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RESUMO 

 

 

 

OLIVEIRA, Rodrigo Coelho de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
dezembro de 2007.  Resistência à Oxacilina e à Vancomicina em 
Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase negativos de 
diferentes origens. Orientadora: Célia Alencar de Moraes. Co-Orientadores: 
Maria Aparecida Scatamburlo Moreira e Edna Froeder Arcuri  
 
Os determinantes de resistência aos antimicrobianos vancomicina e 

oxacilina foram investigados em 264 bactérias do gênero Staphylococcus 

originados de salame fermentado, de bovinos acometidos com mastite e de 

casos clínicos humanos. Todos os isolados foram sensíveis ao antibiótico 

vancomicina e não apresentaram o gene vanA. Dos 57 isolados de salame 

fermentado, houve um predomínio de CNS, estafilococos coagulase 

negativos , (89,5%) sobre Staphylococcus aureus (10,5%) e apenas um 

isolado apresentou-se resistente à oxacilina pelo método de difusão em 

disco e seu mecanismo de resistência foi proveniente da atividade da 

-lactamase de expectro extendido). Noventa e cinco 

isolados de mastite bovina foram submetidos ao teste de atividade da 

enzima coagulase, predominando a espécie de S. aureus (68,5%), sobre os 

CNS (32,5%) e ao teste de sensibilidade in vitro, obtendo-se 14 resistentes a 

oxacilina, sendo dois isolados apresentando o gene mecA  e outros 11 

atividade de ESBL, predominando este mecanismo de resistência. Dos 

espécimes clínicos, 52,7% foram CNS e 47,3% S. aureus constituindo 112 

isolados, sendo 103 resistentes à oxacilina. Destes, 67 possuíam o gene 

mecA, 71 apresentaram atividade de ESBL e 40 isolados ambos os 
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mecanismos de resistência. Entre os da espécie S. aureus, predominou a 

presença do gene mecA  como o provável fator de resistência, enquanto nos 

isolados de CNS, a atividade de ESBL foi mais significativa como possível 

determinante de resistência. Cinco isolados de origem humana e um de leite 

mastítico não tiveram seu mecanismo de resistência elucidado, sugerindo 

ser linhagens MODSA (modified penicillin-binding protein S. aureus) ou outro 

mecanismo de resistência. Os resultados demonstraram a maior prevalência 

de resistência a antimicrobianos entre os isolados relacionados a espécimes 

clínicos humanos seguidos daqueles de vacas mastíticas, bem como a 

diversidade em possíveis mecanismos de resistência.    
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ABSTRACT 

 

 

 

OLIVEIRA, Rodrigo Coelho de, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa,     
December, 2007. Vancomycin and Oxacillin resistance in 
Staphylococcus aureus and coagulase negative staphylococci from 
different sources. Advisor: Célia Alencar de Moraes. Co-advisors: Maria 
Aparecida Scatamburlo Moreira and Edna Froeder Arcuri.  

 

The determinants of antimicrobial resistance oxacillin and vancomycin were 

investigated on 264 Staphylococcus bacteria of the genus originated from 

fermented sausage, ill with bovine mastitis cases in humans. All isolates 

were sensitive to the antibiotic vancomycin and not had the vanA gene. Of 

the 57 isolates of fermented sausage, there was a predominance of CNS, 

coagulase negative staphylococci, (89.5%) on Staphylococcus aureus 

(10.5%) and only one isolated presented itself resistant to oxacillin by the 

disk diffusion method, and its mechanism of resistance was coming from the 

activity of the enzyme ESBL ( -lactamase-spectrum extended). Ninety-five 

isolates of bovine mastitis were submitted to the test of coagulase activity of 

the enzyme, most kinds of S. Aureus (68.5%) on the CNS (32.5%) and the 

test sensitivity in vitro, obtaining 14 resistant to oxacillin and two isolated 

presenting the mecA gene and 11 other activity of ESBL, mainly this 

mechanism of resistance. Two clinical specimens, were 52.7% and 47.3% 

CNS S. Aureus isolates constituting 112, and 103 resistant to oxacillin. Of 

these, 67 had the mecA gene, 71 showed activity of ESBL and 40 isolates 

both mechanisms of resistance. Among the species S. Aureus, the 

predominant presence of the mecA gene as the likely source of resistance, 

while in isolated from CNS, the activity of ESBL was more significant as a 

possible determinant of resistance. Five isolates of human origin and a milk 
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mastítico not have its mechanism of resistance clear, suggesting strains be 

MODSA (modified penicillin-binding protein S. aureus) or other mechanism of 

resistance. The results showed a higher prevalence of resistance to 

antimicrobial among isolates related to human clinical specimens followed 

those of cows mastíticas, and the diversity in possible mechanisms of 

resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

Microrganismos da família Micrococcaccea representados, 

principalmente, por Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase-

negativos (CNS) são bactérias de fundamental importância para a 

microbiologia clínica humana e animal e microbiologia de alimentos no que 

diz respeito à aquisição e difusão de genes de resistência a antimicrobianos, 

que é um dos principais problemas enfrentados pela saúde pública de todo o 

mundo. 

CNS assumem o papel de contaminantes clínicos em indivíduos 

imunodeprimidos que estão submetidos à introdução de cateteres, próteses, 

causando sérias infecções. Estes microrganismos também fazem parte da 

microbiota normal de alimentos derivados de carne animal como salame e 

salsicha fermentados e 

processo fermentativo desses alimentos.  

Já o S. aureus é um importante causador de intoxicação alimentar, 

pneumonia, bacteremia e é um dos principais causadores de infecções 

hospitalares. Em animais, ele provoca junto com os CNS, várias 

enfermidades como artrite e infecções no trato urinário, e é também, o 

principal agente infeccioso de mastite bovina, doença que causa grandes 

prejuízos à pecuária leiteira.  

Desde que a penicilina foi introduzida, linhagens de Staphylococcus 

spp resistentes à penicilina começaram a surgir. Esta resistência ocorre 

devido à produção, por parte das bactérias, de um grupo de enzimas 

chamadas de -lactamases que hidrolisam o antimicrobiano resultando em 

um derivado inativo. Hoje, a grande maioria dos Staphylococcus spp 

encontrados nos hospitais e isolados de mastite bovina são resistentes a 

este antibiótico.  
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Assim, devido à ineficiência da penicilina no tratamento de infecções 

-lactamases como 

oxacilina, meticilina e cefalosporinas, foram introduzidos no mercado.  

Com o passar dos anos, devido à pressão seletiva do uso e abuso de 

antibióticos, começaram a surgir os S. aureus resistentes a 

meticilina/oxacilina (MRSA) e estafilococos coagulase-negativos resistentes 

a meticilina/oxacilina (MR- -

lactâmicos incluindo as cefalosporinas e carbapenens, o que limita a opção 

terapêutica.  

Resistência à meticilina ocorre quando as bactérias adquirem o 

regulon mec que contém vários genes, sendo o mecA, o gene de pré-

-

lactamases das classes A ou D; ou hiperprodução de penicillin binding 

proteins (PBP): PBP1, PBP3 ou PBP4.       

Com o surgimento de bactérias multi-resistentes como MRSA e         

MR-CNS, antibióticos da classe dos glicopeptídeos, representados 

principalmente pela vancomicina, estão sendo mais usados na terapia de 

infecções causadas por essas bactérias. Devido ao aumento do uso de 

vancomicina emergiu o Staphylococcus resistente à vancomicina (VRS). O 

primeiro VRS isolado foi o S. haemolyticus. Em 1997, foi relatado no Japão, 

o primeiro caso de S. aureus intermediariamente resistente à vancomicina 

(VISA). Esses isolados VISA eram todos MRSA oriundos de pacientes que 

se tratavam com vancomicina. Há relato de infecções causadas por S. 

aureus vancomicina-resistentes (VRSA) que apresentam total resistência e 

diferentes mecanismos de disseminação. Esta linhagem VRSA adquire 

resistência por transferência conjugativa do operon vanA de Enterococcus 

faecalis, que catalisa a síntese do terminal pentapeptidico D-Alanil-D-

Lactato, disseminando genes de resistência nas linhagens de estafilococos 

de forma mais eficiente.  

A resistência à vancomicina é codificada por vários genes como: 

vanA, vanB, vanC, vanD, vanE e vanG, e requer a presença de 3 enzimas: 

Ligase; Desidrogenase e D,D-didepsipeptidase. 

 Como o gene mecA é parte de uma ilha genômica designada de 

cassete cromossômico estafilocócico (sccmec) e os genes de resistência à 
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vancomicina estão localizados em transposons ou plasmídeos, fica clara a 

facilidade de disseminação desses genes de resistência entre   bactérias. 

Deste modo, como as bactérias que possuem estes genes estão 

intimamente relacionadas com o ser humano, seja pela presença natural no 

organismo, pelo contágio de animais ou indivíduos portadores ou até mesmo 

pela cadeia alimentar, torna-se de fundamental importância caracterizar a 

resistência destes microrganismos aos antibióticos importantes como 

oxacilina e vancomicina para que possamos monitorar ou interferir na 

difusão desses genes de resistência. 

Quando presentes nessas mesmas bactérias e em outras de 

importância clínica, esses determinantes de resistência podem causar 

representativos para a população ou animais no que diz respeito ao combate 

destes microrganismos, como maior tempo de tratamento, custos maiores 

para antibióticos de amplo espectro e maior taxa de morbidade e 

mortalidade.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

2.1. Características fenotípicas e ocorrência de Staphylococcus 

aureus e estafilococos coagulase negativos 

Bactérias do gênero Staphylococcus são cocos Gram-positivos 

pertencentes à família Micrococcaceae. São imóveis, anaeróbios 

facultativos, produtores da enzima catalase, fermentadores de glicose e 

formam aglomerados em forma de cachos visualizados à coloração de Gram 

(Sneath et al., 1986).  

Staphylococcus foram reconhecidos como um gênero bacteriano em 

1880. A partir disso, foi subdividido em espécies, sendo os S. aureus e os 

CNS as de maior importância. Os estafilococos estão presentes 

universalmente em organismos, utilizando o corpo humano e outros animais 

com reservatórios. Eles podem ser encontrados ainda na água, leite e 

diversos outros alimentos consumidos por humanos e animais (Bergdoll, 

1989) 

Há descrito na literatura mais de 32 espécies de CNS, sendo 15 

espécies da microbiota humana e as restantes não associadas ao homem 

(Huebner et al., 1999). Os CNS são encontrados no solo e em outros 

ambientes, porém seu habitat mais comum é a epiderme e as membranas 

mucosas de mamíferos, como o homem e bovino, onde são considerados 

microrganismos comensais. Além disso, várias espécies de CNS, 

representadas principalmente pelo Staphylococcus xylosus, são encontrados 

em alimentos fermentados, como os salames, constituindo a microbiota 

normal desses alimentos (Coppola et al., 2000). 

Staphylococcus aureus é a espécie mais comum no homem. Coloniza 

comensalmente a saliva, a pele, o tubo digestivo e a mucosa nasal. Cerca 

de 20% da população estão colonizadas com S. aureus, 60% são portadores 

intermitentes e 20% não possuem este microrganismo. Outra característica 
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importante do S. aureus, é a capacidade de determinadas estirpes 

produzirem uma enterotoxina termoestável, causadora de gastroenterites. 

Essa bactéria é causadora de infecções em mamíferos, como humanos e 

bovinos. (Peacock et al., 2001). 

 

2.2. Importância dos Staphylococcus na saúde pública e em 

alimentos 

Dentre os vários patógenos de humanos e animais existentes, os 

Staphylococcus spp são os de maior interesse no que diz respeito à 

resistência a multidrogas, devido à sua virulência intrínseca com habilidade 

de causar diversas infecções (Lowy, 1998). A mortalidade em casos de 

bacteremia por S. aureus está entre 20 e 40%, apesar do uso de 

antimicrobianos (Mylotte et al., 1987). S. aureus é um dos principais 

causadores de infecções hospitalares e um dos agentes mais importantes 

das infecções adquiridas na comunidade, sendo os isolados obtidos de 

pacientes internados resistentes a um grande número de antimicrobianos 

(Lowy, 2003).  

Devido à sua ampla versatilidade, esta bactéria é capaz de causar 

enfermidades de amplo espectro: infecções de pele, do sistema nervoso 

central, do trato respiratório, do trato urinário, osteomielite e síndrome do 

choque tóxico (Skinner et al., 1997). 

Nos Estados Unidos, S. aureus ocupa o segundo lugar depois dos 

CNS como causador de bacteremia adquirida em ambiente hospitalar e 

letalidade (Tenover, 2000).  

CNS pertencem a um grupo de bactérias oportunistas, sendo 

encontrados normalmente na pele, mucosas e diferentes partes do corpo 

(Einseinstein e Schaechter, 1994). Assumem, sem definição de espécie, o 

papel de contaminante clínico, não envolvido na infecção primária, mesmo 

havendo casos em que provocam infecção primária em indivíduos 

imunodeprimidos, submetidos a cateter, próteses e outros dispositivos. 

Várias infecções hospitalares são provenientes de CNS e, por este motivo, a 

resistência desses microrganismos a múltiplos antibióticos tem aumentado 

(Jarvis e Martoni, 1994). 
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Em animais, principalmente bovinos, os Staphylococcus provocam 

várias enfermidades como artrite, infecções no trato urinário e mastite. 

Mastite é a denominação do processo inflamatório da glândula mamaria. 

Sua etiologia pode ser de origem tóxica, traumática, alérgica, metabólica e 

infecciosa, sendo esta, causada principalmente por agentes bacterianos e 

fungos (Costa, 1998). 

Os microrganismos mais comuns em casos de mastite bovina são 

CNS e S. aureus, sendo este o patógeno contagioso mais freqüente (Costa, 

1998; Freitas, 2005).  

Na indústria alimentícia, sabe-se hoje, que a inoculação de linhagens 

de Lactobacillus e CNS nos alimentos fermentados de origem animal, como 

os salames, é importante para o processo de fermentação, gerando um 

produto de melhor qualidade (Coppola et al., 2000). O flavor característico 

da fermentação e a maturação do salame fermentado são conferidos por 

diferentes compostos voláteis e não voláteis (Sondergaard et al., 2002), 

resultado da atividade de bactérias do acido láctico, cocos Gram-positivos 

catalase-positivos, principalmente os CNS, Kocuria sp e Micrococcus sp 

(Demeyer et al., 1974), e por enzimas endógenas da carne (Hierro et al., 

1997, 1999).  

Para se obter um produto com a devida higiene e qualidade 

organoléptica as indústrias de alimentos usam culturas baseadas na mistura 

de Lactobacillus e membros da família Micrococcaccea para iniciar a 

fermentação de salames. O S. xylosus constitui a cultura comercial 

iniciadora da fermentação mais encontrada em salames fermentados 

(Copoola et al., 2000).  

Outros Staphylococcus como S. epidermidis e S. warneri que 

frequentemente fazem parte da microbiota de salames fermentados, estão 

relacionados como causadores de sérias infecções, assim, aspectos de 

segurança devem ser levados em consideração para utilização como cultura 

iniciadora (Miralles et al., 1996; Garcia-Varona et al., 2000).  

A presença de CNS e principalmente de S. aureus em alimentos 

fermentados pode causar também gastroenterite, resultante do consumo de 

alimentos contaminados por linhagens de Staphylococcus produtoras de 

enterotoxinas (Martin et al., 2006). 
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Enterotoxinas estafilocócicas são proteínas com identidades definidas 

e organizadas em uma família de nove tipos sorológicos principais de 

toxinas termoestáveis: SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI e SEJ 

(Martin       et al., 2006). 

S. aureus está relacionado com surtos de intoxicações alimentares, 

embora, alguns pesquisadores ressaltem a possibilidade de CNS também 

causar intoxicações alimentares pela produção dessas enterotoxinas (Martin 

et al., 2006). 

 

2.3. Resistência a -lactâmicos e vancomicina em Staphylococcus 

O desenvolvimento da resistência bacteriana a drogas emergiu depois 

da introdução de antimicrobianos na medicina veterinária e na humana em 

meados de 1940. Logo após o inicio dessa prática, cientistas da época 

questionaram o uso de antimicrobianos em ração, como promotores de 

crescimento, e o seu efeito para a saúde humana (Tollefson, 2004). 

Antibióticos são adicionados na ração e na água com o propósito de 

melhorar a eficiência alimentar e com isso acelerar o crescimento do animal. 

A concentração de antibióticos em alimentos para terapias e profilaxia são 

maiores do que para promoção de crescimento (Tollefson, 2004).   

Esta prática favorece a pressão seletiva para genes de resistência a 

antibióticos resultando em bactérias multiresistentes (Woodford, 1995). 

Alguns análogos de glicopeptídeos, como a avoparcina, eram usados como 

promotor de crescimento, com isso em 1994 surgiram os Enterococcus spp 

resistentes a glicopeptídeos que foram isolados de alimento de origem 

animal na Inglaterra, Alemanha e Dinamarca (Woodford, 1995). Isto sugeriu 

que alimento de origem animal serve como reservatório para Enterococcus 

spp resistentes aos glicopeptídeo que foram rapidamente espalhados em 

hospitais da Europa e Estados Unidos causando uma preocupação porque 

eles são resistentes a drogas normalmente usadas no tratamento humano 

(Tollefson, 2004).  

Culturas starter utilizadas na indústria alimentícia no processo 

fermentativo de produção de salames, podem atuar como reservatório de 

genes de resistência com alto risco de transferência para bactérias 
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patogências (Miralles et al., 1996; Garcia-Varona et al., 2000). De fato, 

resistência a multidrogas em patógenos e comensais transportados em 

alimentos de origem animal tornou-se comum, ameaçando o sucesso no 

tratamento de certas infecções (Levy, 1998).  

Assim, a microbiota comensal de alimentos de origem animal pode 

constituir um reservatório para determinantes de resistência que são 

transferidos para patógenos ou comensais humanos (Aarestrup et al., 1999).  

Muitos estudos já demonstraram a transmissão direta de bactérias 

resistentes de alimentação animal para humanos, o que resulta em mais 

doenças para humanos disseminando bactérias resistentes. A produção do 

alimento animal estabelece condições favoráveis para seleção e expansão 

da resistência bacteriana (Aarestrup et al., 1999). 

CNS e S. aureus recebem uma importante atenção como agentes 

causadores de infecções intramamárias em bovinos leiteiros em todo mundo 

(Gentilini, 2002). Diversos estudos que tratam da susceptibilidade a 

antimicrobianos em patógenos da mastite bovina no Brasil apontam para um 

aumento crescente do padrão de resistência, principalmente para os 

-lactâmicos (Gentilini, 

2002).  

Em humanos, de 80% a 90% das linhagens de Staphylococcus são 

-lactamases, além disso, 60% a 80% são resistentes à 

meticilina, quando isolados em hospitais, o que induz a resistência a todos 

-lactâmicos conhecidos, levando ao uso mais freqüente dos glicopeptídeos 

e a uma diminuição da sensibilidade a estes antimicrobianos (Lowy, 2003). 

Com isto, o tratamento de infecções torna-se mais complicado, limitando a 

opção terapêutica para um antibiótico mais tóxico, mais difícil de ser 

administrado, mais caro, levando a um período prolongado de doença, 

aumentando os índices de hospitalização, bacteremia e mortalidade.  

Estes determinantes de resistência são geralmente genes de 

resistência, que podem ser disseminados via elementos genéticos móveis, 

como plasmídeos e transposons, entre diferentes espécies bacterianas, 

incluindo as que causam doenças em humanos (Mcdermott et al., 2003). 

Além disso, elementos genéticos móveis carreiam vários genes de 

resistência e consequentemente a aquisição de um desses elementos pode 
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conferir resistência a vários antimicrobianos e resistência a diferentes drogas 

podem emergir quando um único antimicrobiano é usado (Levy, 1976; Catry 

et al., 2003; Levy, 2002). 

 

2.3.1. Resistência a antibióticos -lactâmicos: 

Desde que a penicilina foi introduzida, linhagens de Staphylococcus 

resistentes à penicilina começaram a aparecer; esta resistência ocorre 

devido à produção por parte das bactérias de uma classe de enzimas 

-lactamases que hidroli -lactâmico do resíduo 

penicilânico ou cefalosporínico resultando em um derivado ácido inativo 

(Jeljaszewicz et al., 2000). Estas enzimas são predominantemente 

extracelulares, sendo sintetizadas quando os Staphyloccoccus são 

submetidos a antibiót -lactâmicos (Jeljaszewicz et al., 2000).  

-lactamase é parte de um elemento transponível 

localizado em um grande plasmídeo que normalmente contém mais genes 

de resistência como para gentamicina e eritromicina. O gene que codifica a 

-lactamase em Staphylococcus é o blaZ que é controlado pelos produtos 

de  dois genes adjacentes, um antirepressor blaR1 e um repressor blaI 

-lactamase é a 

quebra das proteínas regulatórias BlaI e BlaR1. -

lactâmicos, BlaR1 se auto-cliva (Gregory 1997; Zhang 2001). Este produto 

da auto-clivagem funciona como uma protease para quebra do repressor 

BlaI, direta ou indiretamente com participação de uma outra proteína, BlaR2, 

permitindo a sín -lactamase por blaZ (Zhang 2001). Com base nas 

seqüências de aminoácidos e nas propriedades enzimáticas, foram 

-lactamases: A, B, C, D (Ambler 1980; 

Herzberg.  1990). As classes A, C e D são enzimas que contêm serina no 

sitio ativo, enquanto classe B compreende metaloenzimas (Madgwick, 1987). 

As enzimas da classe A são constituídas de aproximadamente 270 resíduos 

de aminoácidos, como as presentes em S. aureus -

lactamases codificadas em plasmídeos de Enterobacterias a exemplo de 

TEM-1 e SHV-1 (Fuchs, 1994). A classe C inclui enzimas de 

aproximadamente 370 resíduos e codificadas geralmente no cromossomo 
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como ampC de bactérias Gram-negativas. A classe D compreende enzimas 

que hidrolisam preferencialmente meticilina e oxacilina como OXA-1, OXA-2 

e PSE-2, codificadas por plasmídeos. Nas -lactamases, a serina possui um 

papel importante na catalise, ao participar na formação do complexo acil-

enzima quando em contato com o antibiótico (Ambler, 1980; Herzberg, 

1990). O número de penicilases conhecidas produzidas por Staphylococcus 

continua a crescer e aproximadamente 80% dos Staphylococcus 

encontrados nos hospitais as contêm. Porém, algumas infecções adquiridas 

na comunidade ainda apresentam Staphylococcus sensíveis à penicilina 

(Jeljaszewicz et al., 2000).  

Devido à ineficiência da penicilina no tratamento de infecções, 

antimicrobianos resistentes a -lactamases como meticilina/oxacilina e 

cefalosporinas foram introduzidos no mercado (Jeljaszewicz et al., 2000).  

-lactâmicos, 

introduzido no mercado em 1961, sendo a meticilina o primeiro antibiótico 

semi-sintético dessa classe resistente às penicilases (Lowy, 2003). Com o 

passar dos anos, devido à pressão seletiva do uso e abuso de antibióticos, 

começaram a surgir os Staphylococcus resistentes à meticilina, que são 

resistentes a todos os antibióticos -lactâmicos incluindo as cefalosporinas e 

carbapenens.  

Esta resistência está presente em bactérias que produzem grande 

-lactamases da classe D ou A e/ou apresentam uma PBP 

alternativa que foi alterada e apresenta uma baixa afinidade a todos os 

-lactâmicos (Jeljaszewicz et al., 2000). Como exemplos de 

bactérias resistentes à meticilina temos o S. aureus (MRSA) e os 

estafilococos coagulase-negativos (MR-CNS).  

A primeira linhagem de MRSA foi descrita em 1961 (Jeovons, 1961). 

Semelhante às linhagens resistentes à penicilina, isolados resistentes a 

meticilina também frequentemente carreiam outros genes de resistência a 

outros antimicrobianos (Lyon, 1984). Ito, em 1999, utilizando isolados 

provenientes de diferentes continentes, relatou as primeiras evidências da 

existência de três tipos de cassetes cromossomais estafilococais,          

SCCmec I-III. Recentemente foi descrito um quarto tipo, SCCmecIV. Desde 

1998, linhagens de MRSA associados a comunidades, CA-MRSA, que são 
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distintas genotipica e fenotipicamente dos tipos MRSA hospitalares, NA-

MRSA, foram descritas como causadoras de infecções que envolvem a pele, 

pneumonia e até mesmo morte (Herold, 1998; Naimi, 2003). CA-MRSA são 

sensíveis a vários agentes antimicrobianos, com exceção dos -lactâmicos, 

diferentemente dos NA-MRSA que são resistentes a várias outras drogas 

além destas. Isto ocorre porque CA-MRSA carreia o SCCmec do tipo IV 

preferencialmente aos dos tipos I, II ou III, presentes nos NA-MRSA 

(Salgado, 2003). Outra diferença entre eles é a presença de um fator de 

virulência nos CA-MRSA chamado de Panton-Valentine Leukocidin (PVL) 

que está ausente nos NA-MRSA. Este é endêmico em hospitais, enquanto 

que CA-MRSA está sendo encontrado em poucos casos nos últimos anos, 

principalmente em unidades de tratamento intensivos de neonatal nos 

Estados Unidos, Europa e Austrália (Bratu, 2005).  

A fonte da expansão e o mecanismo de transmissão dos CA-MRSA 

para hospitais ainda não foi elucidado, mas, sugere-se que os próprios 

trabalhadores dos hospitais adquirem essas linhagens na comunidade e as 

proliferam nos seus locais de trabalho (Bratu, 2005).  

Há 3 mecanismos que conferem  resistência aos Staphylococcus spp: 

uma resistência clássica e dois outros tipos de resistência marginal 

(Chambers, 1997). Esses mecanismos são:  

Resistência Clássica: a síntese da parede celular bacteriana é uma reação 

catalisada por enzimas, proteínas ligadoras da penicilina, chamadas de 

-lactâmicos. As PBPs diferem entre 

Staphylococcus sensíveis (MSSA) e resistentes (MRSA) a oxacilina. Em 

MRSA estão associadas com a produção de uma única proteína, que não 

afinidade por agentes antimicrobianos com anel -lactâmico e é codificado 

pelo gene mecA (Chambers, 1997). 

O gene mecA é parte de uma ilha genômica designada de cassete 

cromosomal estafilocócico mec (SCCmec). Quatro diferentes elementos 

SCCmec que variam de 21 a 67 Kb já foram caracterizados (Hiramatsu et 

al., 2002). Esses quatro SCCmec contêm dois genes para recombinases, 

ccrA e ccrB da família da invertase/resolvase, que são responsáveis pela 
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integração sítio-específica e excisão de attBscc, um operon desconhecido do 

cromossomo que funciona próximo da origem de replicação (Lowy, 2003).  

O gene mecA, que é uma seqüência de 2,13 Kb de DNA de origem 

não estafilocócica, sendo transferido lateralmente para diferentes espécies 

de Staphylococcus (Hiramatsu et al., 1997), atua na síntese de PBPs de 76 

KDa, que pode ser de  quatro tipos: PBP1, PBP2, PBP3 e PBP4. As estirpes 

espécies de CNS e codificada pelo gene mecA. Esta PBP2a mostra baixa 

afinidade, não apenas à meticilina e à oxacilina, mas praticamente a todos 

os antibióticos -lactâmicos (Fuchs et al., 1994). Dois genes principais 

atuam no controle fenótipo de resistência, estando associados com a 

regulação: mecI (repressor de mecA) e mecR -lactâmico 

-lactamase de 

Staphylococcus e MecR1 é similar a BlaRI. Devido a esta similaridade mecI 

e mecR1, blaI e blaR1 regulam a transcrição de mecA, porém a repressão 

de blaI é mais fraca que a de mecI (Mlynarczk, 1998).  

Resistência Marginal (Borderline): algumas linhagens de Staphylococcus 

apresentam um tipo menos comum de resistência à oxacilina não 

relacionado à presença do gene mecA, a resistência marginal, em que os 

MICs (concentração inibitória mínima) de oxacilina estão próximos aos 

pontos de corte. O mecanismo de resistência nesses isolados pode ser 

devido a: 

1  -lactamase tipo A que resulta na hidrólise parcial 

do anel -lactâmico das penicilinas, linhagens conhecidas como BORSA 

(borderline oxacillin-resistant S. aureus). 

2  Modificações nas PBPs 1,3 e 4, linhagens conhecidas como MODSA 

(modified penicillin-binding protein S. aureus). Quando submetidas ao 

teste para pesquisa de PBP2a, verifica-se que essas linhagens não 

produzem essa proteína (gene mecA negativa) (Chambers, 1997). 

 

As linhagens marginalmente resistentes apresentam MICs para 

para resistência. Essas estirpes apresentam significado clínico não-definido 

e uma freqüência relativamente baixa. Normalmente, os isolados com 
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-

lactâmicos, como acontece na resistência clássica. Na prática são 

classificados como MRSA, e esses antimicrobianos são considerados opção 

terapêutica (Chambers, 1997).    

As linhagens de Staphylococcus que são resistentes à oxacilina são 

geralmente tratadas com antibióticos glicopeptídeos como vancomicina e 

teicoplamina (Sundsfjord et al., 2004).  

 

2.3.2. Resistência a antibióticos glicopeptídeos 

Antibióticos glicopeptídeos são usados no tratamento de infecções 

causadas por bactérias Gram-positivas em casos de resistência ou alergia a 

outros antimicrobianos (Florence et al., 2004). Desde a sua criação há 35 

anos, o uso desses antibióticos até hoje é limitado, porém com o surgimento 

de bactérias multi-resistentes como MRSA e MR-CNS, esses antibióticos 

estão sendo mais usados na terapia de infecções causadas por estas 

bactérias (Jeljaszwicz et al., 2000). Há também relatos de poucas bactérias 

como Pediococcus, Leuconostoc e Erysipelothrix que são intrinsecamente 

resistentes à vancomicina (Woodford. 1995).  

Antibióticos glicopeptidicos agem na bactéria ligando-se ao resíduo 

carboxi-terminal D-alanil-D-alanina de precursores de peptideoglicano, UDP-

N-acetilmurâmico-pentapeptideos e inibindo reações de transglicosilação e 

transpeptidação, impedindo, portanto, a síntese do peptideoglicano 

(Reynolds, 1989).  

O primeiro relato de plasmídeo mediando uma alta resistência a 

antimicrobianos glicopeptídeos ocorreu em Enterococcus no ano de 1988 

(Woodford, 1995). A resistência a vancomicina é codificada por vários genes 

como: vanA, vanB, vanB1, vanB2, vanC1, vanC2, vanC3, vanD, vanE e 

vanG (SUNDSFJORD et al., 2004).  

A resistência mediada pelo gene vanA é caracterizada por promover 

uma concentração inibitória mínima (MIC) alta de vancomicina                      

(MIC > 256µg/mL) e resistência a teicoplamina (MIC > 16µg/mL) (Jeljaszwicz 

et al., 2000). Resistência mediada por vanA está presente em E. faecium, E. 

faecalis, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. mundtii, E. raffinosus e 
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E. avium (Jeljaszwicz et al., 2000), e é a mais preocupante por ser uma 

resistência de alto nível (Klare, 1997).  

A resistência mediada pelo gene vanB é caracteriza por conferir 

resistência a concentrações variáveis de vancomicina (MIC>64µg/mL), mas 

não à teicoplamina (Jeljaszwicz et al., 2000). Este tipo de resistência foi 

descrito em E. faecalis, E. faecium e, recentemente, em Streptococcus bovis 

(Jeljaszwicz et al., 2000).  

A resistência do tipo vanC é caracterizada pelo baixo nível de 

resistência à vancomicina (MIC 4-16 µg/mL) e sensibilidade a teicoplamina 

(Jeljaszwicz et al., 2000). Este tipo de resistência é propriedade intrínseca de 

E. gallinarium, E. casseliflavus e E. flavescens (Jeljaszwicz et al., 2000).  

O fenótipo VanD foi recentemente descrito para uma linhagem de E. 

faecium e é caracterizado por resistência a vancomicina (MIC = 64µg/mL) e 

baixo nível de resistência a teicoplamina (MIC = 4µg/mL) (Perichon et al., 

2004).  

A resistência mediada pelo gene vanG também está relacionado com 

resistência à vancomicina, porém foi descoberto há pouco tempo e ainda 

está sendo estudada com mais detalhes (Sundsfjord et al., 2004).  

O gene vanE está relacionado com a resistência a antibióticos 

glicopeptídeos encontrada em linhagem de E. faecalis (Fines, 1999). Este 

tipo de resistência é similar a resistência intrínseca de vanC. A linhagem foi 

resistente a baixas concentrações de vancomicina (MIC=16µg/mL) e foi 

sensível a teicoplamina (Fines, 1999).  

Os Enterococcus que possuem os tipos vanA, vanB ou vanD de 

resistência, sintetizam precursores de peptideoglicano não em D-alanil-D-

alanina, mas no depsipeptídeo com D-alanil-D-lactato que possui baixa 

afinidade aos antibióticos glicopeptídeos   (Jeljaszwicz et al., 2000).  

A resistência a glicopeptídeos requer a presença de três enzimas: 

Ligase    (VanA, VanB ou VanD) catalisando a síntese de D-alanil-D-lactato; 

Desidrogenase (VanX, VanXb ou VanXd) gerando D-lactato de piruvato e 

D,D-didepsipeptidase ( VanH, VanHb ou VanHd) que hidrolisam o 

pentapeptideo precursor D-alanil-D-alanina produzido por uma ligase normal 

presente na célula bacteriana (Jeljaszwicz et al., 2000).  
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Genes responsáveis pela resistência a antibióticos glicopeptídeos do 

fenótipo associado a vanA são mais difundidos do que vanB em 

Enterococcus. Os conjuntos de genes vanA foram originalmente localizados 

no plasmídeo não-conjugativo pIP816 em E. faecium BM4147. Mas, 

investigações mostraram que esses genes são parte do transposon Tn 1546 

(Jeljaszwicz et al., 2000).   

Os tipos vanC e vanE de resistência à vancomicina diferem dos 

outros. O precursor da síntese de peptideoglicano termina com um 

dipeptideo D-Alanil- D-serina. Esta substituição reduz a ligação da 

vancomicina, mas não no mesmo grau que D-Alanil-D-lactato encontrado 

nos fenótipos associados a vanA e vanB em Enterococcus (Jeljaszwicz et 

al., 2000).  

Há genes de resistência à vancomicina de Enterococcus que foram 

comprovadamente demonstrados em laboratório, transferidos para S. aureus 

(Hiramatsu et al., 1997). O primeiro Staphylococcus reconhecidamente 

resistente à vancomicina foi o S. haemolyticus (Hiramatsu et al., 1997).  

Em 1997, foi relatado no Japão o primeiro caso de S. aureus 

intermediariamente resistente à vancomicina (VISA). Os isolados VISA eram 

todos MRSA oriundos de pacientes que se tratavam com vancomicina 

devido a infecções causadas por MRSA (Fridkin, 2003). Há relato de 

infecções causadas por S. aureus vancomicina-resistentes (VRSA) que 

apresentam total resistência e diferente mecanismo de disseminação. Em 

contraste com a resistência mediada cromosssalmente das linhagens VISA, 

a linhagem VRSA adquire resistência por transferência conjugativa do 

operon van de Enterococcus, disseminando genes de resistência nas 

linhagens de Staphylococcus de forma mais eficiente (Hiramatsu et al., 

1997). 

Há duas formas de resistência à vancomicina identificadas. Uma 

forma são as linhagens VISA que possuem MIC à vancomicina de 8-16 

µg/mL (Hiramatsu et al., 1997). As linhagens VISA são notáveis para a 

quantidade adicional de síntese de peptideoglicano que resulta em forma 

irregular, aumentando a espessura da parede celular. Há também 

diminuição das ligações cruzadas do peptideoglicano, expondo mais os 

resíduos D-Alanil-D-Alanina (Hanaki 1998a; Hanaki 1998b). Como resultado 
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há mais resíduos de D-Alanil-D-Alanina disponíveis para ligar e prender 

vancomicina, impedimento a droga de chegar ao seu alvo na membrana 

citoplasmática (Hanaki 1998b).  

A segunda forma de resistência à vancomicina resulta da 

transferência conjugativa do operon vanA de um E. faecalis resistente à 

vancomicina. Esses isolados VRSA demonstraram completa resistência à 

vancomicina, com MIC > 128 µg/mL. A resistência nesses isolados é 

causada por alteração do peptídeo terminal D-Alanil-D-Alanina para D-Alanil-

D-Lactato, nos casos dos genes vanA, vanB e vanD e de D-Alanil-D-Alanina 

para D-Alanil-D-Serina, para os genes vanC e vanE. A síntese de D-Alanil-D-

Lactato ocorre somente com exposição a baixas concentrações de 

vancomicina (Hiramatsu et al., 1997).  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia 

Industrial do Departamento de Microbiologia/BIOAGRO da Universidade 

Federal de Viçosa, em Viçosa, MG. 

 

3.1. Bactérias utilizadas 

Bactérias do gênero Staphylococcus foram obtidas de alimentos, 

hospital e de vacas com mastite. 

 As bactérias de origem alimentar foram isoladas de amostras 

de salame tipo italiano provenientes de 2 indústrias da região 

Sul do Brasil (Oliveira et al., 2006).  Foram analisadas 57 

amostras. 

 Stapyhlococcus spp são provenientes de espécimes clínicos 

originados de pacientes em tratamento hospitalar ou 

ambulatorial. Os isolados foram gentilmente cedidos por um 

hospital situado na Zona da Mata Mineira. Um total de 112 

amostras foram analisadas. 

 Totalizando 264 isolados, 95 isolados originados de vacas com 

mastite foram generosamente cedidos pela Empresa Brasileira 

de Pesquisa em Agropecuária (Embrapa Gado de Leite) 

situada em Juiz de Fora - MG.  

 Como amostras controles positivo e negativo foram usadas as 

estirpes gentilmente cedidas pelo Dr. Helio Hehl Caiafa Filho 

do Laboratório de Biologia Molecular do Departamento de 

Ciências Médicas da Santa Casa de São Paulo (Tabela 1). 
 

3.2. Manutenção das culturas e reativação   

Todos os isolados obtidos foram estocados e conservados 

isoladamente em glicerol 16% (v/v). Foi feita uma concentração de células a 

3500 rpm em centrifuga refrigerada SORVALL RT6000B e o sobrenadante 
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foi descartado. A massa de células foi ressuspendida em 2 mL de caldo 

brain heart infusion  Difco, EUA (BHI) fresco e distribuída em 2 microtubos 

contendo cada um 200µL de glicerol. Os tubos Eppendorfs foram 

identificados, congelados em nitrogênio líquido e estocados a 

aproximadamente -80ºC e -20ºC.   

A reativação das amostras foi realizada em 5 mL de caldo BHI a 37ºC 

por 18 horas e as amostras repicadas em ágar BHI para incubação por 24 

horas a 37ºC.  
 

3.3. Atividade de Coagulase 

Para o plasma sanguineo avaliar a atividade de coagulase foi obtido 

de coelhos, dos quais foi retirado sangue total que foi colocado em tubos 

contendo anticoagulante ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 

concentração final de 1%. Em seguida, os tubos foram centrifugados 2500 

rpm por 10 minutos e o plasma retirado e estocado a -20ºC, segundo Brito et 

al. (2001). 

 

Tabela 1 - Linhagens controles,utilizadas neste trabalho, para genes de 

resistência a Vancomicina e Oxacilina. 

Estipe Controle 

Enterococcus faecium NCTC 717 Controle positivo para o gene vanA 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Controle negativo para o gene vanA 

Staphylococcus aureus ATCC 33591 Controle positivo para o gene mecA 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 Controle negativo para o gene mecA 

Para utilização do plasma, o mesmo foi descongelado e diluído com 

solução salina 0,9%, estéril, na proporção 1:4 e alíquotas de 0,5 mL do 

plasma diluído foi colocada em cada tubo de ensaio estéril previamente 

identificado com o número da respectiva amostra. As amostras bacterianas 

foram retiradas do estoque, semeadas em ágar BHI e incubadas por 24 

horas a 37ºC. 

Posteriormente, foi retirada uma colônia pura de cada isolado que foi 

inoculado no tubo de ensaio contendo o plasma diluído de coelho. Os tubos 

foram incubados a 35ºC e a leitura visual feita entre 18-24 horas.  
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3.4. Teste de sensibilidade a antimicrobianos 

A sensibilidade a antimicrobianos foi testada pelo método de Kirby-

Bauer, de acordo com o manual National Committee for Clinical Laboratory 

Standards (NCCLS), 2001. As bactérias foram ativadas por 18 horas a 37ºC 

e diluídas em solução salina 0,85% até se obter uma turvação 

correspondente a 0,5 na escala de MacFarland correspondente a 

aproximadamente 1 x 108 UFC/mL e espalhadas na superfície de placas 

contendo ágar Mueller-Hinton com um swab estéril em três direções 

diferentes.  

Discos de papel-filtro com os antibióticos oxacilina, 1µg, cefoxitina, 30 

µg e vancomicina, 30µg, foram colocados sobre a placa sob leve pressão. 

As placas foram incubadas a 36 ± 1ºC por 24 horas e os halos foram 

medidos, considerando o diâmetro total da zona de inibição em torno do 

disco. A interpretação dos halos foi feita de acordo com a tabela 2. 

 

3.5. Pesquisa de -lactamases das classes A e D 

-lactamase das classes 

A e D foi utilizada a metodologia de Double-disc synergism que utiliza 

antibióticos marcadores da possível presença da enzima (CLSI 2004). 

Utilizou-se uma placa de petri contendo ágar Muller-Hinton, previamente 

inoculada com o isolado a ser estudado, e ajustado para 0,5 na escala de 

MacFarland.  Colocou-se no centro do ágar um disco de amoxicilina/ácido  

Tabela 2 - Interpretação dos halos de sensibilidade, em milímetros, para os 

antibióticos Vancomicina 30 µg, Oxacilina 1 µg e Cefoxitina 30 

µg, nos isolados de Staphylococcus  aureus e estafilococos 

coagulase negativos (CNS), segundo CLSI, 2007: 

Antibiótico         S. aureus   CNS  

 R I S R I S  

Cefoxitina 30 µg <21 - >22 <24 - >25  

Oxacilina 1 µg <10 - >11 <17 - >18  

Vancomicina 30 µg <14 - >15 <14 - >15 

R= Resistente; I= Intermediário; S= Sensível 
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clavulânico 20/10 µg e, ao redor deste, os antimicrobianos marcadores 

cefotaxima, 30 µg; aztreonam, 30 µg; ceftazidima, 30 µg e ceftriaxone, 30 

µg, na distância de 20 a 30 milimetros de centro a centro, em relação ao 

disco central. Após incubação por 19 horas ± 1 hora a 34ºC ± 1ºC, foi feita a 

interpretação do teste. A formação de uma zona fantasma entre qualquer 

antimicrobiano marcador e o disco contendo ácido clavulânico é positiva 

-lactamase das classes A e D.  

 

3.6. Detecção dos genes de resistência mecA e vanA em 

Staphylococcus 

Genes mecA e vanA codificadores das enzimas PBP (penicillin 

binding proteins) 2a e Ligase respectivamente, foram pesquisados por 

reação em cadeia de polimerase Multiplex.  

 

3.6.1. Extração do DNA   

Os DNAs das amostras bacterianas foram extraídos a partir de 

colônia pura de acordo com Ramos-Trujillo 2003. 

As células de uma colônia de cada bactéria, cultivada em ágar 

nutriente, foram suspendidas em 200µL de água purificada por Quantum TM 

EX MLLIPORE Ultapure Organex Cartriadge, acrescida de 12,5 µL de 

proteinase K (Gibco, BRL) na concentração de 20mg/mL, em tubos 

Eppendorfs de 500 µL. Após incubação por 90 minutos a 65ºC em banho 

maria Cole-Parmer modelo 1095-00 (Cole-Parmer Instrument Company, 

Chicago, Illim]nois, USA), as amostras foram fervidas por 10 minutos em 

banho maria. Centrifugação a 8000 g por cinco minutos a 4ºC em 

microcentrifuga refrigerada Sigma Laborzentrifugen foi feita para separar o 

sobrenadante contendo o DNA das células, que foi armazenado a -20ºC.  

 

3.6.2. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) Multiplex 

A presença dos genes mecA e  vanA  no DNA de cada isolado 

bacteriano foi prospectada a partir da PCR multiplex utilizando 
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oligonucleotídeos recomendados por Ramos-Trujillo 2003. As sequências 

dos primers estão descritas na tabela 3. 

As reações de amplificação foram feitas em volumes finais de 25 µL e 

todos os reagentes utilizadas foram da marca Promega. Neste volume havia 

0,25 µL de Taq DNA Polimerase (Promega Corporation, Madison, 

Wisconsin, USA); 10 µL de Tampão Go taq (Promega Corporation, Madison, 

Wisconsin, USA) com concentração final de 0,2mM;  1µL de cada 

deoxinucleosideo trifosfato dATP, dCTP, dTTP e dGTP com concentração 

de 0,2mM cada (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA); 3µL de 

cada primer de VanA (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA) com 

concentração 1,5µM; 0,8 µL de cada primer de MecA (Promega Corporation, 

Madison, Wisconsin, USA) com concentração de 0,4 µM; 5 µL de DNA 

bacteriano e o restante do volume completado com água purificada estéril. A 

amplificação do DNA procedeu-se em termociclador PTC-100 Programmable 

Thermal Controller, MJ Research, Inc, com os seguintes ciclos: 

Desnaturação inicial a 94ºC por 5 minutos, seguido de 10 ciclos para 

amplificação (desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 64º por 

30 segundos e extensão a 72ºC por 45 segundos) e outros 25 ciclos também 

para amplificação (desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 50º 

por 45 segundos e extensão a 72ºC por 2 minutos) com uma etapa de 

extensão final de 72ºC por 10 minutos (Ramos-Trujillo 2003). 

 

 

Tabela 3 - Oligonucleotídeos utilizados para pesquisa dos genes mecA e 

vanA com seus respectivos tamanhos de sequências esperados 

após amplificação. 

Par de primers Gene   Tamanho do amplicon 

 (pares de base) 

VanA1/ VanA2 vanA GGGAAAACGACAATTGC 
GTACAATGCGGCCGTTA 

 

732 

MecA1/MecA2 mecA GTAGAAATGACTGAACGT
CCGATAA 

CCAATTCCACATTGTTTC
GGTCTAA 

310 
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3.6.3. Eletroforese em gel de agarose 

Após a amplificação do DNA por PCR, 5µL da reação foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose 2% dissolvida em tampão TBE, 

constituído de 0,09 M de Tris-borato e 0,002 M de EDTA. A eletroforese 

durou aproximadamente 2 horas a 80volts na fonte Power Pac Basic 041 BR 

150Va da Biorad. A revelação do gel foi feita em brometo de etideo 1µg/mL 

por 20 minutos e visualizado sob radiação ultravioleta no Eagle eye II, 

Stratagene. Os resultados foram registrados como presença ou ausência de 

bandas correspondentes a DNA do tamanho esperado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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Foram caracterizados 264 isolados de gênero Staphylococcus, sendo 

57 provenientes de salame tipo italiano fermentado, 112 originado de 

espécimes clínicos humanos e 95 de vacas com mastite. 

 

4.1. Características das bactérias da família Micrococcaccea 

pertencentes ao gênero Staphylococcus isoladas de salame 

fermentado, hospitais e de mastite bovina, quanto à presença da 

enzima coagulase.   

Os resultados do teste da coagulase estão apresentados na tabela 4. 

Este teste foi executado para classificar os Staphylococcus spp de suas 

respectivas origens e, previamente identificados pela classificação de Gram 

e teste da catalase, em S. aureus (coagulase positivo) e CNS, 

Staphylococcus coagulase negativos.  

 

Tabela 4  Distribuição dos isolados de Staphylococcus de diferentes 

origens quanto à presença de enzima coagulase. 

               Origens 

                    (Nº) 

Característica 

Salame 

fermentado 

57 

Mastite bovina 

 

95 

Espécimes clínicos 

humanos 

112 

Coagulase  - 89,5% 32,5% 52,7% 

Coagulase  + 10,5% 68,5% 47,3% 

Como pode ser observado na Tabela 4, há um grande predomínio de 

CNS em salame fermentado, uma vez que estas bactérias são utilizadas na 

indústria alimentícia como cultura starter no processo fermentativo de 

alimentos derivados de carne, ou fazem parte da fermentação natural destes 

alimentos como o salame (Aymerich et al., 2003). Os CNS, caracterizados 

principalmente por Staphylococcus xylosus, estão sendo universalmente 

aceitos como cultura starter por participar de reações desejáveis que ocorre 

durante a maturação dos salames fermentados, conferindo aos mesmos,  

um flavor e coloração atraentes para o consumo humano (Martin et al., 

2005). S. aureus é um microorganismo que se desenvolve bem em salames 
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fermentados devido à concentração salina ideal deste alimento, e é 

indicativo de contaminação do produto alimentício, podendo está 

relacionado, assim como os CNS, com problemas de intoxicação alimentar 

humana devido a presença de vários genes de enterotoxinas estafilocócicas 

(Oliveira, 2006). 

De maneira consistente, aproximadamente dois terços dos 95 

isolados com origem mastítica apresentam-se coagulase positivos (Tabela 

4). S. aureus tem sido relatado como principal agente causador de mastite 

(Freitas et al., 2005), embora os CNS sejam hoje considerados também 

importantes agentes etiológicos causadores dessa doença em bovinos 

(Gentilini, 2002). Nader Filho, 1985 relatou uma prevalência de 11,3% e 

52,1% de CNS e S. aureus, respectivamente, como causadores de mastite 

bovina. Vianni (1992), descreveu que das amostras de leite de vacas 

acometidas de mastite, S. aureus estava presente em 52,2% e os CNS em 

16,6%.  

Os isolados clínicos humanos, apresentaram um equilíbrio entre as 

quantidades de amostras CNS e S. aureus, mostrando que ambas podem 

estar relacionadas como importantes causadores de infecção hospitalar, 

embora os CNS sejam considerados microrganismos comensais da 

microbiota humana e atuando, nestes casos, como um patógeno oportunista 

(Lowy, 2003). Já S. aureus é um dos principais causadores de infecções 

hospitalares, resistentes a um grande número de antibióticos e 

frequentemente obtidos de pacientes internados (Lowy, 2003). 

4.2. Perfil de sensibilidade dos isolados bacterianos quanto aos 

antimicrobianos oxacilina, cefoxitina e vancomicina pelo método 

de difusão em disco  

O teste de difusão em disco, também conhecido como antibiograma, 

foi realizado utilizando 3 antibióticos: oxacilina, cefoxitina e vancomicina       

(Figura 1). Para detectar resistência à vancomicina foi utilizado o próprio 

antibiótico na concentração de 30 µg. Já para a resistência à oxacilina foram 

testados os dois outros antibióticos, oxacilina 1 µg e cefoxitina 30 µg. Até 

2004 o CLSI/NCCLS recomendava o uso de oxacilina 1 µg para avaliar a 

resistência por este método, porém após 2004, passou a recomendar o uso 
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do disco de cefoxitina 30 µg para prever a susceptibilidade. Por este motivo, 

neste trabalho foram testados os dois antibióticos para avaliar se há alguma 

diferença no diagnóstico de resistência com relação a estes antibióticos 

(CLSI, 2007). O teste de disco difusão é o método mais utilizado pelos 

laboratórios de microbiologia clínica por sua fácil e rápida execução e pelo 

baixo custo, embora seja o menos confiável para a detecção da resistência à  

 

 

Figura 1 - Representação das placas após incubação das amostras por 24 

horas a 35-37ºC com os 3 antibióticos: oxacilina 1 µg, cefoxitina    

30 µg e vancomicina 30 µg. (A região mais clara representa o 

halo de sensibilidade). 

oxacilina e vancomicina (York, 1996). Apresenta baixa especificidade 

quando comparado com outros testes, como descrito no trabalho publicado 

por Hussain et al. (2002), onde foi utilizado disco de 1 µg de oxacilina e 

seguidas às recomendações do CLSI/NCCLS.  

Das 57 amostras de salame fermentado, apenas uma foi resistente à 

oxacilina e cefoxitina e todas as amostras foram sensíveis à vancomicina, 

por esta técnica. Embora haja baixa incidência de amostras resistentes em 

alimento fermentado, é importante salientar o possível risco dessas bactérias 

atuarem como reservatórios de determinantes de resistência a antibióticos 
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com a possilbilidade de transmissão para comensais e patógenos humanos 

(Martin et al., 2005). 

Para as amostras de origem bovina, dos 95 isolados, 65 eram S. 

aureus, e destes 8 (13%) resistentes a oxacilina e cefoxitina, e  30 CNS, 

sendo 6 (20%) resistentes a oxacilina e cefoxitina (Figura 2). Todos os 

isolados foram sensíveis à vancomicina (Figura 2). De acordo com esses 

resultados, notamos que há uma significante resistência desses 

microorganismos à oxacilina e uma manutenção dos níveis de resistência à 

vancomicina quando comparados com resultados anteriores como no 

trabalho de Brito et al., 2001, onde relatou-se que das 112 amostras de S. 

aureus isoladas de infecções intramamária bovina, todas foram sensíveis à 

oxacilina, e no trabalho realizado por Freitas et al., 2005, 59 amostras de 

Staphylococcus spp, sendo 52 S. aureus e 7 CNS, isolados de mastite 

bovina, 100% foram sensíveis à vancomicina, enquanto apenas 65% foram 

susceptível à oxacilina.  
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Figura 2  Percentual de Staphylococcus aureus e Estafilococos Coagulase 

Negativos (CNS) resistentes a oxacilina e cefoxitina originados 

de vacas com mastite. O percentual de resistência dessas 

bactérias para o antibiótico vancomicina foi de 0%   
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 Analisando os resultados de resistência a oxacilina e vancomicina em 

isolados clínicos humanos, observamos que das 112 amostras, 53 são S. 

aureus, sendo 52 cefoxitina e oxacilina resistentes e dos 59 CNS, 51 são 

cefoxitina e oxacilina resistentes (Figura 3). Cem por cento dos isolados 

foram sensíveis à vancomicina segundo esta metodologia (Figura 3). Estes 

resultados refletem o nível de resistência à oxacilina em hospitais mundiais e 

justificam o porquê desta resistência já ser considera um problema endêmico 

mundial (Lowy, 2003).  

Levantamento feito de janeiro de 1990 a maio de 1999, nos Estados 

Unidos, indicou que os CNS são isolados de infecções em pacientes 

internados com maior freqüência, 37,3%, que os S. aureus, 12,6% 

(Richards, 1999). Nos hospitais dos Estados Unidos, o percentual de MRSA 

passou de 4% em 1980 para 55% em 2001. Na Europa, como Dinamarca, 

Alemanha e outros países, a prevalência é de 1%, enquanto na região 

central e sudeste europeu os níveis de MRSA encontrados chegam a 10% e 

30% respectivamente (Richards, 1999). Em um hospital de Caxias do Sul, 

RS, Brasil, foram analisadas 214 amostras de S. aureus de 194 pacientes, 

sendo encontrados 32,7% resistentes a oxacilina e nenhuma resistente à 

vancomicina (Spiadorello et al., 2000). No México, houve um aumento na 

resistência a oxacilina em S. aureus de 7% em 1989 para 20% em 1998 

(Vlazquez-Meza, 2005).  

Os perfis de susceptibilidade a drogas de 120 isolados clínicos 

bacterianos, sendo 58 S. aureus, 23 S. epidermidis e 39 Staphylococcus spp 

recuperados de pacientes de diversas enfermarias do Hospital Universitário 

de Juiz de Fora, foram avaliados. Nenhuma delas foi resistente à 

vancomicina, mas, apesar da eficácia deste antimicrobiano, 18% das 

amostras apresentaram resistência intermediária à vancomicina. (Larcher et 

al., 2002). 
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Figura 3 - Percentual de Staphylococcus aureus e Estafilococos Coagulase 

Negativos (CNS) resistentes a oxacilina e cefoxitina originados 

de espécimes clínicos. O percentual de resistência dessas 

bactérias para o antibiótico vancomicina foi de 0% 

 

 

Já com relação à vancomicina, foram relatados no Brasil, apenas 4 

isolados de S. aureus resistentes, sendo ainda, uma tipo de resistência de 

baixa freqüência. Mas, o uso contínuo deste antibiótico, nos tratamento de 

infecções causadas por MRSA e MR-CNS, poderá levar a um perfil de 

resistência maior, podendo chegar ao nível da resistência à oxacilina. Por 

isso, é importante conhecer os determinantes destas resistências, para 

tentar controlá-las, erradicá-las e evitar seu aumento.  

 

4.3. Genes de resistência vanA  e mecA em Staphylococcus aureus e 

estafilococos coagulase negativos provenientes de salame 

fermentado, vacas com mastite e espécimes clínicos  

 A pesquisa da presença dos genes de resistência a vancomicina e 

oxacilina, vanA  e mecA, respectivamente, por meio da técnica de PCR, está 

representada na Figura 5.  Os resultados positivos para vanA foram 
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considerados quando o amplicon obtido apresentava tamanho equivalente a 

732 pb, correspondente ao do controle E. faecium NCTC 717, como 

representado na ala nº 2 na Figura 4.  Os resultados positivos para mecA 

foram considerados quando o amplicon obtido apresentava tamanho 

equivalente a 310 pb, correspondente ao do controle S. aureus ATCC 

33591, como representado na ala nº 4 na Figura 4. 

Dentre todos os isolados derivados de salame fermentado, nenhuma 

amostra apresentou os genes de mecA e vanA mostrando que, apesar da 

possibilidade de essas bactérias atuarem como reservatório de genes de 

resistência, tal fato ainda não foi comprovado com relação a estes 

determinantes genéticos de resistência pesquisados (Tabela 5).  

Do mesmo modo, das amostras provenientes de vacas com mastite 

bovina, apenas duas, sendo um S.aureus e um CNS possuíam o gene 

mecA, representando uma percentagem de 1,5% e 3,3% respectivamente do 

total destas amostras e nenhuma amostra apresentou o gene vanA (Tabela 

5). O uso da avoparcina, um aditivo alimentar dado a bovinos e análogo dos 

glicopeptídeos, a resistência à vancomicina não foi detectada por este 

método também.  
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Figura 4: Representação das amostras bacterianas quanto a presença dos 

genes vanA e  mecA. (M: marcador de 100 pb); 1: Enterococcus 

faecalis ATCC 29212 - Controle negativo na PCR para vanA; 2: 

Enterococcus faecium NCTC 717 - Controle positivo na PCR para 

vanA 732 pb; 3: Representação de todas as amostras negativas 

na PCR para vanA; 4: S.aureus ATCC 33591  Controle positivo 

na PCR para mecA 310 pb; 5: S.aureus ATCC 29213  Controle 

negativo na PCR para mec); 6: Representação das amostras de 

mastite bovina positivas na PCR para mecA; 7: Representação 

das amostras clínicas humanas positivas na PCR para mecA; 8: 

Representação de todas as amostras negativas na PCR para 

mecA. 

 

Alguns análogos de glicopeptídeos, como a avoparcina, eram usados 

como promotor de crescimento em bovinos, com isso em 1994 surgiram os 

Enterococcus spp resistentes a glicopeptídeos como a vancomicina que 

foram isolados de ração animal e fezes de bovinos na Inglaterra, Alemanha 

e Dinamarca (Woodford, 1995). Isto sugeriu que os alimentos derivados de 

carne e o próprio animal atuariam como reservatório para bactérias 
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resistentes aos glicopeptídeos, podendo ser disseminados para humanos via 

cadeia alimentar ou contato direto com animal (Henrik, 2003). Assim, há uma 

preocupação quanto a esta possibilidade porque essas bactérias seriam 

resistentes a drogas normalmente usadas no tratamento humano (Henrik, 

2003). 

Considerando as amostras clínicas humanas, observamos uma alta 

incidência do gene mecA em bactérias presentes em ambiente hospitalar,     

Tabela 5, devido, provavelmente ao uso desta droga em pacientes.  

Analisando a freqüência do gene mecA dentro do gênero 

Staphylococcus de amostras clínicas humanas, observa-se um predomínio 

deste gene em S.aureus (Tabela 6). O gene mecA, é uma seqüência de 

2131 pb de DNA de origem não estafilocócica, sendo transferido 

lateralmente para diferentes espécies de Staphylococcus (Hiramatsu et al.; 

1997), atua na síntese de uma proteína de 76 KDa PBP, que podem ser de  

quatro tipos: PBP1, PBP2, PBP3 e PBP4. As estirpes MRSA expressam 

codificada pelo gene mecA. Esta PBP2a mostra baixa afinidade, não apenas 

-

lactâmicos (Fuchs, 1994).  

 

Tabela 5:  Distribuição de Staphylococcus aureus e Estafilococos Coagulase 

Negativos (CNS), provenientes de salame fermentado, vacas 

acometidas de mastite e espécimes clínicos humanos quanto a 

presença do gene mecA por reação em cadeia da polimerase 

(PCR)  

               Origens 

                    (Nº) 

Característica 

Salame 

fermentado 

(57) 

Mastite bovina 

 

(95) 

Clinica humana 

 

(112) 

    

mecA positivo  0 2 67 

(%) 0 2,1 60 
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Tabela 6:  Distribuição de Staphylococcus aureus e Estafilococos Coagulase 

Negativos (CNS), provenientes de espécimes clínicos humanos, 

positivos para a presença do gene mecA por reação em cadeia 

da polimerase (PCR)  

                  S. aureus CNS 

Total de amostra               53 59 

mecA positivo               35 32 

%               66 54 

 

Como este gene faz parte de um cassete cromossomal estafilocócico, 

este determinante genético pode ser facilmente transferido de um individuo 

para outro podendo causar sérios danos à saúde do paciente e até mesmo à 

comunidade (Lowy, 2003). Hoje este tipo de resistência já está associado 

não apenas ao ambiente hospitalar, mas também à comunidade em geral, 

apresentando um risco à população comum e podendo colonizar animais 

como os bovinos através da manipulação de humanos colonizados e/ou 

infectados (Naimi, 2003).  

Nos isolados humanos, apesar do maior uso da vancomicina em 

função do tratamento de infecções provocadas por MRSA e MR-CNS, 

também não foi encontrado o gene vanA, coerentemente com os resultados 

de teste de difusão em disco.  

 

4.4. Pesquisa das enzimas  lactamases das classes A e D.  

Um outro mecanismo de resistência aos antibióticos  lactâmicos, 

além do fenótipo MecA,  é pela produção, por parte das bactérias, de 

enzimas -lactamases. As penicilinas semi-sintéticas, como a oxacilina, 

foram criadas para serem resistentes a estas enzimas, porém as bactérias 

que produzem outras -lactamases, chamadas de -lactamases de espectro 

estendido (ESBLs) pasaram a ser selecionadas pelo uso de antibióticos da 

classe dos     -lactâmicos (Bush, 2001). Estas enzimas são classificadas, 

segundo Ambler et al., 1991, em 4 classes: A, B, C, D, sendo as das classes 

A (serina- -lactamases) e D (oxacilinases) produzidas também por bactérias 

do gênero Staphylococcus (Bush, 2001). Por isto, foi realizada a pesquisa 
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deste mecanismo de resistência em todos os isolados pelo método 

preconizado pelo NCCLS/CLSI, 2004 (figura 5). Os resultados são 

expressos de acordo com a origem da amostra.  

Nas amostras de salame fermentado, apenas uma de CNS, que já 

tinha resultado de Resistente para o teste de difusão de disco tanto para 

oxacilina quanto cefoxitina, apresentou teste positivo para presença de 

ESBLs. Nenhum Staphylococcus provenientes desta fonte apresentou o 

gene mecA. Sendo assim, confirmamos a presença de um isolado resistente 

e seu mecanismo de resistência. Essas enzimas responsáveis pela 

resistência são codificadas por plasmídeos, que são elementos genéticos 

extra-cromossomais e potencialmente transmitido para outras bactérias, por 

conjugação (Dalmarco et al., 2006).  Há possibilidade de um alimento que 

possui tal bactéria resistente transmitir este microrganismo e este o seu 

determinante de resistência para comensais humanos como CNS ou até 

mesmo patógenos como S. aureus. 

 

 

Figura 5 - Exemplificação da metodologia de aproximação do Disco 

(pesquisa de -lactamases das classes A e D de Ambler). AMC= 

amoxacilina + ácido clavulânico; CTX= Cefotaxima; ATM= 

Aztreonam; CAZ= Ceftazidima; CPO= Ceftriaxone. A seta negra, 

que caracteriza a produção de -lactamases pelo isolado 

bacteriano estudado. 
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Já nas amostras de mastite bovina, oito S. aureus e seis CNS 

apresentaram resistência a cefoxitina e oxacilina pelo teste de difusão em 

disco. Das oito S. aureus, um possuía o gene mecA e outros seis isolados 

diferentes apresentaram teste positivo para pesquisa de ESBLs. Seis CNS, 

um possuía o gen mecA e outros cinco diferentes presença de ESBLs.  

Assim, notamos o predomínio de ESBLs como mecanismo de resistência 

nestes isolados e percebemos que apenas um isolado de S. aureus que foi 

resistente pelo teste de difusão em disco não teve seu mecanismo 

elucidado, sugerindo que seja uma linhagem MODSA ou algum outro de 

mecanismo de resistência como bomba de efluxo. 

Na amostras de origem humana, obteve-se um resultado diferente 

daqueles de origem alimentar e animal. Dos 53 S. aureus, sendo 52 

resistentes a cefoxitina e oxacilina, 35 possuiam o gene mecA e 31 

possuiam atividade de ESBL, sendo que 19 tiveram ambos mecanismos de 

resistência, 12 apresentam apenas ESBL e 16 apenas mecA (figura 6). Com 

estes resultados, observa-se um predomínio da presença de gene mecA 

como possível responsável pela resistência, nota-se também que um mesmo 

isolado possuía no mínimo 2 tipos diferentes de determinantes de 

resistência, isto provavelmente pela exposição aos antibióticos que estas 

bactérias têm em casos clínicos. Por outro lado, cinco S. aureus foram 

resistentes a oxacilina e cefoxitina, pelo método de difusão em disco, mas 

não tiveram seu mecanismo de resistência elucidado sugerindo ser linhagem 

MODSA (York, 1996). 

 Com relação aos 59 CNS isolados de humanos, 51 foram resistentes 

à cefoxitina e oxacilina, sendo que, desses, 32 possuiam o gene mecA, 40 

atividade de ESBL, 21 apresentam ambos os tipos de resistência, 11 

possuem apenas mecA e 19 apenas atividade de ESBL (figura 7).  

Com estes resultados observamos que mesmo sendo de uma mesma 

origem, os isolados de espécimes diferentes apresentaram tipos de 

resistência diferentes. Nos isolados S. aureus predominou o gene mecA, já 

nos CNS a presença de -lactamases, além da presença de isolados com 

no mínimo 2 tipos de resistência a -lactâmicos diferentes. Nestes isolados, 

todos tiveram seu mecanismo de resistência elucidado.  
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Figura 6  Mecanismos de resistência à oxacilina referentes às amostras de 

Staphylococcus aureus isoladas de espécmes clínicos humanos.      

A taxa de 9,5% é referente aos isolados que não tiveram seu 

mecanismo de resistência elucidado neste trabalho. 
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Figura 7  Mecanismos de resistência à oxacilina referente as amostras de                   

Estafilococos Coagulase Negativos (CNS) isoladas de 

espécimes clínicos humanos. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

 
 O teste de difusão em disco permitiu a caracterização da resistência a 

oxacilina e vancomicina, e quase todos os resistentes por este 

método, tiveram seus mecanismos de resistência elucidados. 

 Os resultados de resistência a -lactâmicos usando-se discos de 

oxacilina e cefoxitina mostram-se equivalentes, podendo, para 

Staphylococcus, serem usados indistintamente. 

 Foi observada diferença entre determinantes de resistência 

dependendo da origem das amostras, ou seja, para as de salame 

fermentado, o único isolado resistente foi por produção de ESBL; nos 

isolados de CNS e   S. aureus de mastite bovina e nos CNS de 

ambiente hospitalar, houve predomínio de isolados resistentes por 

produção de ESBL; por outro lado, os  S. aureus clínicos humanos, 

houve predomínio de resistência mediado pela presença do gene 

mecA   

 Os isolados clínicos humanos e de mastite bovina apresentaram mais 

de um mecanismo de resistência, enquanto que os Staphylococcus 

provenientes de salame fermentado apenas um tipo de mecanismo de 

resistência foi encontrado. 

 A resistência à vancomicina não prevalece nos isolados estudados. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 

  A resistência à oxacilina prevalece nos isolados pesquisados, devido, 

provavelmente, ao uso de antibióticos, principalmente da classe dos                 

-lactâmicos, em casos clínicos humanos e na medicina veterinária. 

 Se o uso de glicopeptídeos continuarem a aumentar, como no 

tratamento preferencial nas infecções causadas por MRSA e CNS-

MR, possivelmente os isolados resistentes à vancomicina começarão 

a surgir com mais freqüência causando danos ainda maiores para a 

população humana e veterinária. 
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Anexo: Resultados de todos os testes realizados no trabalho: 

 

Todos os resultados estão expressos na tabela do anexo 1 do 

trabalho. As amostras foram identificadas em ordem numérica, sendo que as 

de salame fermentado representam de 1 à 60; de ambiente hospitalar 61 à 

201 e de mastite bovina de 202 à 305. 

 

S= Sensível; R= Resistente; neg= negativo; pos= positivo; + (positivo);              

- (negativo). 

Nº Coagulase Vancomicina Oxacilina Cefoxitina mecA vanA ESBL 
1 - S S S neg neg neg 
2 - S S S neg neg neg 
3 + S S S neg neg neg 
4 - S S S neg neg neg 
5 - S S S neg neg neg 
6 - S S S neg neg neg 
7 - S S S neg neg neg 
8 - S S S neg neg neg 
9 - S S S neg neg neg 
10 - S S S neg neg neg 
11 - S S S neg neg neg 
12 - S S S neg neg neg 
13 - S S S neg neg neg 
14 + S S S neg neg neg 
15 - S S S neg neg neg 
16 + S S S neg neg neg 
17 - S S S neg neg neg 
18 + S S S neg neg neg 
19 - S S S neg neg neg 
20 - S S S neg neg neg 
21 - S S S neg neg neg 
22 - S S S neg neg neg 
23 - S S S neg neg neg 
24 - S S S neg neg neg 
25 - S S S neg neg neg 
26 - S S S neg neg neg 
27 - S S S neg neg neg 
28 - S S S neg neg neg 
29 - S S S neg neg neg 
30 - S S S neg neg neg 
31 - S S S neg neg neg 
32 - S S S neg neg neg 
33 - S S S neg neg neg 
34 - S S S neg neg neg 
35 - S S S neg neg neg 
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36 - S S S neg neg neg 
37 - S S S neg neg neg 
38 + S S S neg neg neg 
39 + S S S neg neg neg 
41 - S S S neg neg neg 
42 - S S S neg neg neg 
43 - S S S neg neg neg 
44 - S S S neg neg neg 
45 - S S S neg neg neg 
46 - S S S neg neg neg 
47 - S R R neg neg pos 
48 - S S S neg neg neg 
49 - S S S neg neg neg 
50 - S S S neg neg neg 
51 - S S S neg neg neg 
52 - S S S neg neg neg 
53 - S S S neg neg neg 
54 - S S S neg neg neg 
55 - S S S neg neg neg 
56 - S S S neg neg neg 
59 - S S S neg neg neg 
60 - S S S neg neg neg 
62 + S R R neg neg pos 
65 + S R R pos neg neg 
68 - S R R pos neg pos 
69 + S R R neg neg neg 
70 + S R R pos neg neg 
71 + S R R pos neg neg 
72 + S R R pos neg neg 
75 + S R R pos neg neg 
76 + S R R pos neg neg 
79 + S R R pos neg pos 
82 + S R R pos neg pos 
84 - S R R pos neg pos 
85 + S R R neg neg pos 
86 + S R R pos neg neg 
87 + S R R neg neg pos 
88 + S R R pos neg pos 
89 + S R R pos neg neg 
90 + S R R pos neg pos 
91 + S R R neg neg pos 
92 - S R R neg neg pos 
93 + S R R neg neg pos 
95 - S S S neg neg neg 
96 - S S S neg neg neg 
97 + S R R pos neg pos 
98 - S S S neg neg neg 

100 - S S S neg neg neg 
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101 + S R R pos neg pos 
104 + S R R pos neg pos 
105 - S R R pos neg pos 
106 + S R R pos neg neg 
107 + S R R pos neg pos 
108 + S R R pos neg pos 
109 + S R R pos neg neg 
110 + S R R neg neg neg 
111 + S R R pos neg pos 
112 + S R R pos neg neg 
113 + S R R pos neg neg 
114 + S R R neg neg pos 
115 - S S S neg neg neg 
116 + S R R pos neg pos 
117 + S R R pos neg pos 
118 + S S S neg neg neg 
119 + S R R pos neg pos 
120 + S R R pos neg neg 
121 + S R R neg neg pos 
122 + S R R pos neg pos 
123 + S S S neg neg neg 
124 - S R R neg neg neg 
125 + S R R neg neg pos 
126 + S R R neg neg pos 
127 - S R R neg neg pos 
128 + S R R neg neg pos 
129 + S R R pos neg neg 
130 + S R R neg neg pos 
131 + S R R neg neg neg 
132 - S R R neg neg pos 
133 + S R R neg neg neg 
134 - S R R neg neg pos 
135 - S R R neg neg pos 
136 - S R R neg neg pos 
138 - S R R neg neg neg 
140 - S S S neg neg neg 
141 - S R R pos neg pos 
142 - S R R neg neg pos 
143 - S R R pos neg pos 
144 - S S S neg neg neg 
145 - S R R neg neg pos 
146 - S R R neg neg pos 
148 - S R R pos neg pos 
149 - S R R neg neg pos 
150 - S R R neg neg pos 
152 - S R R pos neg neg 
153 - S R R neg neg pos 
154 - S R R neg neg pos 
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155 - S R R neg neg pos 
156 - S R R pos neg neg 
157 - S R R pos neg neg 
158 - S R R pos neg pos 
161 - S R R pos neg pos 
162 - S R R pos neg neg 
163 - S R R pos neg pos 
164 - S R R neg neg neg 
165 - S R R pos neg pos 
166 + S R R pos neg pos 
167 - S R R pos neg pos 
168 - S R R pos neg pos 
169 - S R R pos neg pos 
170 - S R R pos neg pos 
171 - S R R neg neg pos 
173 - S R R pos neg neg 
174 + S R R pos neg pos 
175 - S R R pos neg neg 
176 - S R R pos neg neg 
177 - S R R pos neg pos 
178 - S S S neg neg neg 
180 + S R R neg neg pos 
181 - S R R neg neg pos 
183 - S R R neg neg pos 
184 + S R R pos neg neg 
186 + S R R neg neg neg 
188 - S R R pos neg neg 
189 - S R R pos neg pos 
191 - S R R pos neg pos 
192 - S R R neg neg pos 
193 - S R R pos neg pos 
194 - S R R pos neg neg 
195 - S R R neg neg pos 
196 - S R R pos neg neg 
197 + S R R pos neg neg 
198 + S R R pos neg neg 
199 + S R R pos neg pos 
200 - S R R pos neg pos 
201 - S R R pos neg pos 
202 - S S S neg neg neg 
203 - S S S neg neg neg 
204 + S S S neg neg neg 
205 + S S S neg neg neg 
206 + S S S neg neg neg 
207 + S S S neg neg neg 
208 - S S S neg neg neg 
209 - S R R pos neg neg 
210 - S S S neg neg neg 
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211 - S S S neg neg neg 
213 + S S S neg neg neg 
214 - S S S neg neg neg 
215 + S S S neg neg neg 
216 - S R R neg neg pos 
217 + S R R neg neg pos 
218 + S S S neg neg neg 
219 - S S S neg neg neg 
220 - S S S neg neg neg 
221 + S R R neg neg pos 
222 - S R R neg neg pos 
223 - S R R neg neg pos 
224 + S S S neg neg neg 
226 + S S S neg neg neg 
227 + S R R neg neg pos 
228 - S S S neg neg neg 
229 - S S S neg neg neg 
230 + S R R neg neg neg 
231 + S S S neg neg neg 
232 + S R R neg neg pos 
233 - S S S neg neg neg 
234 - S S S neg neg neg 
235 + S R R neg neg pos 
236 + S S S neg neg neg 
237 - S S S neg neg neg 
238 - S S S neg neg neg 
239 - S S S neg neg neg 
240 - S S S neg neg neg 
241 - S S S neg neg neg 
242 + S R R pos neg neg 
243 + S R R neg neg pos 
244 - S R R neg neg pos 
245 - S S S neg neg neg 
246 - S R R neg neg pos 
247 - S S S neg neg neg 
248 - S S S neg neg neg 
249 + S S S neg neg neg 
253 + S S S neg neg neg 
254 + S S S neg neg neg 
255 + S S S neg neg neg 
256 + S S S neg neg neg 
257 + S S S neg neg neg 
258 - S S S neg neg neg 
259 - S S S neg neg neg 
260 + S S S neg neg neg 
261 + S S S neg neg neg 
262 - S S S neg neg neg 
263 + S S S neg neg neg 
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264 + S S S neg neg neg 
265 + S S S neg neg neg 
266 + S S S neg neg neg 
267 + S S S neg neg neg 
268 + S S S neg neg neg 
269 + S S S neg neg neg 
271 + S S S neg neg neg 
272 + S S S neg neg neg 
273 - S S S neg neg neg 
274 + S S S neg neg neg 
275 + S S S neg neg neg 
276 + S S S neg neg neg 
277 + S S S neg neg neg 
278 + S S S neg neg neg 
279 + S S S neg neg neg 
280 + S S S neg neg neg 
281 + S S S neg neg neg 
282 + S S S neg neg neg 
283 + S S S neg neg neg 
284 + S S S neg neg neg 
285 + S S S neg neg neg 
286 + S S S neg neg neg 
287 + S S S neg neg neg 
288 + S S S neg neg neg 
289 + S S S neg neg neg 
291 + S S S neg neg neg 
292 + S S S neg neg neg 
293 + S S S neg neg neg 
294 - S S S neg neg neg 
295 + S S S neg neg neg 
296 + S S S neg neg neg 
297 + S S S neg neg neg 
299 + S S S neg neg neg 
300 + S S S neg neg neg 
301 + S S S neg neg neg 
302 + S S S neg neg neg 
303 + S S S neg neg neg 
304 + S S S neg neg neg 
305 + S S S neg neg neg 
C+ + R R R pos pos pos 
C- - S S S neg neg neg 

 


