manuscrito. As fotografias devem ser bem nítidas, com alto contraste, 
ampliadas em preto e branco em papel brilhante. As fotografias e os desenhos 
devem ser marcados no verso com o nome do autor, o número da figura e uma 
seta indicando a parte de cima da ilustração. Se apresentadas lâminas, as 
figuras devem ser numeradas consecutivamente em algarismos arábicos. As 
escalas devem ser indicadas por uma linha ou barra na figura, e referenciadas, 
se necessário, na legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Lâminas e gráficos 
devem ajustar-se tanto em uma coluna (7 cm) ou na largura completa (14.5 cm) 
da página, e devem ser menores que a página para permitir a inclusão da 
legenda. As legendas devem ser encaminhadas em uma folha separada. As 
letras e números nas figuras devem ter tamanho legível após a redução ou a 
impressão. Ilustrações coloridas somente podem ser aceitas se os autores 
assumirem os custos. Por outro lado, uma fotografia colorida ilustra a capa de 
cada fascículo de Memórias, e os autores são convidados a submeter para 
consideração da revista ilustrações com legendas de seus manuscritos que 
poderão vir a ilustrar a capa sem custos para os autores. 

- Tabelas devem complementar, e não duplicar, o texto. Elas devem ser 
numeradas em algarismos romanos. Um título breve e descritivo deve constar 
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no alto de cada tabela, com quaisquer explicações ou notas de rodapé 
(identificadas com letras a, b, c etc.) colocadas abaixo. 

Comunicações breves devem ser breves e diretas. Seu objetivo é comunicar 
com rapidez resultados ou técnicas particulares. As comunicações não devem 
ocupar mais do que quatro páginas impressas, incluindo figuras e/ou tabelas. 
Não devem conter referências em excesso. As referências devem ser citadas 
no final do texto, usando o mesmo formato para artigos originais. Um resumo 
breve e três palavras-chave devem ser apresentados. 

Formato alternativo: Os manuscritos podem ser submetidos seguindo os 
"Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals" 
produzidos pelo International Committee of Medial Journal Editors, também 
conhecidos como Vancouver Style. Nesse caso, os autores devem seguir as 
diretrizes da quinta edição (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no 
website http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm), sendo 
responsáveis por modificar o manuscrito onde diferir das instruções aqui 
apresentadas, se o manuscrito for aceito para publicação. Os autores também 
deverão seguir os Uniform Requirements para quaisquer outras diretrizes 
omitidas nestas instruções. 

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicação, os autores devem 
enviar: 

Um disquete contendo o texto completo da versão final aprovada do manuscrito 
(incluindo tabelas e gráficos), processado em um editor de texto como Word ou 
Word Perfect para Windows (formato Macintosh deverá ser convertido); 

- uma declaração assinada por todos os autores afirmando que: 

(i) todos os dados contidos no trabalho são precisos; 
(ii) todos os autores participaram do trabalho de forma substancial e estão 
preparados para assumir responsabilidade pública pelo seu conteúdo; 
(iii) o manuscrito ora apresentado a essa revista não está sendo publicado no 
todo ou em parte por outra revista, assim como não está sendo encaminhado 
para outra publicação. Autores de diferentes países ou instituições podem 
assinar em diferentes folhas que contenham a mesma declaração; 

- uma declaração de copyright fornecida pela produção editorial da revista, 
assinada pelo autor responsável pela correspondência. 

Taxas: A revista não cobra taxas para publicação. 

Provas: Serão enviadas provas tipográficas aos autores para a correção de 
erros de impressão. As provas devem retornar para a Produção Editorial na 
data estipulada. Outras mudanças no manuscrito original não serão aceitas 
nesta fase. 

http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm
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Separatas: Os autores receberão 30 separatas gratuitamente. Junto, um 
formulário de pedidos e uma lista de preços serão enviados aos autores, 
permitindo que novas separatas sejam solicitadas.  
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