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Resumo

Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA) tém sido um dos micro-
organismos causadores de infec¢cdes mais prevalentes nos hospitais em todo
mundo. Vérios estudos demonstram que estes germes sdo frequentémente
encontrados colonizando profissionais de saude. MRSA podem causar desde
infeccbes cutdneas a pneumonias graves, apresentando um perfil
multirresistente frente aos antimicrobianos. Este estudo teve como objetivo
avaliar alteracdes morfométricas em MRSA isolados da saliva de profissionais
de saude, mediante o emprego de diferentes concentracbes de cloreto de
sodio e oxacilina. A identificacdo de alteragcdes morfolégicas foi avaliada por
meio do cultivo dos isolados nas seguintes concentracdes de Cloreto de Sédio
e oxacilina: 2ug, 4ug e 6ug e 2%, 4%, 6% e 7,5% e da utilizacdo da técnica de
morfometria computadorizada, mediante o emprego do software Image J 1.38
(HIH — USA). A analise estatistica foi realizada empregando o programa Sigma
Stat, versao 2.03, e as diferengas entre os grupos foram comparadas usando o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, (p<0,05). Os 20 MRSA analisados
ndo apresentaram alteracdes morfologicas. O presente estudo observou que o
Cloreto de Sédio e a oxacilina nas concentracdes testadas ndo alteram o

desenvolvimento e a morfologia dos MRSA.

Palavras-chave: morfometria, Staphylococcus aureus meticilina resistentes
(MRSA), Cloreto de Sodio 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: 2ug, 4pg and 6ug 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 familia Micrococcaceae é composta por quatro géneros: Planococcus,
Stomatococcus, Micrococcus e Staphylococcus, sendo este Ultimo grupo, ao
contrario dos outros membros, constituido por patdgenos humanos, capazes de
causar inumeras doencas, que variam de infec¢cdes cutaneas superficiais a
doencas sistémicas graves (Koneman et al. 2008).

O género Staphylococcus é constituido 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 um de
diametro. E 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 género constituem-se de micro-organismos imaoveis,
aerobios ou anaerébios facultativos, catalase positivo, crescem em meio
contendo até 10% de cloreto de s6dio e em témperatura que varia de 18 a
40°C. As espécies mais comumente associadas a doenga sdo 0s S. aureus
(membro mais virulento e melhor conhecido do género), S. saprophyticus, S.
epidermidis, S. capitis e S. haemolyticus (Kloss & Bannerman 1995, Murray et
al. 2006).

1.2. Staphylococcus aureus

Importante agente etiolégico associado a infec¢Bes, encontrado
normalmente colonizando a pele, mucosas, axilas, nasofaringe e perineo de
humanos. Podem também estar distribuidos em outros sitios como: orofaringe,
boca, vagina, trato intestinal e glandulas maméarias. Além disto, estéo
envolvidos em varias infeccoes que acometém o ser humano, desde uma
simples infecgcdo cutanea, até doencas 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 colonizacdo nasal por S. aureus tém grande importancia clinica, uma
vez que o individuo portador pode representar um reservatério e promover a

transmissdo cruzada. Assim, principalmente em hospitais, o hospedeiro
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assintoméatico pode ser um paciente, um visitante ou mesmo o profissional de
saude. De acordo com estudos, o carreamento nasal também contribui para a
transmissdo e disseminagcdo da bactéria. Em hospitais, principalmente em
bercarios 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 prevaléncia da infecgcdo por estafilococos foi de
3,1%, sendo 1,7% por S.aureus e 1,4% por estafilococos coagulase negativa
(ECN). No grupo ECN houve predominio do quadro de sepse (p = 0,03),
enquanto os infectados por S.aureus apresentaram maior numero de infeccées
localizadas como, osteomielite (p = 0,04) e onfalite (p = 0,02) (Sadekc &
Ceccon. 2006).

Sader et al. (2001) analisaram a prevaléncia de patdgenos isolados
de pacientes com infeccdo da corrente sanguinea, tecidos moles, trato
respiratorio e urinario de 12 hospitais brasileiros. Neste estudo, S. aureus foi o
patégeno mais prevalente (22,8%) de um total de 3.328 bactérias isoladas.

Jones et al. (2004) avaliaram a incidéncia de patdégenos em
unidades de terapia intensiva de cinco paises (Estados Unidos, Canada, Italia,
Franca e Alemanha) e verificaram que S. aureus foi a espécie mais frequente,
com taxas que variaram de 17,4% a 22,3%.

Estudos epidemiol6gicos mostraram que S. aureus representam o
principal agente etiologico das infeccdes relacionadas aos setores de
emergéncia, nos Estados Unidos. S. aureus tém sido responsavel pela maioria
dos casos de endocardite infecciosa (El) em todo o mundo (Vandenesch et al.
2003, Moran et al. 2006).

Fowler et al (2005) demonstraram que as incidéncias de El associada a
S. aureus no Brasil e nos EUA foram de 37,5% e de 37,2%, respectivamente,
no periodo de junho de 2000 a dezembro de 2003. Estes relatos comprovam a
necessidade de praticas efetivas que visem a prevenc¢ao e o controle dos casos
de infecgéo, bem como redirecionar mecanismos terapéuticos mais eficazes.

A propagacdo da infeccdo por contato direto assume maior
importancia dentro dos hospitais, onde é grande 0 nimero de pessoas que
albergam os estafilococos na nasofaringe ou na pele. A literatura refere-se as

maos dos profissionais de saude como o principal mecanismo de propagacéo
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de MRSA no ambiente hospitalar. Isto caracteriza a higienizacdo das méos
como uma medida indispensavel para o controle da disseminacdo de
estafilococos no ambiente nosocomial (Santos. 1987; Benicio et al. 2003;
Becker et al. 2003).

Pesquisas realizadas por Akoua-Koffi et al. (2004) demonstraram
uma prevaléncia de 50% de colonizacdo por S. aureus entre profissionais de
saude (296/592), sendo 38,7% destes micro-organismos resistentes a
oxacilina. Os autores observaram ainda que, a prevaléncia de colonizagédo
entre os profissionais variou de 12,4% na unidade de terapia intensiva, 36,7%
na unidade de tratamento cirurgico, 31,4% nas unidades de clinica médica e
clinica obstétrica, e 17,8% para 0s outros servicos.

Outro estudo avaliou a colonizagao por Staphylococcus sp. em maos
e sob as unhas de profissionais de saude, estudantes e visitantes em ambiente
hospitalar, demonstrando que mais de 50% estavam colonizados, sendo 7%
por S. aureus (Costa et al. 2002).

Nas ultimas décadas, S. aureus tém emergido como importante agente
de infeccdo hospitalar. Este micro-organismo pode ser responsavel por
diversas sindromes infecciosas de origem hospitalar, sendo a sepse a mais
preocupante dentre elas, pois estd associada a elevada morbi-mortalidade
(Mesiano & Merchan-Hamann. 2007; Snyder et al. 2008; Velazco et al. 2008).

A patogenicidade de S. aureus é atribuida a diversos fatores de
viruléncia, estando associados a superficie celular e a produtos secretados
pelos mesmos no meio extracelular. Outra caracteristica importante deste
patdégeno € a facilidade na aquisicdo de genes que conferem multirresisténcia a
varios antimicrobianos representados pelas penicilinas e cefalosporinas que
sdo normalmente prescritos no tratamento de infeccdes associadas a estes

micro-organismos (Katayama et al. 2000).
1.3. Principais Fatores de Viruléncia de S. aureus

A capacidade de colonizacdo e a patogenicidade de S. aureus sdo,
portanto uma consequéncia de seus fatores de viruléncia, os quais tém papel

relevante na aderéncia celular, captacdo de nutrientes bem como na evaséo da
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resposta imunologica do hospedeiro. Muitos desses fatores estdo ligados
freqiientémente a parede celular, e sdo mencionados como produtos ou fatores
de superficie (Murray et al. 2006).

Tais fatores sdo importantes principalmente na interacdo do micro-
organismo com o hospedeiro, durante o processo inicial de colonizagao
(aderéncia e invasdo), nos mecanismos de evasao as defesas do hospedeiro e
na modulacdo da resposta imune. Além disto, estes micro-organismos podem
secretar uma ampla variedade de proteinas e enzimas (Salyers & Whitt 2002,
Murray et al. 2006).

As proteinas produzidas por estes micro-organismos podem agir como
agressinas (provocando danos aos tecidos e 6rgaos do hospedeiro), evasinas
(evadindo a acdo das células de defesa do hospedeiro) ou modulinas,
(modulando a resposta imune), algumas enzimas representam um importante
fator de viruléncia no processo de invasdo ao hospedeiro (Salyers & Whitt
2002, Murray et al. 2006).

A proteina A apresenta-se como uma das proteinas mais importante
relacionadas ao processo de aderéncia que reconhecem a matriz extracelular,
e estdo ancoradas covalentémente ao peptidioglicano, através de uma ligacéo
de transpeptidacdo e possui a peculiar afinidade para ligacao da regido Fc das
imunoglobulinas IgG1, IgG2 e IgG 4 (Ton-That et al. 1999, Murray et al. 2004).

Estas proteinas encontram-se diretamente ligadas as interacfes
bactéria-hospedeiro, tal propriedade é de extrema importancia nos processos
patogénicos associados as infec¢cbes nosocomiais, envolvendo o uso de
catetéres e proteses médicas promovendo a formacao de biofilme microbiano.
Mediante a importancia da doenca estafilocécica no ambiente hospitalar, o
estudo sobre biofilmes tém sido bastante explorado nos ultimos anos (Salyers
& Whitt 2002).

Outro fator de viruléncia de grande importancia no processo de invasao
ao hospedeiro produzida por algumas cepas de S. aureus sdo as leucocidinas
gue estdo associadas a doencgas graves como furunculoses, pneumonias
necrosante em jovens e criancas e possui capacidade de lisar leucocitos bem
como de mediar necrose tecidual em diferentes tecidos, incluindo 6rgéos vitais
como pulmbes (Salyers & Whitt 2002, Iwatsuki et al. 2006). Doencas

respiratérias graves em criancas e neonatos imunocompetentes estdo
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associadas a cepas de S. aureus produtoras da PVL (Proteina de Panton
Valentine) (Gillet et al. 2001; Thomas et al. 2001; Boubaker et al. 2004).

Quanto as enzimas participantes do processo de invasdo ao hospedeiro
destacam-se a coagulase, catalase, lecitinase, hialuronidase lipase e beta-
lactamase. A coagulase constitui uma enzima capaz de promover a coagulacéo
ligada & parede celular estafilocécica convertendo diretamente fibrinogénio em
fibrina insolavel, e causar o agrupamento dos estafilococos. A catalase é
produzida por todos os estafilococos, sendo responsavel por catalisar a
converséao do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, atuando assim como
um sistéma protetor do metabolismo bacteriano. A lecitinase € uma enzima
capaz de hidrolizar a lecitina, um importante constituinte das membranas
celulares e causar lise de células teciduais, eritrécitos e leucocitos, e possui
efeito carcinogénico (Hanada et al, 1995, Katayama et al. 2004, Murray et
al.2006).

A hialuronidase esta presente em mais de 90% dos S. aureus, sendo
responsavel pela hidrolise de acidos hialurdnicos e acidos presentes na matriz
acelular do tecido conjuntivo, facilitando a disseminacdo da bactéria nos
tecidos. S. aureus e mais 30% dos estafilococos coagulase negativa produzem
diferentes tipos de lipases, com capacidade em hidrolisar lipidios, adquirindo
um papel essencial na sobrevivéncia dos estafilococos nas regides sebaceas
do corpo, promovendo a invasdo destes micro-organismos nos tecidos
cutdneos e subcutaneos, contribuindo no desenvolvimento de infecgbes
cutaneas como furdnculos e carbunculos (Katayama et al. 2004, Murray et al.
2006).

A penicilina foi o primeiro antibidtico a ser utilizado no tratamento das
infeccbes bacterianas. Mais de 90% dos estafilococos se mostravam
suscetiveis ao tratamento, entretanto, logo houve o desenvolvimento da
resisténcia mediada pela producéo de beta-lactamases, que tém como alvo de
atuacdo as proteinas ligadoras de penicilina (PBP’s) que encontram-se
diretamente envolvidas na biossintese da parede celular bacteriana. Os beta-
lactdmicos interagem com as PBP’s, impedindo a formacdo completa da
camada de peptideoglicano, desencadeando a lise bacteriana. Na presenca do
gene mecA, ocorrem alteracdbes das proteinas de ligacdo através da

codificagdo de uma nova proteina alvo, denominada PBP2a que apresenta
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baixa afinidade aos beta-lactamicos, portanto, no mutante resistente a oxacilina
nao ocorre inibicdo da sintese da parede celular (Boyle-Vavra 2003, Katayama
et al. 2004, Murray et al.2006).

Uma caracteristica peculiar de S. aureus é a presenca de capsula, que
apresenta um papel importante na viruléncia de muitos patdégenos bacterianos,
geralmente atuando como um fator antifagocitico. Em S. aureus mais de 90%
produzem cépsula e de 11 dos sorotipos identificados até o0 momento apenas
alguns foram bem caracterizados (Luong & Lee 2002).

Além da capsula, estes micro-organismos produzem uma substancia de
natureza polissacaridica, amorfa, secretada por S. aureus e por outras
espécies do género. Esta substancia mucoide se localiza externamente a
cépsula bacteriana a qual se encontra frouxamente ligada. Tal polissacarideo
apresenta a propriedade de aderir diretamente a superficies lisas de plasticos,
a agregacao das bactérias sob essas superficies resulta na formacdo de um
filme bioldgico (biofilme) (Luong & Lee 2002).

A formacéo do biofilme se da em duas etapas, na primeira, pode ocorrer
uma ligacdo direta, ndo especifica, da bactéria ao polimero, principalmente,
devido a interacdes eletrostaticas e hidrofébicas associadas a proteinas
bacterianas de superficie e a um polissacarideo conhecido como PIA (do
inglés: polysaccharide intercellular adhesin). Essa ligacdo pode ocorrer
indiretamente a superficie do biopolimero coberta com proteinas plasmaticas,
as quais se unem as proteinas bacterianas no desenvolvimento do processo de
aderéncia a matriz do hospedeiro. Na segunda fase, ap0s a ligacdo bacteriana
a superficie do polimero ocorre a producdo e o acumulo de um material
polissacaridico extracelular, amorfo e mucéide (Luong & Lee 2002).

PIA tém sido apontada como um fator de viruléncia importante no
mecanismo de aderéncia de S. aureus superficies plasticas, facilitando sua
colonizagdo e permanéncia no hospedeiro. A formacdo do biofilme esta
associada a infec¢des nosocomiais associadas ao uso de cateteres e proteses

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

Antes da introduc@o dos antimicrobianos na pratica clinica, a letalidade
da bacteremia por S. aureus ultrapassava 80%, e mais de 70% dos pacientes
desenvolviam infec¢Bes secundarias. No inicio da década de 1940, com a
introducdo da penicilina, o0 prognostico destes pacientes melhorou
significativamente. No entanto, em 1942 foi relatado a existéncia de S. aureus
resistentes a penicilina, reconhecida inicialmente em hospitais e depois na
comunidade, contudo, no final dos anos 1960, as taxas de resisténcia tanto
hospitalares como comunitarias chegavam a 90% e 70%, respectivamente, em
algumas regides da Europa. A maioria dos S. aureus responsaveis por causar
infeccdo ou encontrados colonizando adultos saudaveis sdo resistentes a
penicilina (Jessen et al, 1969, Maranan et al, 1997, Oliveira et al, 2002b, Lowy
2003).

Em 1959, o isolamento do acido 6-aminopenicilanico (6-APA) tornou
possivel a producdo de penicilinas semi-sintéticas. Modificacdes na cadeia
desse precursor da penicilina resultaram na protecdo do anel beta-lactamico
contra a acao hidrolitica das beta-lactamases. Os primeiros desses agentes
antimicrobianos disponiveis para uso clinico foram a oxacilina e a meticilina,
gue solucionaram témporariamente o problema causado pela resisténcia do S.
aureus a penicilina (Chambers 2001).

Na Inglaterra em 1961, logo apés o desenvolvimento da meticilina, foi
isolado pela primeira vez Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA).
Desde entdo, os MRSA se tornaram 0 patdogeno mais prevalente causador de
infeccdo hospitalar em todo mundo (Jevons 1961, Ayliffe 1997 Small et al.
2007).

MRSA sdo emergentes em muitos paises em decorréncia da selecéo
bacteriana, como resultado do uso aos antimicrobianos e infec¢des cruzadas.
Apdbs um declinio na década de 1970, houveram surtos causados por MRSA na
Australia, Estados Unidos e Republica da Irlanda, desde entdo, taxas de
resisténcia a oxacilina em S. aureus aumentaram vertiginosamente (Ayliffe
1997).

InfeccBes hospitalares e comunitarias tém sido causadas por MSRA que

apresentam resisténcia 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 sensiveis sao
preferencialmente tratados com antibiéticos beta-lactdmicos (Baddour et al.
2007).

A prevaléncia de MRSA varia de acordo com a regido do pais,
caracteristicas de cada instituicdo e suas diferentes unidades de tratamento,
considerando o sitio de infeccdo e sua origem, sejam eles hospitalares ou
comunitarios (Kampf et al. 2003, Huang & Platt 2003, Wang et al. 2004, Kampf
2004).

Lamaro-Cardoso (2005) avaliou criangas de creche menores de cinco
anos e identificou a prevaléncia de 9,74% (93/988) de S. aureus colonizando a
nasofaringe, sendo 7,52% resistentes a meticilina (MRSA). Ressalta o autor
gue criancas hospitalizadas com diagnéstico médico de meningite sdo mais
suscetiveis a colonizagdo por MRSA que criancas hospitalizadas
diagnosticadas com infeccao do trato respiratério inferior. Este resultado sugere
gue a doenca invasiva constitui um fator importante associado a condi¢do de
portador de MRSA.

MRSA também tém sido motivo de grande preocupacdo em
neonatologia devido ao potencial de disseminacdo do micro-organismo,
especialmente entre as reparticbes hospitalares, e as elevadas taxas de
morbidade e mortalidade. A prevaléncia 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 individuos colonizados, 74,4% apresentavam
colonizacdo assintomatica. Esses achados sugerem que o trato respiratdrio
seja a porta de entrada para a colonizagcdo 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
maos dos profissionais da equipe de salde como sendo o principal veiculo de
propagacdo de MRSA, de um paciente para outro, no ambiente hospitalar.
Becker  (2003) identificou clones de  Staphylococcus isolados
concomitantémente em amostras de secrecdes nasofaringeas e das méos 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 reservatério de
S. aureus resistentes a meticilina e potencial fonte para sua disseminacéo.
Carvalho et al (2009) também detectaram a presenca de MRSA na saliva de
profissionais da saude.

Senna et al (1998) detectaram em seus estudos, a presenca de clones
de MRSA em profissionais de satude de uma unidade de queimados através da
utilizacédo da técnica de tipagem por eletroforese em campo pulsado (PFGE).
Ao comparar 0s 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 saude colonizados por MRSA. Ja 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
decorréncia do aumento da colonizacdo de profissionais por MRSA ha uma
preocupacéao crescente em se identificar e controlar a populagcdo dos MRSA na
comunidade hospitalar (Katayama et al. 2000, Dar et al. 2006a, Moroney et al.
2007).

Um dos grandes desafios enfrentados nos servicos de saude é
caracterizar rapidamente se S. aureus isolados sdo meticilina resistentes ou
nao, pois esta determinacéo sera de primordial importancia para se estabelecer
tratamentos e medidas de controle. InUmeros métodos tém sido utilizados para
a deteccdo da resisténcia a oxacilina nos S. aureus. Esta deteccdo muitas
vezes pode ser dificil, principalmente devido ao fenbmeno da
heterorresisténcia. Os métodos historicamente mais usados baseiam-se em
modificacdes na tentativa de aumentar a expressao da resisténcia a oxacilina.
(Katayama et al. 2000).

Os mecanismos de resisténcia a meticilina em MRSA séo diversificados,
e incluem a producédo de PBPs alteradas, que apresentam reduzida afinidade
as penicilinas. O gene mecA é um gene cromossomal responsavel pela

codificacdo da proteina 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 mecRI também podem contribuir
para a resisténcia do MRSA. O gene mecA ¢é altamente conservado mas esta
ausente nas isolados que apresentam perfil de suscetibilidade a oxacilina,
tornando-se um marcador molecular efetivo na avaliagdo da resisténcia aos
beta-lactamicos (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 distribuido entre S. aureus, bem como nos
estafilococos coagulase negativa (Hurlimann-Dalei et al. 1992, Suzuki et
al.1992). Portanto, tém sido especulado que a resisténcia a meticilina pode ser
transferida entre as espécies de estafilococos (Katayama et al. 2000).

Para deteccdo rotineira da resisténcia a oxacilina os testes de disco
difusdo sdo amplamente utilizados. Entre todas as penicilinas (cloxacilina,
dicloxacilina, flucloxacilina, oxacilina e nafcilina), a oxacilina ¢é
preferencialmente utilizada para testes in vitro utilizando disco-difusdo e vem
sendo utilizada por varias décadas, em diversos estudos, provavelmente
devido a ocorréncia do fenémeno da heterorresisténcia. Nos ultimos anos,
varios autores tém demonstrado a boa eficacia do teste de disco-difusdo com
cefoxitina para o diagnéstico da resisténcia a 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, Mimica et al.
2007 Kohner et al. 2007).

Héa também testes para determinacdo da concentracao inibitéria minima
(CIM) da oxacilina para estafilococos, incluindo métodos de diluicdo em agar e
em caldo (macrodiluicdo e microdiluicdo), e de gradiente de difusdo em agar
(Etest®: AB Biodisk, Solna, Suécia). Apesar destes métodos possibilitarem
uma avaliagdo quantitativa da resisténcia a oxacilina e de serem métodos
padrées, os mesmos parecem nao ter eficacia significativamente maior (para a
presenca do gene mecA) do que os testes fenotipicos qualitativos. No entanto,
devido a existéncia de outros mecanismos de resisténcia, estes métodos

podem ser utilizados como confirmatérios e/ou adjuvantes em isolados nos
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quais o padrdo de suscetibilidade é duvidoso (Weller et al. 1997, Gradelski et
al. 2001, Swenson et al. 2001, Velasco et al. 2005, Mimica et al. 2007)

Alternativamente a maioria das técnicas moleculares se baseiam na
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para a amplificacdo do gene mecA.
Embora a PCR tenha sido utilizada com sucesso para a detec¢cdo de MRSA, o0s
métodos convencionais e os moleculares devem ser continuamente avaliados
para facilitar a deteccdo de MRSA (Freborug et al.1998).

Baddour et al. (2007) avaliaram diferentes métodos laboratoriais para a
deteccao de resisténcia a meticilina em S. aureus. Compararam a PCR para a
deteccdo do gene mecA com o teste fenotipico da cefoxitina, Etest®, agar
triagem oxacilina e aglutinagdo em latex. Verificaram que o teste pelo latex foi
mais sensivel do que o método de disco difusdo para oxacilina e cefoxitina. A
combinacédo do agar oxacilina para a triagem com o metodo de disco difuséo
para cefoxitina ou oxacilina melhorou a sensibilidade e especificidade,
concluindo que a utilizacdo de mais de um método para a triagem de MRSA é

necessario para detectar todos os possiveis isolados clinicos.

1.5. Staphylococcus aureus Meticilina Resistente Hospitalar e
Comunitario (HA-MRSA e CA-MRSA)

A emergente disseminagdo de S. aureus multiresistentes no ambiente
hospitalar bem como na comunidade se deve ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, reflexo de uma pressao seletiva decorrente da grande
guantidade de antimicrobianos utilizados mundialmente (Oliveira & De
Lencastre 2002a).

E importante ressaltar que a disseminacdo do HA-MRSA
(Staphylococcus aureus Meticilina Resistente Hospitalar) esta ocorrendo em
todo o mundo e paises como ltalia, Espanha, Grécia, Portugal e Gra-Bretanha
possuem alta frequéncia de HA-MRSA sendo responsavel por mais de 40%
das infecc¢des hospitalares causadas na maioria das vezes por cepas diferentes
(Campanile et al. 2009). No Brasil, estudos demonstram que um Unico clone é
responsavel pela maioria das infec¢des hospitalares, denominado Clone
Epidémico Brasileiro (CEB), apresentando SCCmec Il (Teixeira et al. 1995,
Santos 1999a, Oliveira et al. 2001a).
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Em varios paises as cepas de HA-MRSA estdo disseminadas e séo
geneticamente semelhantes, ou mesmo iguais, quanto ao padrdao de PFGE,
MLST (multilocus sequencing typing), tipo SCCmec, polimorfismos coa (que
codifica para coagulase) e spa (que codifica para proteina A) (Van Belkum et al.
1997a, Van Belkum et al. 1997b, Sa-Ledo et al. 1999). A freqlente associacao
destas cepas com infecgBes hospitalares indica que este micro-organismo
constitui um sério problema global de saude publica (Coimbra et al. 2003).

Os principais clones encontrados causando infec¢cdes nosocomiais sé&o
os denominados de clone ibérico (Cl) ou USA500, o clone pediatrico (CP) ou
USAB800, o clone Nova lorque/ japonés (CNI/J) ou USA100, o clone EMRSA-16
ou USA200 e o clone epidémico brasileiro (CEB) e o clone hiangaro (CH). Este
altimo, na realidade, € um variante do CEB, detectado inicialmente na Hungria,
e que se diferencia do primeiro por possuir uma variacdo no SCCmec: ou seja,
apresenta o plasmidio pT181 substituindo o plasmidio pl258 em decorréncia
disso, foi classificado como SCCmec tipo Ill, enquanto o CEB como SCCmec
tipo 11l 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 esta disseminado
em hospitais de varios paises incluindo a Argentina, Uruguai, Paraguai, Chile,
Portugal, Italia e Republica 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 o0 mundo e apresentam freqiientémente
multirresisténcia a drogas, o antibiético de escolha para o tratamento das
infeccbes causadas por esses micro-organismos é a vancomicina. O uso desta
droga, por ser utilizada de forma intravenosa, e requerer a internagdo hospitalar
do paciente aumentando os custos do tratamento (Mainardi et al.1995).

Diferentes técnicas moleculares séo utilizadas para genotipar as cepas
de HA-MRSA para compreender quais os mecanismos envolvidos na evolugao
dos MRSA bem como a epidemiologia de suas infeccbes. Dentre estes
métodos, o mais utilizado para estudos de surtos hospitalares é a PFGE, a
tipagem do SCCmec e o polimorfismo das regiées variaveis dos genes coa e

spa (que codificam para a coagulase e a proteina 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 tém sido associados a infeccoes
hospitalares, embora previamente considerado um patdégeno nosocomial,
recuperado somente de pacientes hospitalizados. Recentémente, foram
identificadas MRSA associados a comunidade, primeiramente descritos em
grupos minoritarios como usuarios de drogas, presidiarios, esportistas
(particularmente em equipes de luta livre e futebol), criancas, militares e
nativos, posteriormente disseminando para a populacdo em geral, encontrado
em individuos que nao foram internados e nem submetidos a procedimentos
médicos invasivos como hemodialise ou uso de catéter (Chambers 2001,
Lopes 2005, Ribeiro et al. 2005, Bratu et al. 2006).

Casos de infeccdes associadas a CA-MRSA (Staphylococcus aureus
Meticilina Resistente Comunitario) sdo relatados em varios paises como
Estados Unidos, Franca, Espanha, Suica, Bélgica, Taiwan, Nova Zelandia e na
Australia (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 caracteristicas genotipicas dos MRSA
algumas infecgbes causadas por HA-MRSA foram equivocadamente
classificadas como associadas aos CA-MRSA (Eady & Cove 2003). Diferencas
encontradas nas manifestagfes clinicas caracteristicas das infeccdes bem
como o padrdo de resisténcia aos antimicrobianos entre as cepas de CA-MRSA
e HA-MRSA, demonstram a importancia em distinguir entre infec¢des causadas
por MRSA circulantes na comunidade e ndo encontradas nos hospitais, e
infecgcbes iniciadas na comunidade de origem hospitalar. Desta maneira, o
estudo da epidemiologia e das caracteristicas genotipicas e fenotipicas das
cepas de MRSA devem ser exaustivamente estudadas para sua correta
identificacdo (Malkowshki et al. 2004, Ribeiro et al. 2005, Nimmo et al. 2006).

As infecgbes causadas por CA-MRSA podem estar associadas a
individuos saudaveis como, por exemplo, pessoas que se alimentam bem,
praticam exercicios fisicos, nunca foram internados e ndo possuem nenhuma
doenca de base, constatando assim, que as cepas de origem comunitaria pode
nao ter relacdo com os servigos de saude, afetando individuos saudaveis da
comunidade (Lindenmayer et al. 1998, Eady & Cove 2003).
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Alguns relatos da literatura apontam variagbes em algumas cepas de
CA-MRSA dependendo da regido geografica de sua localizacdo, sendo
epidemiologicamente diferentes das cepas disseminadas em hospitais de
diversos paises (Vandernesch et al. 2003).

CA-MRSA causam com frequéncia infeccdes envolvendo pele e tecidos
moles, como celulite e abscessos, mas podem causar doengas invasivas como
bacteremias, endocardites, osteomelites e pneumonias ja foram descritas.
Surtos de infecgBes hospitalares por cepas comunitarias também ja foram
relatados (Herold et al. 1998, Domingues. 2004).

Existém algumas diferencas entre as cepas de HA-MRSA e CA-MRSA,
das principais diferencas podemos destacar as manifestacfes clinicas, em sua
maioria estdo associadas a infec¢des que acometém a pele, o trato respiratério
e a corrente sanglinea. Outra caracteristica extremamente importante € o perfil
de resisténcia a antimicrobianos, pois, os HA-MRSA se caracterizam por
multirresisténcia 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 a oxacilina e a outros beta-lactamicos (Lopes
2005, Ribeiro et al. 2005).

No entanto podem ser identificados dois tipos de MRSA isolados na
comunidade, o multirresistente e o ndo-multirresistente. O primeiro parece ter
sido disseminado a partir das instituicdes de saude por clientes ou profissionais
da area para os contactantes mais préximos, enquanto o Ultimo tém sido
isolado de individuos sem fatores de risco predisponentes, sendo considerados
0os CA-MRSA verdadeiros (Salgado et al. 2003).

Pesquisadores em todo o mundo tém relatado que os CA-MRSA
possuem caracteristicas singulares que os diferenciam dos MRSA nosocomiais.
Baseados em variacGes da regido regulatéria do mecA nos SSCmecc, nos tipos
de recombinases do cassete cromossomal (genes ccr) e nos determinantes de
resisténcia adquiridos devido a integracdo de plasmidios e transposons, eles
constataram que os CA-MRSA estdo associados a um tipo de SSCmec, néo
detectado no ambiente hospitalar, 0 SSCmec tipo IV (Lopes. 2005, Ribeiro et al.
2005, Kuehnert et al. 2006).
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Entre os cinco tipos de SCCmec (I, Il, lll, IV e V), somente os tipos |, Il e
Il sdo 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 resisténcia a diversos antibioticos,
conservando-a para beta-lactamicos. Outra caracteristica importante do CA-
MRSA é a presenca dos genes lukF-PV e lukS-PV, que codificam a PVL, uma
toxina capaz de induzir a destruicdo de leucécitos humanos e causar dano
tecidual, sendo considerada um fator de viruléncia associado a infec¢des de
pele e pneumonias (Lopes 2005, Ribeiro et al. 2005, Larcombe et al. 2007).

Outros estudos realizados levantaram a hip6tese de que o fato das
cepas CA-MRSA possuirem a ilha SCCmec tipo 1V, a qual, por ter um tamanho
menor que as ilhas encontradas nas cepas hospitalares (SCCmec tipo I-111),
teria maior mobilidade e assim, maior facilidade de transferéncia entre diversas
cepas de S. aureus através de plasmidios e bacteri6fagos (Daum et al. 2002).

Portanto para que o diagnéstico das infecgbes por S. aureus possa ser
classificada corretamente como CA-MRSA é necessario que a histéria médica
pregressa do paciente seja observada, em conjunto com a avaliagdo das cepas
isoladas, através de métodos moleculares.

Ultimamente CA-MRSA estdo sendo responsaveis também por
infec¢Bes entre pacientes com histéria de risco para infeccdes nosocomiais, em
individuos sob cuidados de servicos de saude ou hospitalizados.
Provavelmente, individuos com infecgfes graves necessitém de tratamento por
longo periodo de témpo em hospitais, podem ser fonte de transmissao destes
clones, fazendo com que se tornem endémicos nos servicos de saude
(Gonzales et al. 2006).

O uso intensivo de antimicrobianos tém sido a principal causa da
disseminacdo dos MRSA como patégenos hospitalares HA-MRSA e mais
recentémente como agentes de infecgbes comunitarias CA-MRSA. E
importante que os profissionais de saude estejam atentos a emergéncia de CA-
MRSA na comunidade uma vez que o0s beta-lactamicos sdo amplamente
utilizados no tratamento destas infec¢bes para isso € necessario mudanca
drastica na prescricdo de antimicrobianos nos casos suspeitos de infec¢ao por

S. aureus (Oliveira & De lencastre 2002a, Gonzales et al. 2006).
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1.6. Tratamento e Prevencdo da Colonizagdo Nosocomial e Institucional
por MRSA

MRSA tornou-se um micro-organismo nosocomial prevalente e apesar
dos trabalhadores hospitalares serem considerados reservatorio para este
micro-organismo, e poderem alberga-lo por muitos meses, 0 mesmo &
identificado com maior freqiéncia entre doentes. Nos hospitais, a maior forma
de transmissdo do MRSA é pelo contato com as maos, especialmente pelas
maos dos profissionais da saulde, pelo contato com sitios infectados com
materiais ou superficies contaminadas com fluidos corporais contendo o micro-
organismo (Boyce et al. 1994).

Nos grupos de alto risco, como os doentes em hemodidlise ou
submetidos a cirurgia, o uso de agentes topicos para eliminar a colonizacao por
S. aureus mostrou-se eficaz na reducédo da incidéncia de infec¢des recorrentes.
A mupirocina, € um agente anti-estafiloccico topico que inibe a sintese de
proteinas e RNA (&cido ribonucléico) elimina a colonizagdo nasal dos
portadores e pode reduzir a incidéncia de infecgcbes de feridas pds-operatorias.
Apesar do desenvolvimento de resisténcias a mupirocina ser limitado, o uso
prolongado deste farmaco associou-se a resisténcias (Yu et al. 1986, Moy et al.
1990, Reagan et al.1991,Wenzel & Perl 1995).

O profissional da saude portador de MRSA que esta
epidemiologicamente ligado a transmisséo 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
epidemiolégico para identificar os fatores de risco de aquisicdo do MRSA na
instituicdo. Os isolados clinicos devem ser submetidos a tipagem das cepas
(CDC 1996)

Os clientes colonizados ou infectados devem ser identificados
rapidamente e instituidas precau¢fes adequadas. Todos os profissionais da
saude devem ser instruidos acerca das atitudes apropriadas ao lidar com os
doentes colonizados ou infectados. Um grande numero de estudos
identificaram fatores de risco para a coloniza¢do por MRSA entre individuos
institucionalizados (CDC 1996).

Muitas das medidas de controle usadas em hospitais ndo podem ser

extrapoladas para as residéncias. Por exemplo, poucas instituicdes tém um
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laboratério para rastreio dos residentes colonizados com patdgenos resistentes
aos antimicrobianos (Strausbaugh et al. 1992, Boyce et al. 1994).

Outras medidas de controle sdo apenas necessarias no contexto de uma
epidemia gerada por infecgbes cruzadas institucionais. Algumas medidas,
como a descolonizacdo, mantém muitas controversas. De fato, as grandes
taxas de aquisicdo de resisténcia referente ao uso de rifampicina ou
mupirocina, assim como a emergéncia de resisténcias, sugerem que a
descolonizacdo deve ser limitada a situagbes especificas. Mesmo que
aparentémente eficaz, a descolonizacdo geralmente é témporaria podendo
ocasionar em recolonizacdo em dias ou semanas apOs o0 tratamento
(Strausbaugh et al. 1992, Kauffman et al 1993).

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

A parede celular de S. aureus mostra caracteristicas tipicas de bactérias
Gram-positivas. A observacdo sob 0 microscopio eletrdnico revela uma
estrutura homogénea relativamente espessa medindo (cerca de 20 a 40nm) A
estrutura quimica da parede de S. aureus tém como principal componente, o
peptideoglicano. Este heteropolimero consiste de um dissacarideo formado por
camadas alternadas de N-acetilglicosamina e N-acetilmuramico (Giesbrecht et
al. 1998).

Além dessas macromoléculas encontramos proteinas e acidos teicoicos.
A oxacilina sendo um beta-lactamico tém como alvo a parede celular,
impedindo a unido das cadeias peptidicas e a acdo das transpeptidases
(Trabulsi et al. 1999, Murray et al. 2006).

Petersson et al. (1999) realizaram experimentos com Cloreto de Sodio e
oxacilina para determinar se estes compostos poderiam alterar a composi¢ao
muropeptidica da parede, e observaram que os compostos muropeptidicos se
desenvolvem mais lentamente e que houve um aumento no potencial autolitico
das células de MRSA.

Outros trabalhos demonstraram, no entanto que a oxacilina parece nao
inibir a sintese do peptidioglicano septal nos MRSA, mas promove um
crescimento mais lento destes micro-organismos (Wilkinson & Nadakavukaren
1983).
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Vijaranakul et al (1995) utilizaram Cloreto de Sédio e oxacilina no cultivo
de MRSA, concluindo que a parede celular apresentou alteracdo quando
comparada com os isolados cultivados na auséncia de Cloreto de Sodio e
oxacilina. Os aparentes efeitos deletérios da combinacdo Cloreto de Sodio e
oxacilina no desenvolvimento de cepas meticilina-resistentes podem ser
explicadas pelo efeito estimulatério do Cloreto de Sodio e da oxacilina no
enfraquecimento das ligagbes cruzadas do peptidioglicano durante o
crescimento celular. Entretanto, os estudos ndo avaliaram a interferéncia do

Cloreto de Sédio e oxacilina na morfometria de MRSA.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo Geral
Avaliar a interferéncia do Cloreto de Sodio e da oxacilina na morfologia de
Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA), isolados da saliva de

profissionais da area da saude.
2.2. Objetivos Especificos
e Avaliar a resisténcia a oxacilina em S. aureus pelo teste do agar triagem

oxacilina;

e Verificar o perfil de suscetibilidade de S. aureus a oxacilina pelo método de

disco difusao;

e Determinar a concentragdo inibitéria minima de S. aureus resistentes a

oxacilina pela técnica do Etest®;

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

Polimerase);

e Verificar as alteragbes morfologicas nos MRSA pela anédlise 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 Laboratério de Bacteriologia Médica do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de
Goids (LBM/IPTSP/UFG). Estas amostras foram isoladas da saliva de
profissionais de salde oriundos de instituicbes hospitalares do Estado de Sao
Paulo. A coleta da saliva dos profissionais participantes foi realizada sob a
coordenacao da Prof2. Dra. Elucir Gir da Escola de Enfermagem de Ribeirdo
Preto da Universidade de S&o Paulo (EE/USP — Ribeirdo Preto) em parceria
com o LBM/IPTSP/UFG.

3.2. Andlise Microbioldgica 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 témperatura de -20°C. Estas bactérias foram
reisoladas e reidentifadas no intuito de garantir a pureza das colbnias.

Os isolados foram inicialmente descongelados, semeados em caldo
triptic soy e incubados a 35°C por 24 — 48 horas. Em seguida, as culturas foram
semeadas em meio seletivo, agar manitol salgado, e incubadas a 35°C por 48
horas. As colbnias tipicas de S. aureus foram submetidas a coloragdo de Gram
e entéo reidentificadas com base nas seguintes provas: detec¢cdo da catalase,
da coagulase, da DNase e da lecitinase (Koneman et. al 2008). Cepas padréo
da American Type Culture Collection (ATCC) foram empregadas quando da
realizacdo das identificacbes (Staphylococcus aureus ATCC 25923), para

comprovacao dos testes.

3.2.1. Coloragéo de Gram

A partir das culturas acima foram preparados esfregacos, os quais, apos
fixados, foram cobertos com solucao aquosa de cristal violeta por 1 minuto. Em
seguida, as laminas foram lavadas em agua corrente e cobertas com lugol por
1 minuto. ApO6s nova lavagem em &gua corrente, os esfregacos foram

descorados com alcool/acetona, sendo entdo lavados em agua corrente. A
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contra-coloracao foi realizada com uma solugdo aquosa de fucsina por 30
segundos. Em seguida, a lamina foi lavada com agua e deixada ao ar para

secar.

3.2.2. Prova de Deteccédo da Catalase

Esta prova é empregada para diferenciar os membros da familia
Streptococcaceae e Micrococcaceae. Com o auxilio de uma agulha parte do
centro de uma colénia foi transferido para uma lamina limpa contendo peréxido
de hidrogénio a 3%. A prova foi considerada positiva para estafilococos apds a
producédo de bolhas de gas ou efervescéncia, resultantes da dissociacao do

peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio.

3.2.3. Prova de Deteccédo da Coagulase

A prova da coagulase é o procedimento de referéncia para identificacéo
de S. aureus. Com uma alca de platina, um indculo foi transferido para um tubo
de ensaio contendo plasma de coelho diluido a 1:5 em solugéo salina Os tubos
foram incubados a 35°C. A leitura foi realizada apos 2, 4, 18 e 24 horas para

observar a formacao de coagulo ou presenca de fibrina.

3.2.4. Prova de Deteccédo da Lecitinase

Esta prova consiste na verificacdo da producao de lecitinase pelo micro-
organismo. As colbnias de estafilococos foram semeadas em &gar Naito
contendo gema de ovo. Os isolados foram incubados a 35°C por 24 horas. A
formacdo de uma zona de precipitado no meio circunvizinho as col6nias.

indicou a positividade da prova.

3.2.5. Prova de Deteccdo da DNase

Algumas cepas de S. aureus podem produzir rea¢des duvidosas ou
fracas em tubo e raros isolados podem ser coagulase-negativos, nessas
condicdes, é util realizar a prova da DNase considerando que S. aureus s&o
produtores desta enzima.

As colonias de estafilococos foram inoculadas em meio contendo DNA
(DNase test Agar — Merck) e o corante metacromatico azul-de-toluidina e apos

24 horas de incubacgdo a 35°C, foi realizada a leitura. O desenvolvimento de
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uma coloracao résea ao redor das col6nias, indica hidrélise do DNA, ou seja,

estafilococos produtores de DNase.

4. Deteccdo Fenotipica da Resisténcia a Oxacilina em Staphylococcus
aureus

4.1. Teste de Triagem em Agar Oxacilina

Esta triagem foi executada em agar Mueller Hinton suplementado com
4% de Cloreto de Sdédio e 6ug/mL de oxacilina. O inéculo bacteriano foi
preparado a partir de uma cultura de 24 horas em solucédo salina com turbidez
equivalente a metade da escala 1 de McFarland e semeado em meio de
cultura. O desenvolvimento de uma colbnia foi considerado teste positivo
(CLSI 2007).

4.2. Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana pelo Método de Disco-

Difusao

As amostras bacterianas foram inoculadas em solugéo salina (0,85%)
com turbidez correspondente a metade da escala 1 de MacFarland e
semeadas com o auxilio de um swab esterilizado em &agar Mueller Hinton
suplementado com 2% de Cloreto de Sddio. Os discos cefoxitina 30ug e
oxacilina 1ug (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) foram depositados na superficie
do meio inoculado. O controle de qualidade foi realizado com cepa ATCC de
Staphylococcus aureus 25923. A leitura dos halos de inibicdo foi realizada
segundo os critérios do CLSI (2007).

4.3 Determinagado da Concentracédo Inibitéria Minima pelo Método do
Etest®

Os isolados de S. aureus que se mostraram resistentes a oxacilina no
teste de triagem e no teste de suscetibilidade antimicrobiana foram submetidos
a técnica do Etest® para determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM). Os micro-organismos foram cultivados em agar sangue (5% de sangue
de carneiro) e incubados a 35°C por 24 horas. Ap6s cultivo, um inéculo foi
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preparado em caldo Mueller-Hinton para obtencdo de uma concentracdo de 1,5
x 108 ufc/mL e inoculado em agar Mueller-Hinton (CLSI 2007).

Tiras de Etest® contendo oxacilina foram depositadas sobre a superficie
do agar e incubadas a 35°C por 24 horas. A leitura foi realizada de acordo com
instrucbes do fabricante. Os resultados foram interpretados segundo
documento do CLSI (2007).

5. Deteccao do Gene mecA pela reagcédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras de S.aureus resistentes a oxacilina e confirmadas pelos
Etest® foram semeadas em caldo Tripticase soy broth (TSB) e incubadas por 24
horas a 37°C. A seguir 1,5 mL da cultura bacteriana foi centrifugada por 5
minutos a 6000 rpm — 10°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se
mais 1,5mL da cultura para repeticdo da centrifugacdo. O sedimento foi
ressuspenso em 400 uL de tampéo TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH8,0)
contendo 12 pl de lisozima (1 mg/mL) e incubado por 1 hora a 37°C.

Em seguida, adicionou-se ao sistéma de digestdo 70uL de SDS 10% e 12
uL de proteinase K (10ug/Ml), e incubada a 56°C por 10 minutos. Apds
incubacéo, foi adicionado 100uL de Cloreto de Sédio a 5M seguidos de 80 pL
de solucdo CTAB/Cloreto de Sodio (10%CTAB, 0,73M Cloreto de Sdédio),
seguida por incubacgdo de 10 minutos a 65°C. A seguir adicionou-se um volume
igual de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1, v/v) e agitou-se por 30 segundos,
centrifugacdo por 5 minutos a 12,000 g. O sobrenadante foi precipitado pela
adicdo de 400ul de isopropanol que foi incubado a -20°C por 30 minutos. O
acido nucléico foi obtido por meio da centrifugacao a 12,000g por 20 minutos, a
seqguir foi lavado com 1 mL de etanol a 70% gelado que foi desprezado
posteriormente. Apds secagem o pellet foi ressuspenso em 50ul de agua Mili Q.

A presenca do gene mecA foi detectada pela técnica de PCR, utilizando
os primers mecAF 5-TGGCTATCGTGTCACAATCG-3' e mecAR 5'-
CTGGAACTTGTTGAGCAGAG-3'. A reacado de amplificagdo foi realizada em
um volume de 25 pL usando 1,25 unidades da enzima Tag DNA polimerase
(ABGene, Surrey, United Kingdom) em tampéo de reacdo 1x fornecido pelo
fabricante, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 mM de cada primer, 0,2 mM de dNTPs e 1 uL

da suspensdo celular em agua deionizada. Os parametros de ciclagem foram
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95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por um minuto, anelamento a
50°C por um minuto, extensdo a 72°C por um minuto e extensdo final com 5
minutos de incubacdo a 72°C. Ap6s a amplificacdo, o produto da PCR (8pl) foi
analisado em gel de agarose (0,8%), e detectado apds coloracdo com brometo

de etidio.

6. Avaliacao das Alteracdes Morfoldégicas nos MRSA

Para avaliar a interferéncia do Cloreto de Sdédio e da oxacilina na
morfologia de MRSA, os isolados foram previamente cultivados em diferentes
concentracdes de cloreto de sédio e oxacilina. As amostras foram cultivadas
em @&gar triptic soy contendo doze diferentes concentracdes do sal e do
antibiotico (Tabela 1) e incubadas a 35°C por até 72 horas.

Em seguida, foram confeccionadas laminas a partir das colénias que se
desenvolveram nos doze diferentes meios trabalhados. Parte da colénia em
estudo foi transferida para uma lamina previamente identificada, limpa, seca e
contendo solugéo salina. O esfregaco foi realizado em movimentos circulares,
fixados em chama direta e submetidos a coloracdo de Gram (Koneman et al.
2008).
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Tabela 1. Meios de cultura com diferentes concentracdes de Oxacilina e

Cloreto de Sodio

Oxa Cloreto de Saodio
Meio 1 2pg/mL 2%
Meio 2 2ug/mL 4%
Meio 3 2ug/mL 6%
Meio 4 2ug/mL 7,5%
Meio 5 4ug/mL 2%
Meio 6 4pg/mL 4%
Meio 7 4pg/mL 6%
Meio 8 4pg/mL 7,5%
Meio 9 6ug/mL 2%
Meio 10 6pg/mL 4%
Meio 11 6ug/mL 6%
Meio 12 6pg/mL 7,5%

6.1. Andalise Morfométrica

A analise morfométrica microscopica possibilita mensurar as estruturas
de forma objetiva e precisa, permitindo ainda relacionar diferentes estruturas
com suas funcdes. A analise microscoépica foi precedida pela calibragem das
medidas no equipamento, através da utilizacdo de uma lamina micrometrada
(0,01lmm). Esta técnica foi realizada por meio de microscopia
computadorizada, empregando o software Image J 1.38 (HIH — USA).

A lamina contendo o material corado pelo Gram foi analisada em uma
amplificacdo de 1.000 vezes, e 30 campos foram fotografados por meio de
uma maquina fotogréfica (SONY S85) acoplada ao microscopio (Axiostar —
ZEISS). As imagens foram capturadas e analisadas através da morfometria
interativa, que consiste na participagcdo direta do pesquisador contornado as

estruturas a serem medidas. O célculo do tamanho da amostra foi realizado
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pelo método proposto por Williams, (1977). O Software de morfometria (Image
J) emite resultados da mediana, desvio padrao, valor minimo e maximo dos
valores da area e didmetro das estruturas. As analises morfometricas foram
realizadas em colaboragdo com o Prof. Dr. Ruy de Souza Lino Junior

(Laboratério de Patologia Experimental).

7. Processamento e Analise de Dados

Para a analise estatistica foi inicialmente elaborada uma planilha,
através do programa Sigma Stat, versao 2.03. As variaveis foram submetidas
ao teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se a distribuicdo era normal e
homogénea. As diferencas entre os grupos foram comparadas usando o teste
ndo 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 colecao de 350 S.aureus isolados da saliva de profissionais da
saude e armazenados na Bacterioteca do LBM/IPTSP/UFG, foram
selecionados as amostras para a analise morfometrica considerando a
resisténcia a oxacilina, teste previamente realizado. Os isolados foram
reidentificados e todos apresentaram testes positivos para a producdo de
catalase, coagulase, DNase e lecitinase.

Para a determinacdo da resisténcia a oxacilina, as amostras foram
submetidas ao teste de triagem em agar oxacilina, ao antibiograma pelo
método de disco-difusdo e a determinagdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) pela técnica do Etest®. Todos o0s S. aureus que apresentaram
resisténcia a oxacilina foram entdo avaliados quanto a presenca do gene
mecA.

Apoés a caracterizacdo fenotipica e genotipica, foram identificados 20
MRSA. Estes foram entdo submetidos a avaliacdo morfologica das células, por
meio da analise morfometrica computadorizada associada a testes estatisticos
gue avaliaram o impacto do Cloreto de Sédio e da oxacilina sobre a morfologia
bacteriana.

8.1. Teste de Triagem em Agar Oxacilina
Todos os 20 MRSA desenvolveram no agar triagem oxacilina contendo

4% de Cloreto de Sédio e 6ug/ml de oxacilina.

8.2. Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana
Os resultados dos testes de suscetibilidade evidenciaram que os 20
MRSA exibiram resisténcia a cefoxitina e a oxacilina.

8.3. Determinagdo da Concentragao Inibitoria Minima (CIM) pela Técnica
do Etest®

Os resultados da CIM estéo apresentados na Tabela 2. As CIM variaram
de 0,064 pg/mL a >256 pg/mL, sendo que 10/20 (50%) dos MRSA

apresentaram uma CIM para a oxacilina >256 pg/mL.
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Tabela 2. Concentracédo inibitéria minima (CIM) e presenca

de gene mecA nos MRSA

Isolados Etest® Gene mecA
(MIC pg/mL)
MRSA1 >256 +
MRSA2 >256 +
MRSA3 >256 +
MRSA4 >256 +
MRSA5 >256 +
MRSAG >256 +
MRSA7 >256 +
MRSAS8 >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 +

Legenda: CIM (Concentrag&o inibitoria minima)

8.4.Deteccao do Gene mecA

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

e Figura 1.
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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. Analise Microscopica e Morfométrica

Os 20 isolados de MRSA foram submetidos a analise morfometrica
computadorizada associada a testes estatisticos, que avaliaram o impacto do
Cloreto de Sodio e da oxacilina sobre a parede bacteriana. Foram
confeccionadas 1.260 laminas, posteriormente submetidas a avaliagdo das
medidas de area e didmetro das células bacterianas, totalizando em 75.630
medidas.

A andlise microscopica dos isolados foi realizada por meio da
visualizagcdo microscopica, 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. Lamina do cultivo da cepa padrao de S. aureus (25923) corado pelo

Gram.

Figura 3 Lamina do cultivo da cepa padrdo de MRSA em 2ug de oxacilina e

diferentes concentra¢ges de Cloreto de Sddio, corado pelo Gram. A - Cultivo
em 2ug/2%; B - 2ug/4% e C - 2ug/6% D - 2ug/7,5%. OBJ.100x.
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Figura 4. Lamina do cultivo da cepa padrédo de MRSA em 4ug de oxacilina e

diferentes concentragfes de Cloreto de Sodio, corado pelo Gram. A - Cultivo
em 4ug/2%; B - 4ug/4% e C - 4ug/6% D - 4ug/7,5%. OBJ.100x.

Ana Claudia Alves de Oliveira- Dissertacio de Mestrado — IPTSP/UFG — 2010



36

Figura 5. Lamina do cultivo da cepa padrdo de MRSA em 6ug de oxacilina e

diferentes concentraces de Cloreto de Sodio, corado pelo Gram. A - Cultivo
em 6ug/2%; B - 6ug/4% e C - 6ug/6% D - 6ug/7,5%. OBJ.100x.

Ana Claudia Alves de Oliveira- Dissertacio de Mestrado — IPTSP/UFG — 2010



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

concentracdes de Cloreto de Sodio, corado pelo Gram. A - Cultivo em 4ug/2%;
B - 4ug/4% e C - 4ug/6% D - 4pg/7,5%. OBJ.100x.
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Figura 8. Lamina do cultivo de MRSA em 6ug de oxacilina e diferentes

concentracdes de Cloreto de Sodio, corado pelo Gram. A - Cultivo em 6ug/2%;
B - 6ug/4% e C - 6ug/6% D - 6ug/7,5%. OBJ.100x.

Das 20 amostras de MRSA estudadas, foram comparadas as areas e 0s
didametros das células, submetidas a concentragbes de 2ug, 4ug e 6ug de
oxacilina e simultaneamente 2%, 4%, 6% e 7,5% de Cloreto de Sodio, e
verificou ndo haver diferenca estatisticamente significativa (Figuras 9 e 10)
(Tabelas 2 e 3).
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Figura 9. Area Celular de Staphylococcus aureus meticilina resistentes

submetidos a diferentes concentragdes de oxacilina e Cloreto de Sédio
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Figura 10. Diametro de Staphylococcus aureus meticilina

submetidos a diferentes concentracdes de oxacilina e Cloreto de Sédio
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Tabela 3. Mediana e valores maximo e minimo encontrado na medida das areas das
células de S. aureus cultivadas em diferentes concentrac6es de Cloreto de Sddio e

oxacilina
Cloreto de 2% 4% 6% 7,5%
Sadio
Oxa | MED (max-min) MED(max-min) MED(max-min) MED(max-min)
2ug | 0,67(1,002-0,33) 0,63(1,01-0,39) 0,66(1,14-0,43) 0,69(1,038-0,38)
4ug | 0,65(1,51-0,36) 0,64(2,01-0,33) 0,65(1,57-0,35) 0,63(1,51-0,34)
6ug | 0,66(1,17-0,31) 0,67(1,13-0,32) 0,75(1,07-0,30) 0,66(1,21-0,32)

Legenda: MED (Mediana) max (méaximo) min (minimo) p<0,05.

Tabela 4. Mediana e valores maximo e minimo encontrado na medida dos diametros
das células de S.aureus cultivadas em diferentes concentracdes de Cloreto de Sddio

e oxacilina

Cloreto de
Sédio

2%

Oxa

MED(max-min)

4%

MED(max-min)

6%

MED(max-min)

7,5%

MED(max-min)

2ug
4ug

6ug

Legenda: MED (Mediana) max (maximo) min (minimo) p<0,05.

0,61(1,08-0,47)
0,60(1,11-0,54)

0,60(1,18-0,47)

0,58(1,07-0,50)
0,59(1,25-0,50)

0,60(0,99-0,49)

0,61(1,12-0,52)
0,62(1,12-0,50)

0,63(1,13-0,50)

0,74(1,03-0,54)
0,58(1,10-0,52)

0,63(1,03-0,44)
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9. Discussao
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A colonizacdo dos profissionais da area da saude por S. aureus
resistentes € uma realidade, constituindo-se em fonte potencial de infeccao
nosocomial, podendo ter impacto na saude dos clientes, familiares e do proprio
profissional. Neste trabalho, foram analisados 350 S. aureus isolados da saliva
de profissionais da saude 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 relacdo aos
testes feno-genotipicos realizados: provas da catalase, coagulase, DNase,
lecitinase, teste de triagem em &gar oxacilina, teste de suscetibilidade
antimicrobiana pelo método de disco-difusdo, determinacdo da concentracdo
inibitéria minima pelo método do Etest® e deteccao do gene mecA pela reacao
em cadeia da polimerase (PCR).

Carvalho et al. (2009) isolaram MRSA da saliva de profissionais da
saude, observaram resisténcia 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 compativeis com o
espectro de variacdo de isolamento de MRSA da saliva de profissionais da
saude (4,1-9,7%).

A identificacdo dos MRSA usando métodos convencionais € complexa e
alguns isolados séo dificeis de classificar, podendo apresentar perfil de
suscetibilidade a oxacilina variavel de acordo com a metodologia empregada.
Diferentes variaveis também podem interferir nos métodos laboratoriais para
deteccdo de MRSA, tais como: témperatura, periodo de incubacéo, densidade
do in6culo e concentracdo de Cloreto de Sédio utilizada no meio. Por esta
razao, a caracterizacdo morfoldégica dos MRSA é de importancia para a sua
melhor identificacdo (Echaniz et al. 2006).

Diferentes métodos tém sido propostos para a detecgcdo de MRSA.
Dentre estes, o cultivo do micro-organismo em agar Mueller Hinton contendo
4% de Cloreto de Sédio e 6 pg/mL de oxacilina (CLSI 2007). As 20 amostras de
MRSA foram avaliadas quanto a possiveis alteracbes na morfologia celular
decorrentes do cultivo em meios contendo diferentes concentracdes de Cloreto

de Sadio e oxacilina.
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As alteracdes morfolégicas foram analisadas por meio da morfometria
computadorizada e as células analisadas nao apresentaram alteracdes na
morfologia e no desenvolvimento nos diferentes meios empregados.
Morfologicamente, as células analisadas obtiveram uma variagdo de 0,58 a
0,75um de diametro, demonstrando estar dentro da média encontrada na
literatura, 0,5 a 1,5um de diametro (Murray et al. 2006).

O desenvolvimento celular dos MRSA cultivados em diferentes
concentracdes de Cloreto de Sodio (2, 4, 6 e 7,5%) e oxacilina (2, 4 e 6ug) foi
satisfatorio, demonstrando que concentracdes de até 7,5% de Cloreto de Sédio
e 6ug de oxacilina ndo interferem no crescimento e na morfologia dos MRSA.
Raju et al. (2007) fazendo uso da uma metodologia semelhante a realizada
neste estudo, também observou crescimento significativo de MRSA em
concentracdes de 2 a 50 g de oxacilina.

Outros estudos, porém, apresentam resultados diferentes. Madiraju et al.
(1987) analisaram o desenvolvimento de cepas de MRSA cultivadas em
concentracdo de 10ug de oxacilina e 5% de Cloreto de Sddio e verificaram que
o Cloreto de Sadio retardou o desenvolvimento celular das amostras de MRSA
em analise.

Jones et al. (1997) analisaram o desenvolvimento de cepas epidémicas
de MRSA a partir do cultivo em agar contendo 0,5 a 12% de Cloreto de Sodio e
caldo com até 10% de Cloreto de Sodio. Foi observada uma completa inibicdo
do desenvolvimento microbiano entre 7 e 10% de Cloreto de Sodio e inibicdo
parcial quando cultivados em 5%. Petersson et al. (1999) ao avaliarem a
interferéncia de diferentes concentracdes de Cloreto de Sodio e oxacilina na
producdo de beta-lactamase, observaram que a concentracdo de 5% de
Cloreto de Sdadio provocava a inibicdo do 4cido teicdéico e autélise celular.

Neste estudo, verificamos que as diferentes concentracdes de Cloreto
de Sddio e oxacilina ndo interferiram na morfologia celular dos MRSA
avaliados. Porém, Wilkinson & Nadakavukaren (1983) e Vijaranakul et al.
(1995) detectaram a presenca de alteracdes morfolégicas nas células de
MRSA, quando submetidas ao cultivo na presenca de Cloreto de Sodio e
oxacilina. Segundo estes autores, as células estressadas pelo Cloreto de Sadio

tém uma ponte interpeptidica mais curta e mais frouxa do que as células nao
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estressadas, desestruturando, assim, o peptideoglicano podendo ocorrer uma
alteracao morfolégica nas células.

A escassez de estudos existentes sobre o comportamento morfolégico
de MRSA, quando cultivados em concentragfes variadas de Cloreto de Sodio e
oxacilina, dificultou a comparacdo dos nossos resultados com outros trabalhos

realizados.
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10. Conclusdes
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eMRSA avaliados apresentaram perfil uniforme em relacdo aos testes feno-
genotipicos realizados: &gar triagem oxacilina, perfil de suscetibilidade a
oxacilina pelo método de disco difusdo, determinacdo da concentracédo
inibitéria minima pela técnica do Etest® e deteccdo do gene mecA pela da
técnica de PCR.

eNd&o foram observadas alteracdes quanto ao aspecto morfolégico nos MRSA
em relacdo as diferentes concentracdes de Cloreto de Sédio (2, 4, 6 e 7,5%) e

oxacilina (2,4 e 6 pg/mL) empregadas.
O cultivo de MRSA nas diferentes concentracbes de Cloreto de Sdédio e

oxacilina empregadas neste estudo ndo promoveram alteracdes morfologicas

nas células que pudessem ser detectadas pela metodologia empregada.
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Apéndice 1. Representa a mediana e os valores maximo e minimo das areas

NaCl 2% 4% 6% 7,5%
Oxa MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min)
2ug 0,33(0,53-0,20) 0,39(0,68-0,20) 0,43(0,63-0,21) 0,38(0,61-0,20)

Amostral 4 ug
6 ug
2ug

Amostra 2 4 ug
6 ug
2ug

Amostra 3 4 ug
6 ug
2ug

Amostra 4 4 ug
6 ug
2ug

Amostra 5 4 ug
6 ug
2ug

Amostra 6 4 ug
6 ug
2ug

Amostra 7 4 g

6 ug

0,36(1,12-0,20)

0,31(0,58-0,11)

1,08(1,98-0,531)

1,12(1,93-0,59)
1,17(1,95-0,39)
1,01(1,97-0,54)
1,51(2,66-0,67)
0,91(3,30-0,32)
0,56(1,13-0,41)
0,56(1,93-0,54)
0,64(1,51-0,47)
0,67(1,20-0,44)
0,67(1,14-0,41)
0,65(1,00-0,42)
0,56(0,90-0,40)
0,56(0,88-0,40)
0,64(1,05-0,40)
0,66(0,96-0,45)
0,59(0,85-0,40)

0,71(1,01-0,44)

0,33(0,59-0,20)
0,32(0,72-0,15)
1,08(1,93-0,53)
1,13(1,93-0,53)
0,86(1,80-0,40)
1,06(2,14-0,60)
2,01(3,93-1,20)
1,13(1,82-0,59)
0,57(1,18-0,45)
0,62(1,71-0,51)
0,56(1,91-0,64)
0,61(0,99-0,43)
0,67(1,17-0,45)
0,75(1,33-0,44)
0,57(0,84-0,40)
0,62(0,96-0,42)
0,56(1,01-0,40)
0,58(0,86-0,41)
0,54(0,76-0,36)

0,63(0,54-0,41)

0,35(0,5-0,2)
0,30(0,66-0,15)
1,11(1,98- 0,53)
1,07(1,98-0,51)
1,05(1,93-0,53)
1,14(2,00-0,62)
1,57(3,0-0,78)
1,07(2,12-0,60)
0,60(1,07-0,44)
0,57(1,72-0,52)
0,60(2,02-0,46)
0,64(1,08-0,40)
0,68(1,17-0,40)
0,79(1,38-0,49)
0,60(0,95-0,40)

0,57(0,89-0,40)

0,60(0,97-0,407)

0,61(0,90-0,40)

0,57(0,85-0,428)

0,62(0,96-0,40)

0,34(0,59-0,21)
0,32(0,67-0,11)
1,17(1,97-0,51)
1,09(1,93-0,52)
1,02(1,54-0,35)
0,99(2,94-0,58)
1,51(2,66-0,67)
1,21(2,29-0,58)
0,63(1,51-0,40)
0,63(1,62-0,52)
0,59(0,72-0,44)
0,60(1,06-0,41)
0,60(1,17-0,41)
0,70(1,33-0,50)
0,63(0,92-0,40)
0,63(1,03-0,42)
0,59(0,98-0,40)
0,59(0,95-0,40)
0,60(0,94-0,44)

0,65(1,01-0,41)
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NaCl

Oxa

2%

MED (max-min)

4%

MED (max-min)

6%

MED (max-min)

7,5%

MED (max-min)

2ug

Amostra 8 4 ug
6 ug

2ug

Amostra 9 4 ug
6 g

2ug

Amostra10 4

Hg
6 ug

2ug

Amostrall 4

Hg
6 ug

2ug

Amostra 12 4

Hg
6 ug

2ug

Amostra 13 4

M9
6 ug

2ug

Amostral4 4

Hg
6 ug

0,97(1,76-0,53)

0,65(0,97-0,45)
0,67(0,92-0,44)
0,813(1,46-0,3)
0,94(1,19-0,30)
0,82(1,18-0,31)
0,65(0,92-0,40)
0,66(0,89-0,36)
0,67(0,97-0,48)
0,81(1,2-0,30)
0,87(1,2-0,3)
0,90(1,19-0,3)
0,62(0,87-0,34)
0,66(0,87-0,45)
0,60(0,90-0,37)
0,57(1,2-0,30)
0,63(1,04-0,3)
0,57(1,10-0,3)
0,83(1,46-0,42)
0,91(1,19-0,30)

0,81(1,19-0,30)

1,01(1,59-0,40)

0,64(0,91-0,43)
0,72(0,97-0,49)
0,76(1,12-0,30)
0,75(1,13-0,33)
0,93(1,19-0,3)
0,65(0,94-0,32)
0,64(0,91-0,40)
0,69(0,89-0,49)
1,01(1,79-0,37)
0,91(1,2-0,34)
0,87(0,78-0,3)
0,62(0,91-0,39)
0,65(0,89-0,39)
0,63(0,89-0,40)
0,60(1,2-0,3)
0,54(0,99-0,30)
0,60(0,98-0,30)
0,87(1,18-0,30)
0,94(1,32-0,31)

0,86(1,18-0,33)

0,98(1,87-0,468)

0,65(0,87-0,46)
0,75(0,79-0,51)
0,89(1,19-0,30)
0,83(1,19-0,30)
0,92(1,32-0,30)
0,66(0,87-0,41)
0,63(0,87-0,31)
0,69(0,85-0,46)
0,87(1,19-0,30)
0,91(1,19-0,30)
0,87(1,2-0,3)
0,66(0,97-0,36)
0,70(0,90-0,48)
0,63(0,87-0,33)
0,61(1,2-0,3)
0,61(0,99-0,3)
0,61(0,99-0,22)
0,84(1,18-0,31)
0,82(1,89-0,11)

0,94(1,19-0,30)

1,03(1,86-0,42)

0,63(0,82-0,42)
0,69(0,94-0,45)
0,92(1,19-0,30)
0,87(1,2-0,3)
0,86(1,2-0,30)
0,59(0,87-0,31)
0,59(0,87-0,31)
0,66(0,85-0,42)
0,83(1,19-0,32)
0,82(1,2-0,301)
0,91(1,18-0,30)
0,65(0,91-0,49)
0,63(0,89-0,40)
0,63(0,98-0,32)
0,62(1,18-0,3)
0,54(0,99-0,30)
0,66(1,18-0,3)
0,75(1,39-0,30)
0,86(1,2-0,31)

0,93(1,19-0,31)
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NaCl 2% 4% 6% 7,5%
Oxa MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min) MED (max-min)
2ug  0,95(0,85-0,40) 0,51(0,68-0,4) 0,50(0,67-0,4) 0,59(0,98-0,4)

Amostral5 4

ug
6 ug

2ug

Amostra 16 4

Hg
6 g

2ug

Amostral7 4

ug
6 ug

2ug

Amostra 18 4

ug
6 ug

2ug

Amostra1l9 4

Hg
6 ug

2ug

Amostra 20 4

Hg
6 ug

2ug

Cepa Padréo 4

Hg
MRSA

6 ug

0,56(0,90-0,40)
0,65(1,00-0,42)
0,56(0,99-0,30)
0,56(0,96-0,31)
0,60(0,98-0,23)
0,47(0,79-0,30)
0,51(0,76-0,37)
0,48(0,69-0,30)
0,59(0,85-0,39)
0,61(0,91-0,43)
0,66(0,95-0,45)
1,00(1,87-0,40)
0,93(1,19-0,30)
0,91(1,19-0,30)
0,85(1,34-0,13)
0,61(0,87-0,41)
0,59(0,94-0,42)
0,89(1,56-0,13)

0,83(1,39-0,12)

0,66(0,85-0,42)

0,57(0,84-0,40)
0,67(1,01-0,49)
0,64(0,99-0,32)
0,57(0,99-0,30)
0,54(0,99-0,32)
0,54(0,83-0,29)
0,56(0,77-0,42)
0,52(0,79-0,34)
0,63(0,86-0,40)
0,61(82-0,40)

0,65(0,95-0,41)
0,79(1,28-0,3)

0,81(1,19-0,30)
0,78(1,19-0,30)
0,60(0,92-0,40)
0,61(0,96-0,40)
0,66(0,80-0,44)
0,78(1,09-0,41)

1,04(1,45-0,21)

0,69(0,89-0,48)

0,54(1,05-0,40)
0,77(1,38-0,51)
0,56(0,99-0,30)
0,60(0,99-0,31)
0,58(0,98-0,30)
0,49(0,80-0,34)
0,53(0,75-0,34)
1,03(1,94-0,43)
0,67(0,96-0,40)
0,54(0,81-0,38)
1,03(1,68-0,51)
0,83(1,19-0,30)
0,89(1,39-0,31)
0,90(1,19-0,30)
0,66(0,98-0,12)
0,65(1,01-0,41)
0,72(1,07-0,37)
0,83(1,29-0,46)

0,88(1,48-0,21)

0,67(0,88-0,46)

0,60(0,98-0,40)
0,70(1,33-0,50)
0,58(0,99-0,31)
0,57(0,99-0,30)
0,54(0,99-0,30)
1,03(1,49-0,43)
0,57(0,72-0,38)
0,52(0,72-0,35)
0,99(1,77-0,43)
0,62(0,86-0,48)
0,63(0,89-0,40)
0,89(1,19-0,30)
0,82(1,84-0,3)
0,94(1,18-0,3)
0,69(1,01-0,44)
0,57(0,85-0,34)
0,841(1,19-0,30)
0,76(1,6-0,10)

0,82(1,63-0,11)

0,65(0,92-0,50)

Legenda: MED ( Mediana) max (maximo) min ( minimo) p<0,05
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Apéndice 2. Representa a mediana e os valores maximo e minimo dos diametros

NaCl

Oxa

2%

MED (max-min)

4%

MED (max-min)

6%

MED (max-min)

7,5%

MED (max-min)

2ug
Amostral 4 ug
6 ug
2pg
Amostra 2 4 ug
6 ug
2ug
Amostra 3 4 ug
6 ug
2ug
Amostra 4 4 ug
6 ug
2pg
Amostra 5 4 ug
6 ug
2ug
Amostra 6 4 ug
6 ug
2pg
Amostra 7 4 ug

6 ug

0,68(1,06-0,41)
0,71(1,16-0,41)
0,63(0,96-0,39)
1,08(1,99-0,51)
1,11(1,84-0,58)
1,18(1,99-0,52)
0,83(1,76-0,61)
1,09(1,76-0,70)
1,04(1,79-0,47)
0,52(0,90-0,52)
0,54(1,27-0,49)
0,54(1,07-0,47)
0,61(0,99-0,43)
0,60(0,94-0,47)
0,60(0,81-0,43)
0,52(0,74-0,40)
0,54(0,76-0,43)
0,54(1,01-0,41)
0,56(0,70-0,41)
0,54(0,72-0,41)

0,58(0,87-0,45-)

0,77(1,19-0,41)
0,72(1,11-0,42)
0,66(1,16-0,42)
1,07(1,74-0,50)
1,11(1,97-0,62)
0,94(1,70-0,60)
0,84(1,45-0,61)
1,25(2,08-0,92)
0,99(1,45-0,25)
0,54(1,09-0,52)
0,54(1,27-0,52)
0,49(1,18-0,69)
0,58(0,85-0,45)
0,61(0,89-0,47)
0,67(1,01-0,49)
0,54(0,74-0,43)
0,54(0,70-0,43)
0,49(0,76-0,40)
0,52(0,72-0,40)
0,50(0,67-0,40)

0,54(0,72-0,43)

0,85(1,20-0,44)
0,70(1,16-0,36)
0,63(1,11-0,41)
1,12(1,93-0,52)
1,07(1,98-0,57)
1,13(1,91-0,70)
0,95(1,39-0,65)
1,12(1,78-0,76)
0,90(1,32-0,63)
0,54(0,98-0,50)
0,56(1,43-0,54)
0,53(1,21-0,49)
0,61(1,05-0,41)
0,63(0,99-0,45)
0,70(1,10-0,50)
0,54(0,69-0,43)
0,56(0,74-0,43)
0,53(0,92-0,41)
0,52(0,70-0,41)
0,50(0,67-0,40)

0,54(0,72-0,36)

0,74(1,1-0,33)

0,69(1,19-0,36)
0,65(1,19-0,30)
1,14(1,92-0,43)
1,10(1,99-0,51)
1,03(1,49-0,11)
0,83(1,58-0,60)
1,09(1,76-0,70)
1,00(1,52-1,00)
0,54(1,07-0,47)
0,58(1,25-0,56)
0,52(0,99-0,40)
0,60(0,92-0,43)
0,58(0,94-0,41)
0,63(0,98-0,45)
0,54(0,69-0,40)
0,58(0,81-0,45)
0,56(0,90-0,41)
0,54(0,77-0,41)
0,52(0,67-0,40)

0,56(0,79-0,41)
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NaCl

Oxa

2%

MED (max-min)

4%

MED (max-min)

6%

MED (max-min)

7,5%

MED (max-min)

2ug

Amostra 8 4 ug
6 ug

2ug

Amostra 9 4 ug
6 g

2ug

Amostra10 4

Hg
6 ug

2ug

Amostrall 4

Hg
6 ug

2ug

Amostra 12 4

Hg
6 ug

2ug

Amostra 13 4

M9
6 ug

2ug

Amostral4 4

Hg
6 ug

0,95(1,69-0,47)

0,58(0,78-0,43)
0,61(0,91-0,52)
0,82(1,45-0,31)
0,95(1,20-0,30)
0,81(1,2-0,31)
0,60(0,82-0,41)
0,62(0,82-0,36)
0,58(0,74-0,45)
0,81(1,2-0,3)
0,89(1,19-0,30)
0,91(1,86-0,30)
0,58(0,82-0,38)
0,58(0,80-0,44)
0,54(0,76-0,38)
0,57(1,19-0,31)
0,63(1,04-0,30)
0,58(1,11-0,30)
0,83(1,43-0,43)
0,90(1,20-0,3)

0,81(1,19-0,3)

1,00(1,55-0,4)

0,54(0,70-0,41)
0,60(0,79-0,49)
0,74(1,19-0,30)
0,73(1,18-0,36)
0,93(1,19-0,3)

0,58(0,89-0,4)

0,60(0,82-0,42)
0,61(0,83-0,45)
1,00(1,2-0,31)

0,91(1,2-0,31)

0,87(1,19-0,31)
0,56(0,74-0,43)
0,59(0,82-0,36)
0,58(0,80-0,33)
0,61(1,19-0,30)
0,55(1,00-0,31)
0,61(0,99-0,30)
0,87(1,19-0,3)

0,94(1,31-0,30)

0,85(1,2-0,34)

1,01(1,39-0,49)

0,56(0,70-0,45)
0,60(0,94-0,45)
0,90(1,19-0,3)
0,81(1,2-0,3)

0,92(1,31-0,30)

0,60(0,84-0,402)

0,60(0,83-0,34)
0,62(0,81-0,40)
0,87(1,2-0,30)
0,91(1,19-0,3)
0,88(0,92-0,30)
0,58(0,82-0,4)
0,63(0,84-0,42)
0,55(0,72-0,38)
0,61(1,19-0,30)
0,62(1,00-0,30)
0,63(0,99-0,30)
0,83(1,19-0,3)
0,82(1,19-0,31)

0,94(1,19-0,3)

1,01(1,98-0,43)

0,56(0,70-0,47)
0,60(0,83-0,45)
0,91(1,94-0,3)
0,89(1,19-0,31)
0,84(1,2-0,3)
0,54(0,85-0,34)
0,56(0,85-0,34)
0,62(0,81-0,40)
0,85(1,12-0,31)
0,82(1,2-0,30)
0,92(1,47-0,30)
0,60(0,75-0,43)
0,58(0,82-0,43)
0,57(0,92-0,30)
0,64(1,19-0,30)
0,55(1,00-0,31)
0,67(1,19-0,30)
0,75(1,40-0,3)
0,66(1,2-0,30)

0,93(1,2-0,30)
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NaCl

Oxa

2%

MED (max-min)

4%

MED (max-min)

6%

MED (max-min)

7,5%

MED (max-min)

2ug

Amostral5 4

ug
6 g

2ug

Amostra 16 4

ug
6 ug

2ug

Amostral7 4

ug
6 g

2ug

Amostra 18 4

ug
6 g

2ug

Amostra 19 4

ug
6 g

2ug

Amostra 20 4

ug
6 ug

2ug

Cepa Padrao 4

Mg
MRSA

6 g

0,54(0,80-0,41)

0,52(0,74-0,4)

0,60(0,81-0,43)
0,47(0,91-0,30)
0,49(0,85-0,30)
0,56(0,88-0,22)
0,47(0,65-0,34)
0,47(0,65-0,34)
0,47(0,58-0,36)
0,58(0,76-0,45)
0,56(0,72-0,41)
0,56(0,79-0,45)
0,99(1,66-0,40)
0,93(1,19-0,30)
0,90(1,19-0,3)

0,85(1,34-0,30)
0,54(0,72-0,43)
0,52(0,80-0,4)

0,91(1,57-0,25)

0,84(1,39-0,23)

0,61(0,81-0,40)

0,55(0,78-0,42)

0,54(0,74-0,43)
0,54(1,33-0,44)
0,53(0,89-0,30)
0,46(0,88-0,30)
0,54(0,88-0,30)
0,50(0,74-0,36)
0,51(0,74-0,36)
0,49(0,63-0,4)
0,58(0,72-0,45)
0,56(0,69-0,45)
0,54(0,79-0,45)
0,79(1,19-0,31)
0,81(1,2-0,3)
0,78(1,19-0,3)
0,54(0,70-0,40)
0,52(1,48-0,28)
0,56(0,82-0,37)
0,76(1,09-0,42)

1,08(1,62-0,22)

0,60(0,74-0,45)

0,58(0,85-0,42)

0,54(1,01-0,41)
0,50(1,38-0,49)
0,47(0,99-0,30)
0,50(0,88-0,30)
0,47(0,87-0,30)
0,49(0,69-0,34)
0,49(0,69-0,34)
1,03(1,65-0,49)
0,61(0,73-0,49)
0,54(0,72-0,41)
1,05(1,49-0,52)
0,83(1,19-0,30)
0,88(1,99-0,30)
0,89(1,20-0,30)
0,56(0,78-0,4)

0,58(0,89-0,40)
0,71(1,08-0,36)
0,81(1,23-0,41)

0,88(1,49-0,14)

0,60(0,81-0,40)

0,62(0,90-0,41)

0,56(0,90-0,41)
0,63(0,98-0,45)
0,47(0,88-0,30)
0,47(0,88-0,30)
0,44(0,92-0,30)
1,03(1,49-0,4
0,52(1,4-0,4)
0,50(0,67-0,4)
1,00(1,73-0,42)
0,58(0,76-0,46)
0,56(0,83-0,38)
0,90(1,19-0,3)
0,82(1,92-0,31)
0,952(1,22-0,3)
0,56(0,80-0,43)
0,52(0,74-0,4)
0,83(1,2-0,3)
0,74(1,62-0,25)

0,83(1,75-0,11)

0,60(0,80-0,44)

Legenda: MED ( Mediana) max (maximo) min ( minimo) p<0,05.
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13. Anexos
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Anexo 1- Roteiro para preparacdo de Dissertacdo de Mestrado e Tese de
Doutorado no PPGMT

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOI:E\S )
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

PROGRAMA DE POS-GRADUAQ&O EM MEDICINA TROPICAL
Rua Delenda Rezende Melo, S/N- Setor Universitario - 74605-050 - Goiania-GO
Fone (062)521.1837 - 209.61.02 - FAX (062)521.1839 — E-mail: ppgmt@iptsp.ufg.br

ROTEIRO PARA PREPARACAQ DE DISSERTACAO DE MESTRADO E TESE DE DOUTORADO

COMENTARIOS GERAIS:

O Colegiado do Curso recomenda que todas as teses e dissertacdes sejam apresentadas segundo as especificacdes
a seguir:

1.

[¥¥]

As teses ou dissertagdes, qualquer que seja a modalidade escolhada: classica ou baseada em manuscritos,
devem ser redigidas em portugués. Para a modalidade baseada em manuscrito(s) estes devem ser incluidos
1o idioma em que foram publicados/ submetidos a publicacfio e as demais partes da tese devem ser redigidas
em portugués.

Teses a nivel de Doutorado devem conter contribuigdes originais efon importantes para area de
conhecimento.

A dissertacio para obtengdo do grau de mestre deve mostrar a fanmliaridade com trabalhos prévios na area e
habilidade para desenvolver, orgamizar e discutir os resultados da investigacdo. Nio ha exigéncia de
originalidade na investigacio/ resultados apresentados.

Qualquer que seja a modalidade escolhida, esta devera ser apresentada com: capa. contracapa no verso da
qual devera ser inserida a ficha catalografica (segundo modelo da Biblioteca Central da UFG), pagina de
aprovacdo (para o exemplar final), agradecimentos, dedicatona, lista de abreviaturas.

COMPONENTES DA TESE DE MESTRADO OU DOUTORADO

1. OPCAO CLASSICA

A tese deve incluir na segumnte ordem:

a)
b}
c)
d)
£)
f)
g)
h}
1)

i)

Sumario do contenido;

Resumo em portugués e em nglés;

Introducido/ revisdo da literatura nos moldes tradicionais;

Objetivos do estudo;

Material e métodos: descrigdio da populacio e métodos utilizados;

Resultados: descricio dos principais resultados e apresentacio de tabelas/ grafica/ fotografias, ete;
Discusséio dos resultados nos moldes tradicionais.

Conclusdes/ recomendagdes finais;

Referéncias bibliograficas de acordo com as normas adotas pelo periodico: Memoras do Instituto Oswaldo
Cmuz. )

Anexos opcionais: Aprovacio do Conuté de Etica, fichas/questionarios utilizados.

2. OPCAO BASEADA EM MANUSCRITO

Como alternativa para formato de tese classica ou tradicional a tese pode consistir em apresentacdo de um ou
mais arfigos nos quais o candidato € autor ou co-autor. Os artigos devem ter um eixo comum caracterizando-os
como componentes de uma tnica linha de investigacio.

1.

2

a)

Os candidatos tem a opcio de mcluir como parte integrante da tese o texto de um ou mais manuscritos
submetidos, ou a serem submetidos para publicagdo ou artigos ja publicados.

A tese deve ser mais do que uma coletinea de manuscrito(s). Todos os componentes da tese devem ser
integrados com uma progressio logica de um capitulo para o proximo. Para assegurar que a tese tenha
continuidade de contenido, textos de conexio que possibilitem vinculos entre os diferentes artigos sdo
recomendados.

A estrutura da tese com msercio de manuscrito(s) deve conter na seguinte ordem:

Sumario do contenido;

Ana Claudia Alves de Oliveira- Dissertacao de Mestrado — IPTSP/UFG — 2010



76

b) Resumo geral da tese/ dissertaciio em portugués e em inglés;

c) Introdugdo/ revisiio da literatura, nos moldes tradicionais.

d)  Manuscrito(s) tats como publicados/redigidos/submetidos com texto de ligacéo;

e) Conclusdes/ recomendacdes finais;

k) Referéneias bibliograficas citadas na mtroducio e textos de conexio de acordo com as normas adotadas pelo
periddico Memérias do Instituto Oswaldo Cruz. www.fiacruz.br

1) Anexos opcionais: Aprovacio do Comité de Etica, fichas/questionarios utilizados.

Adendo: Nos casos de msercio de artigos ja publicados, recomenda-se que s6 sejam incluidos na tese artigos sob
co-autoria de pos graduandos quando estes tenham tido participacdo substancial nos trabalhos. Nestes casos,
sugerimos uma declaraciio explicita de todos os co-autores e colaboradores do(s) trabalho(s) apresentado(s)
especificando qual tipo de participacdo. Esta declaracdo poderia ser incluida em uma parte imicial da tese
denominada: Contribuicio dos autores. Consideramos que seja mteresse dos candidatos e onentadores
especificar claramente as responsabilidades de todos os antores e co-autores nos artigos apresentados.

Quando houver a inclusiio de manuscritos a serem submetidos, relacionar apenas o nome do pos graduando na
autoria.

Modificagdes substanciais no contetido da tese devem ser autorizados previamente pela conussio de pos
graduacio.

MODELO CAPA MODELO CONTRACAPA
MINISTERIO DA EDUCACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA
SAUDE PUBLICA PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
MEDICINA TROPICAL

Nome do Pas-Graduandoe

Nome do Pas-Graduando
(Titulo da Tese ou Dissertacia)

Orientador: (Titulo da Tese ou Dissertaciia)
Nome
Orientador:
Nome

Dissertacio/Tese de (Mestrado ou Doutorado) Tese ou dissertacio submetida ao PPGMT/UFG
como reguisito parcial para obtencio do Grau de

i
na irea de concentracio de ...

Goidnia-GO., ano Este trabalho foi realizado com o auxilio financeiro
do....., processo....

Golania-GO. ano
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Anexo 2 — Normas adotadas pelo Periddico: Memorias do Instituto Oswaldo

Cruz

MEMORIAS DO INSTRUCOES AOS AUTORES
INSTITUTO

OSWALDO o Obijetivos e politica editorial

¢ Formato e estilo

ISSN 0074-0276

versao impressa e CheckKlist para 0s manuscritos
ISSN 1678-8060

versao on-line

Objetivos e politica editorial

As Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz sdo uma revista multidisciplinar que
publica pesquisas originais relativas aos campos da medicina tropical (incluindo
patologia, epidemiologia de campo e estudos clinicos), parasitologia médica e
veterinaria (protozoologia, helmintologia, entomologia e malacologia) e
microbiologia meédica (virologia, bacteriologia e micologia). A revista aceita,
especialmente, pesquisas béasicas e aplicadas em bioquimica, imunologia,
biologia molecular e celular, fisiologia, farmacologia e genética relacionada a
essas areas. Comunicagfes breves sdo também consideradas. Artigos de
revisdo sO quando solicitados. Ocasionalmente, trabalhos apresentados em
simp0sios ou congressos sao aparecem como suplementos.

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

A submissdo de um manuscrito as Memarias requer que este ndo tenha sido
publicado anteriormente (exceto na forma de resumo) e que ndo esteja sendo
considerado para publicagéo por outra revista. A veracidade das informacdes e
das citacdes bibliogréficas é de responsabilidade exclusiva dos autores.

Os manuscritos serdo analisados por pelo menos dois pareceristas; a
aprovacdo dos trabalhos serda baseada no conteudo cientifico e na
apresentacao.

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

Os manuscritos que nédo estiverem de acordo com estas instru¢cdes serao
imediatamente devolvidos.

Ao encaminhar um manuscrito para a revista, os autores devem estar cientes
de que, se aprovado para publicagdo, o copyright do artigo, incluindo os direitos
de reproducdo em todas as midias e formatos, deverd ser concedido
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exclusivamente para as Memdérias. A revista ndo recusara as solicitagbes
legitimas dos autores para reproduzir seus trabalhos.

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

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

¢ O manuscrito (incluindo tabelas e referéncias) deve ser preparado em um
software para edicdo de textos, em espacgo duplo, fonte 12, impresso em
papel padrdo e paginado. As margens devem ser de pelo menos 3 cm.

e A seqliéncia do artigo deve ser: titulo resumido (com até 40 caracteres -
letras e espacos), titulo (com até 250 caracteres), autores (sem titulos ou
graduacgdo), afiliacdo institucional (endereco completo somente do autor
correspondente), resumo, palavras-chave, notas de rodapé indicando a
fonte de financiamento ou mudancas de endereco, introdugcdo, material e
metodos, resultados, discussdo, agradecimentos (0os minimos
necessarios), referéncias, tabelas (fora do texto e com titulo), e figuras
(com legendas em folha separada).

e SO as referéncias citadas no texto devem aparecer nas lista e devem seguir o
estilo do Index Medicus. Se a referéncia for de artigo ainda nédo publicado,
mas ja aceito, devera ser apresentada carta da revista que publicara o
manuscrito ou de outros autores autorizando a referida citacéo.

e Para maiores informacdes sobre o formato e o estilo da revista, favor
consultar um namero recente da Revista ou entrar em contato com a Editoria
Cientifica 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: titulo
corrente, titulo, nomes dos autores, afiliagbes institucionais, resumo, palavras-
chave, introdugdo, materiais e métodos, resultados, discusséo, agradecimentos
e referéncias. Patrocinios devem ser mencionados em nota de rodapé na
primeira pagina.

Resumo: Com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicacdes
breves), o resumo deve apresentar 0s objetivos do estudo ou pesquisa, seus
procedimentos basicos (selecdo dos témas de estudo ou animais de
laboratorio; métodos analiticos ou de observacao), as principais descobertas ou
resultados (oferecendo dados especificos e seu significado estatistico, se
possivel), e as principais conclusdes. Deve enfatizar novos e importantes
aspectos do estudo ou observagoes.

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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Introducdo: Deve determinar o proposito do estudo, oferecer um breve resumo
(e ndo uma revisdo de literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, e
especificar quais novos avancos foram alcancados através da pesquisa. A
introducéo n&o deve incluir dados ou conclusdes do trabalho em referéncia.

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

Etica: Ao descrever experimentos relacionados a témas humanos, indicar se
os procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padrdes éticos do
comité responsavel por experimentos humanos (institucional ou regional) e de
acordo com a Declaracdo de Helsinki de 1975, revisada em 1983. Nao 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 laboratério foram seguidas.

Resultados: Devem oferecer uma descricdo concisa das novas informacodes
descobertas, com o minimo julgamento pessoal. N&o repetir no texto todos os
dados contidos em tabelas e ilustragdes.

Discusséo: Deve limitar-se ao significado de novas informacdes e relacionar
as novas descobertas ao conhecimento existente. Somente as citacbes
indispenséaveis devem ser incluidas.

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

Referéncias: Devem ser precisas. Somente as citagbes que aparecem no
texto devem ser referenciadas. Trabalhos ndo publicados, a ndo ser os ja
aceitos para publicagcdo, ndo devem ser citados. Trabalhos aceitos para
publicacdo devem ser citados como "in press"; nesse caso, uma carta de
aceitacdo da revista devera ser fornecida. Dados ndo publicados devem ser
citados somente no texto como "unpublished observations"; nesse caso, uma
carta com a permisséo do autor deve ser fornecida. As referéncias ao final do
manuscrito devem ser organizadas em ordem alfabética de acordo com o
sobrenome do primeiro autor.

Os titulos 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 nuamero de janeiro do Index Medicus ou no website

- No texto, usar o sobrenome dos autores e a data:
Lutz (1910) ou (Lutz 1910).

Com dois autores, a forma é
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(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912).

Quando ha mais que dois autores, somente o primeiro € 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 cardiaca 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., Fundagéo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, xxii + 580 pp.

Capitulo 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.

llustracBes: As ilustracbes devem ser limitadas ao minimo necesséario para
exemplificar estruturas ou condi¢Ges particulares, para sintetizar dados ou para
registrar resultados quantitativos. Detalhes de resultados apresentados nessa
forma ndo devem ser repetidos no texto. Figuras e tabelas devem ser
compreensiveis sem a necessidade de referéncia ao texto.

- Figuras devem ser apresentadas em uma folha de mesmo tamanho que as
do manuscrito. As fotografias devem ser bem nitidas, 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 numero da figura e uma
seta indicando a parte de cima da ilustracdo. Se apresentadas laminas, as
figuras devem ser numeradas consecutivamente em algarismos arabicos. As
escalas devem ser indicadas por uma linha ou barra na figura, e referenciadas,
se necessario, na legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e gréficos
devem ajustar-se tanto em uma coluna (7 cm) ou na largura completa (14.5 cm)
da pagina, e devem ser menores que a pagina para permitir a inclusdo da
legenda. As legendas devem ser encaminhadas em uma folha separada. As
letras e numeros nas figuras devem ter tamanho legivel apds a reducdo ou a
impressao. llustracdes coloridas somente podem ser aceitas se 0s autores
assumirem os custos. Por outro lado, uma fotografia colorida ilustra a capa de
cada fasciculo de Memoarias, e os autores sdo convidados a submeter para
consideracdo da revista ilustracbes com legendas de seus manuscritos que
poderdo vir a ilustrar a capa sem custos para os autores.

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

Comunicacgfes breves devem ser breves e diretas. Seu objetivo é comunicar
com rapidez resultados ou técnicas particulares. As comunica¢des ndo devem
ocupar mais do que quatro paginas impressas, incluindo figuras e/ou tabelas.
N&o devem conter referéncias em excesso. As referéncias devem ser citadas
no final do texto, usando o mesmo formato para artigos originais. Um resumo
breve e trés 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, 0s autores devem seguir as
diretrizes da quinta edi&o (Annals of Internal Medicine 1997; 126: 36-47, ou no
website http://www.acponline.org/journals/resource/unifregr/htm), sendo
responsaveis por modificar o manuscrito onde diferir das instrucdes aqui
apresentadas, se 0 manuscrito for aceito para publicacdo. Os autores também
deverdo seguir os Uniform Requirements para quaisquer outras diretrizes
omitidas nestas instrucdes.

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

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

- uma declaragéo assinada por todos os autores afirmando que:

(i) todos o0os dados contidos no trabalho @ séo precisos;
(if) todos os autores participaram do trabalho de forma substancial e estédo
preparados para assumir responsabilidade publica pelo seu conteudo;
(iii) o manuscrito ora apresentado a essa revista ndo esta sendo publicado no
todo ou em parte por outra revista, assim como nao esta sendo encaminhado
para outra publicacdo. Autores de diferentes paises ou instituicbes podem
assinar em diferentes folhas que contenham a mesma declaracéo;

- uma declaracdo de copyright fornecida pela producdo editorial da revista,
assinada pelo autor responsavel pela correspondéncia.

Taxas: A revista ndo cobra taxas para publicacéo.
Provas: Serdo enviadas provas tipograficas aos autores para a correcdo de
erros de impressédo. As provas devem retornar para a Producédo Editorial na

data estipulada. Outras mudangas no manuscrito original ndo serdo aceitas
nesta fase.
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Separatas: Os autores receberdo 30 separatas gratuitamente. Junto, um
formulario de pedidos e uma lista de precos serdo enviados aos autores,
permitindo que novas separatas sejam solicitadas.
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