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RESUMO 
CARACTERIZAÇÃO DE Staphylococcus haemolyticus ISOLADOS DE PACIENTES 

NEONATAIS, ANTES E DURANTE A PANDEMIA DE COVID-19 

Nathália Salgueiro da Rocha 

Orientadores: Profª. Drª. Simone Aranha Nouér 
Profª. Drª. Kátia Regina Netto dos Santos 
Profª. Drª. Fernanda Sampaio Cavalcante 

 
Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação 

em Medicina (Doenças Infecciosas e Parasitárias), Faculdade de Medicina, da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos 

necessários à obtenção do título de Mestre em Ciências aplicadas à Infectologia 
(Doenças Infecciosas e Parasitárias). 

 
Em unidades de terapia intensiva neonatal (UTIN), Staphylococcus haemolyticus é 
uma das principais espécies isoladas em infecções. Durante a pandemia de COVID- 
19, a rotina dessas unidades foi impactada. O objetivo deste estudo foi avaliar 
prevalência e características microbiológicas de S. haemolyticus isolados em uma 
UTIN fluminense antes e durante a pandemia. Swabs nasais foram coletados 
semanalmente em dois períodos (julho/2019-março/2020 e novembro/2020- 
março/2021), semeados em ágar manitol salgado e as espécies identificadas por 
espectrometria de massas. A suscetibilidade antimicrobiana foi avaliada por disco- 
difusão, a concentração inibitória mínima (CMI) para vancomicina por microdiluição 
em caldo, os tipos de SCCmec por PCR e a diversidade genética por rep-PCR. De 
107 pacientes, 75 estavam colonizados (42 no primeiro período; 33 no segundo; 
prevalência de 70,1%). A internação motivada por prematuridade foi mais frequente 
entre pacientes colonizados (p=0,03). Comparando os dois períodos do estudo, não 
houve variação no perfil clínico/demográfico da UTIN, exceto pela redução no uso de 
associação de ampicilina e gentamicina durante a pandemia (p=0,048). Todas as 
amostras foram resistentes à meticilina, 53,3% apresentavam resistência aos beta- 
lactâmicos, ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina e STX-TMP; 78% 
apresentavam CMI para vancomicina ≥4ug/mL, 66% carreavam o SCCmec V e 33,3% 
fermentavam manitol. Não houve variação significativa nessas variáveis entre os dois 
períodos. Apenas cinco genótipos foram encontrados e 70,6% das amostras 
pertenceram a um genótipo, predominante nos dois períodos, mais resistente a 
vancomicina (p=0,008) e com maior capacidade de metabolizar manitol (p=0,048). O 
estudo indicou disseminação e predomínio de um genótipo de S. haemolyticus 
multirresistente com baixa susceptibilidade à vancomicina, cuja prevalência não foi 
alterada após as mudanças impostas pela pandemia. 

Palavras-chave: Staphylococcus haemolyticus; unidades de terapia intensiva 
neonatal; colonização; COVID-19 
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Abstract da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Medicina (Doenças Infecciosas e Parasitárias), Faculdade de Medicina, da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos 

necessários à obtenção do título de Mestre em Ciências aplicadas à Infectologia 
(Doenças Infecciosas e Parasitárias). 

 
In neonatal intensive care units (NICUs), Staphylococcus haemolyticus is one of the 
main species isolated in infections. During the COVID-19 pandemic, the routine of 
these units was affected. This study aimed to evaluate the prevalence and 
microbiological characteristics of S. haemolyticus isolates in a NICU in the state of Rio 
de Janeiro before and during the pandemic. Nasal swabs were collected weekly during 
two periods (July 2019–March 2020 and November 2020–March 2021), plated on 
mannitol salt agar, and species were identified by mass spectrometry. Antimicrobial 
susceptibility was assessed by disk diffusion, vancomycin minimum inhibitory 
concentration (MIC) was determined by broth microdilution, SCCmec types were 
identified by PCR, and genetic diversity was analyzed by rep-PCR. Of 107 patients, 75 
were colonized (42 in the first period; 33 in the second; prevalence of 70.1%). 
Hospitalization due to prematurity was more frequent among colonized patients 
(p=0.03). Comparing the two study periods, there was no variation in the 
clinical/demographic profile of the NICU, except for a reduction in the use of ampicillin 
and gentamicin combination therapy during the pandemic (p=0.048). All isolates were 
methicillin-resistant; 53.3% were resistant to beta-lactams, ciprofloxacin, clindamycin, 
erythromycin, gentamicin, and trimethoprim-sulfamethoxazole; 78% had a vancomycin 
MIC ≥4 µg/mL, 66% carried SCCmec type V, and 33.3% fermented mannitol. There 
was no significant variation in these variables between the two periods. Only five 
genotypes were identified, and 70.6% of isolates belonged to a single genotype, 
predominant in both periods, which showed higher vancomycin resistance (p=0.008) 
and greater ability to metabolize mannitol (p=0.048). The study indicated dissemination 
and predominance of a multidrug-resistant S. haemolyticus genotype with low 
susceptibility to vancomycin, whose prevalence was not affected by the changes 
imposed by the pandemic. 

Key words: Staphylococcus haemolyticus; neonatal intensive care units; colonization; 
COVID- 19. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
 
 

 
As infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) representam um 

grave problema de saúde pública (Gammon et al., 2019; Osme et al., 2020; Moradi et 

al., 2024). Os neonatos internados em unidades de terapia intensiva neonatal (UTIN) 

são um dos grupos mais propensos a esse tipo de infecção (Fortaleza et al., 2017; De 

Mello Freitas et al., 2021). Isto se deve a diversos fatores, que envolvem a imaturidade 

da pele, aspectos imunológicos e à elevada frequência de procedimentos aos quais 

esses pacientes são submetidos, que constituem fatores de risco para o 

desenvolvimento das IRAS (Rangelova et al., 2020; Menezes et al., 2021). 

O gênero Staphylococcus, principalmente as espécies S. epidermidis e S. 

haemolyticus são os principais microrganismos envolvidos em IRAS que acometem 

neonatos, e as infecções de corrente sanguínea (ICS) associadas ao uso de cateter 

são os eventos infecciosos mais comuns (Dong & Speer, 2014; Scamardo et al., 2020; 

De Mello Freitas et al., 2021). Staphylococcus são cocos Gram positivos, ubíquos, que 

podem ser divididos de acordo com a sua capacidade de produção e secreção da 

proteína coagulase (Sigudu et al., 2023). A espécie S. aureus é a principal 

representante do grupo dos coagulase positivos devido ao seu grande arsenal de 

fatores de virulência, o que a torna um dos principais patógenos humanos (GBD, 

2019). Por outro lado, os Staphylococcus coagulase negativos (SCN), que possuem 

poucos fatores de virulência, são as bactérias mais abundantes na pele humana 

(Joglekar et al., 2023). 

Nesse contexto, S. haemolyticus responde pelo segundo lugar como agente 

etiológico de infecções causadas por SCN (Czejak et al., 2015; ECDP, 2024). Além 

da capacidade de formação de biofilme, um número notável de genes de virulência, 

de resistência aos antimicrobianos e aos metais pesados e, de tolerância à saneantes 

têm sido descritos (Chan et al., 2015; Pinheiro et al., 2015; Eltwisy et al., 2020; 

Westberg et al., 2022; Silva-de-Jesus et al., 2023; Magnan et al., 2024). A maioria das 

cepas é resistente às penicilinas semissintéticas, antimicrobiano de escolha para o 

tratamento dessas infecções (Zhydzetski et al., 2024). Além disso, há evidências de 
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que S. haemolyticus possa atuar como reservatório de genes de resistência para 

outras espécies de estafilococos, incluindo S. aureus, potencializando a disseminação 

da resistência antimicrobiana em ambiente hospitalar (Rossi et al. 2016; Morgado et 

al., 2024). 

Desde 2022, quando uma epidemia de proporção nacional foi detectada em 

UTINs da França, S. haemolyticus vem causando surtos em unidades neonatais em 

diferentes países do mundo (Chakraborty et al., 2022; Westberg et al., 2022; Afeke et 

al., 2023). A epidemiologia molecular tem desempenhado um papel fundamental na 

compreensão desses surtos permitindo a identificação de perfis genéticos 

disseminados em ambientes hospitalares. Além da possibilidade de sequenciamento 

do genoma total, técnicas como o PFGE (eletroforese em gel de campo pulsado), 

MLST (tipagem por sequenciamento do multilocus enzimático) e rep-PCR (que se 

baseia na amplificação de sequências repetidas no genoma) podem ser aplicadas, e 

normalmente encontram uma grande variabilidade genética entre as amostras 

analisadas. 

No Brasil, são escassos os estudos sobre a prevalência de S. haemolyticus 

em neonatos, mas na década de 2010 foram reportadas taxas elevadas de infecção 

e colonização nesta população (Ternes et al., 2013; Pereira et al., 2014; Salgueiro et 

al., 2019). Desde 2019, a colonização por Staphylococcus em uma UTIN do interior 

do estado do Rio de Janeiro vem sendo monitorada e foi verificado uma elevada 

frequência no isolamento de S. haemolyticus em bebês da unidade. A pandemia de 

COVID-19 afetou a dinâmica e a rotina dos serviços de saúde, acarretou o aumento 

do uso de saneantes e de antimicrobianos pela população. Portanto, este estudo foi 

conduzido para investigar se houve alteração na prevalência de S. haemolyticus entre 

os períodos, antes e durante a pandemia de COVID-19, assim como na resistência 

antimicrobiana e diversidade clonal bacteriana. 
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2 OBJETIVOS 

 

 
 
 

 
2.1 Objetivo geral 

 
Este estudo tem por objetivo descrever a prevalência, as características fenotípicas e 

moleculares de Staphylococcus haemolyticus isolados de colonização em neonatos 

internados em uma UTIN do Rio de Janeiro, antes e durante a pandemia de COVID- 

19. 

 
 

 
2.2 Objetivos específicos 

 
● Delinear o perfil clínico e demográfico dos pacientes da unidade, nos dois períodos 

avaliados; 

● Identificar, via espectrometria de massas (MALDI-TOF-MS) e PCR espécie- 

específico, as espécies Staphylococcus spp, isoladas de swab nasal; 

● Determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos em amostras de S. haemolyticus; 

● Avaliar a concentração mínima inibitória para vancomicina em amostras de S. 

haemolyticus; 

● Caracterizar o tipo de SCCmec nas amostras de S. haemolyticus resistentes à 

meticilina; 

● Analisar a diversidade genética das amostras de S. haemolyticus; 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 
 
 

 
3.1 Infecções relacionadas à saúde em neonatos 

 
As infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) são aquelas que 

ocorrem durante o tratamento para outras doenças e tem o potencial de aumentar 

significativamente o tempo de internação, os custos financeiros relacionados ao 

tratamento e a taxa de mortalidade (Gammon et al., 2019; Moradi et al., 2024). No 

Brasil, Osme e colaboradores (2020) determinaram que o custo do tratamento para o 

Sistema Único de Saúde é de US$2721 caso o paciente desenvolva IRAS e U$ 1553 

caso estas infecções não ocorram. O tempo de internação pode aumentar, em média, 

11 dias caso o paciente desenvolva IRAS (Moradi et al., 2024) 

Dados do Brasil, Estados Unidos da América e União Europeia indicam que 

os principais microrganismos causadores de IRAS são as enterobactérias, 

principalmente Klebsiella spp. e E. coli, seguido por Staphylococcus spp., 

Pseudomonas aeruginosa e, em menor proporção, Enterococcus spp. e Candida spp. 

(Braga et al., 2018; Suetens et al., 2018; Magill et al., 2014). Braga e colaboradores 

em 2018 verificaram em um estudo no Brasil, realizado em Minas Gerais, que S. 

aureus e P. aeruginosa foram responsáveis por 39% e 27,1%, respectivamente, de 

todas as infecções em 28 unidades de terapia intensiva destinadas a pacientes 

adultos. Em infecções de corrente sanguínea (ICS), Staphylococcus epidermidis, 

Staphylococcus haemolyticus e outros Staphylococcus coagulase negativos foram 

mais comuns. Os autores também relataram que a taxa de resistência à meticilina 

entre Staphylococcus spp. foi de 45%. 

Os neonatos, as crianças menores de um ano e os idosos, com mais de 65 

anos, são os grupos mais afetados pela ocorrência de IRAS, sendo que as crianças 

são mais propensas a desenvolver infecções de corrente sanguínea, enquanto os 

idosos estão mais associados a infecções de pele e do trato urinário (Fortaleza et al., 

2017). De modo geral, os grupos de mais alto risco para o desenvolvimento de IRAS 

são os pacientes que utilizam dispositivos invasivos, como cateter venoso central e 

cateter vesical, os que estão sob ventilação mecânica, os extremos etários e os 
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pacientes de unidades de terapia intensiva (UTI) (Fortaleza et al., 2017). Vale reforçar 

que a prevalência de IRAS é maior nas unidades de terapia intensiva (Braga et al., 

2018), principalmente aquelas destinadas a neonatos (UTIN) (De Mello Freitas et al., 

2021). 

Menezes e colaboradores. (2021), em estudo realizado em uma UTIN de 

Minas Gerais, identificaram como fatores de risco para a aquisição de IRAS em 

neonatos a idade gestacional de até 28 semanas, a hospitalização prolongada e o uso 

de dispositivos invasivos, como cateter central de inserção periférica, ventilação 

mecânica e nutrição parenteral. De maneira semelhante, Ertugrul e colaboradores. 

(2016), ao analisarem infecções da corrente sanguínea em neonatos de uma UTIN na 

Turquia, apontaram esses mesmos fatores e acrescentaram o uso de cateter 

umbilical, a realização de procedimentos cirúrgicos, o uso de antimicrobianos, a 

transfusão de plasma ou hemácias, a ocorrência de hemorragia intracraniana e o 

baixo peso ao nascer. Em um estudo conduzido em Taiwan, Kung et al. (2016) 

também verificaram a associação de procedimentos invasivos, nutrição parenteral e 

hemorragia intracraniana com IRAS em neonatos, porém não consideraram o uso de 

antimicrobianos e transfusões como fatores de risco. Além disso, no estudo, o peso 

ao nascer e a idade gestacional foram semelhantes entre os grupos com e sem 

infecção, não sendo, portanto, considerados fatores de risco. No entanto, sabe-se que 

mais de 60% das IRAS em UTINs acometem neonatos com menos de 1000g, e a 

incidência diminui significativamente conforme o peso da criança aumenta (Scamardo 

et al., 2020). 

Em neonatos, as IRAS apresentam taxa de mortalidade entre 18% e 36% 

(Pammi & Weisman 2015; McGovern et al., 2020). As crianças que apresentam essas 

infecções no período neonatal também têm um risco aumentado de apresentarem 

déficit motor e/ou cognitivo (Rand et al., 2016). Não está totalmente elucidado o motivo 

dos neonatos serem um grupo tão propenso às IRAS. Além da presença dos fatores 

de risco acima descritos, sabe-se também que uma das causas é o estrato córneo ter 

menos camadas. Em um estudo antigo, (Evans & Rutter 1986) demonstram que 

neonatos nascidos a termo possuem em geral 16 camadas de células, enquanto 

aqueles que nascem na 26ª semana de gestação apresentam apenas três camadas, 

o que reduz a proteção a infecções fornecida pela pele. Além disso, em 2018, 

Harberson e colaboradores postularam a hipótese de que o sistema imune dos 
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neonatos seja mais “tolerante” aos patógenos do que os adultos. De fato, há muito 

tempo se sabe que as ICS em neonatos atingem cargas bacterianas circulantes muito 

maiores que nos adultos (Yagupsky et al., 1990). Em ICS em adultos, são encontradas 

de 1 a 30 UFC/mL de sangue, sendo que uma contagem de 100 UFC/mL está 

associada à 100% de mortalidade, enquanto neonatos podem apresentar de 50 a 500 

UFC/mL de sangue, com um terço deles apresentando >1.000 UFC/mL (Dietzman et 

al.,1974). Essa tolerância maior aos patógenos, segundo Haberson et al., (2018), seria 

resultado de um processo de supressão imunológica que existe para preservar a 

formação da microbiota intestinal e para garantir que o neonato consiga direcionar seu 

metabolismo para o crescimento e desenvolvimento, evitando gasto energético com a 

prevenção e destruição de patógenos. 

O principal agente etiológico de IRAS em neonatos são os Staphylococcus 

coagulase negativos, que causam até 40% destas infecções (Dong & Speer 2014; 

Bizzarro et al., 2015; Scamardo et al., 2020; De Mello Freitas et al., 2021). Acredita- 

se que em crianças saudáveis que nascem a termo, essas bactérias se estabelecem 

definitivamente na microbiota na terceira semana de vida (Chu et al., 2017; Ta et al., 

2018). Contudo, a prematuridade e a estadia em UTIN afetam a colonização da pele 

por Staphylococcus. Isto foi identificado inicialmente em 2010, por Bjorkqvist e 

colaboradores, que ao avaliar 20 neonatos prematuros, verificaram que 30% estavam 

colonizados por SCN antes do terceiro dia de vida. Em sete dias, 95% já estavam 

colonizados. Neste estudo, os autores também verificaram que de 14 pacientes que 

desenvolveram ICS por SCN, 11 estavam colonizados em pele e/ou narina por 

amostras geneticamente idênticas. Um outro estudo que avaliou a colonização nasal 

de neonatos prematuros e com baixo peso nos primeiros dias de vida (Cason et al., 

2021), demonstrou que dentro das primeiras horas após o parto, estas crianças 

apresentavam colonização nasal por bactérias dos gêneros Lactobacillus, 

Streptococcus, Staphylococcus, Corynebacterium, Acinetobacter, Pseudomonas, 

Stenotrophomonas ou Rothia, que tem origem na microbiota materna e nas bactérias 

do ambiente hospitalar, especialmente nas superfícies da sala de parto. Após alguns 

dias de internação na UTIN, a tendência foi verificar um aumento significativo nas 

taxas de colonização por Staphylococcus, Streptococcus e Escherichia coli, inclusive 

por cepas multirresistentes, que são adquiridas na UTIN. Além disso, entre nove e 

treze dias após a internação na UTIN, a diversidade bacteriana decaiu bastante, e 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC5986917/#B31
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC5986917/#B31
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Staphylococcus e Escherichia adquiridos no ambiente passaram a ser os gêneros 

mais abundantes na mucosa nasal da criança. Younge e colaboradores (2018) 

avaliaram a microbiota da pele de neonatos prematuros e nascidos a termo e 

encontraram os gêneros Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Escherichia 

e Enterobacter, sendo que a microbiota cutânea de bebês prematuros tinha menor 

diversidade e maior abundância de Staphylococcus e Escherichia do que a microbiota 

dos bebês a termo. Os autores também coletaram amostras do ambiente hospitalar e 

concluíram que uma proporção substancial da microbiota na pele da criança tinha 

origem em bactérias do ambiente hospitalar. 

3.2 Gênero Staphylococcus e espécies coagulase negativas 
 

O gênero Staphylococcus está inserido na família Staphylococcaceae e abriga 

mais de 60 espécies (LPSN, 2025). Essas bactérias são classificadas como Gram 

positivos, imóveis, não flagelados, anaeróbios facultativos, resistentes a 0,04 U de 

bacitracina e com temperatura ótima de crescimento entre 30 °C e 37 °C. Algumas 

espécies de Staphylococcus produzem e secretam uma proteína denominada 

coagulase, que recebe este nome por converter o fibrinogênio do plasma em fibrina, 

levando a formação de um coágulo. As espécies que possuem esta característica são 

chamadas Staphylococcus coagulase positivos (SCP). No entanto, a maior parte das 

espécies de Staphylococcus não produzem a coagulase e são conhecidos como 

Staphylococcus coagulase negativos (SCN) (Carroll et al., 2019). 

Os Staphylococcus coagulase-positivos, apesar de constituírem menos 

espécies, possuem como principal representante Staphylococcus aureus, que é 

amplamente reconhecido como um importante agente etiológico de infecções em 

humanos, abrangendo desde infecções superficiais da pele até condições graves, 

como pneumonia, endocardite e sepse (Tong et al., 2015). A importância clínica se 

deve, principalmente, à presença de diversos fatores de virulência que atuam na 

adesão, evasão imunológica e disseminação tecidual. Esses fatores também incluem 

a produção de citolisinas (como as hemolisinas e a leucocidina de Panton-Valentine), 

toxinas (como as toxinas esfoliativas, enterotoxinas e a toxina da síndrome do choque 

tóxico) e enzimas que degradam tecidos (como lipases, colagenases, hialuronidases). 

A presença desses determinantes de virulência torna S. aureus altamente patogênico 
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e difícil de tratar, especialmente em casos de resistência antimicrobiana, como ocorre 

com as amostras resistentes à meticilina (Cheung; Bae; Otto, 2021) 

Os SCN, por outro lado, foram durante muito tempo considerados espécies 

não patogênicas (Kloos; Bannerman, 1994; Vermont et al., 1998) e somente nos 

últimos 25 anos passaram a ser considerados relevantes como agentes causadores 

de infecções no ambiente hospitalar. Essas bactérias são extremamente abundantes 

na superfície da pele, sendo provavelmente o gênero mais encontrado na microbiota 

cutânea de seres humanos (Gautam et al., 2017; Byrd et al., 2018). A predominância 

dos Staphylococcus, em especial os SCN, na pele humana se deve a algumas 

características de espécies deste grupo, como o fato de serem espécies 

halotolerantes, suportando assim o alto teor de sal do suor, de utilizar a ureia presente 

no suor como fonte de nitrogênio e de possuir adesinas que permitem a fixação à pele 

(Scharschmidt, TC & Fischbach, 2013). Além disso, as espécies de SCN são 

conhecidas por produzirem uma variedade de bacteriocinas e substâncias 

antimicrobianas que eliminam outras espécies (Zipperer et al., 2016; Severn et al., 

2022; Liu et al., 2024) 

Neste contexto, S. epidermidis é a espécie mais abundante na superfície da 

pele (Byrd et al., 2018; Severn et al., 2019, Joglekar et al., 2023) e, juntamente com 

S. aureus, são as duas principais espécies encontradas na mucosa nasal (Liu et al., 

2024). As outras duas espécies mais encontradas na superfície da pele são S. capitis 

e S. hominis. S. capitis é predominante no couro cabeludo (Widaty et al., 2023) e se 

distribui equilibradamente pelo restante da superfície do corpo, porém em menor 

abundância que S. epidermidis (Joglekar et al., 2024). Já S. hominis predomina em 

regiões mais úmidas e de dobras, como a fossa antecubital (dobra interna dos 

cotovelos), região inguinal, entre os dedos dos pés (Joglekar et al., 2023) e nas axilas 

(Li et al., 2019). Na orelha externa, S. auricularis é a espécie mais frequente (Joglekar 

et al., 2023). 

Embora alguns estudos indiquem que S. haemolyticus e S. epidermidis podem 

carrear citolisinas e enterotoxinas (Eltwisy et al., 2020; Pinheiro et al., 2015), em geral 

os SCN são comensais e possuem poucos atributos de virulência. Por isso, causam 

infecções apenas mediante situações de imunossupressão e/ou utilização de 

procedimentos invasivos (Argemi et al., 2019), sendo conhecidas como bactérias 

oportunistas. Porém, um fator de virulência importante e frequente entre os SCN é a 
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formação de biofilme. Essa propriedade permite que os SCN realizem um processo 

de aderência a superfícies bióticas e abióticas e por isso torna-se o principal 

mecanismo através do qual estas bactérias acessam e se estabelecem em cateteres 

vasculares. A formação desse biofilme se dá por algumas etapas: adesão das células 

a uma superfície, maturação que se dá pela divisão e agregação de células, para a 

formação de multicamadas, ocorrendo também a produção de uma matriz 

extrapolimérica e dispersão das células do ambiente (Otto M. 2018). 

3.3 Staphylococcus haemolyticus 
 

S. haemolyticus é a segunda espécie de SCN mais relacionada a infecções 

humanas (Czejak et al., 2015; ECDP, 2024), que responde por até 20% das infecções 

causadas por SCN (Eltwisy et al., 2022). Descrito em 1975 por Kloos & Schleifer 

(1975), seu genoma é de aproximadamente 2,4 x 106 pares de base, o que é 

semelhante ao genoma de S. aureus e de S. epidermidis, apresentando inclusive um 

conteúdo G+C similar a estas duas espécies (Chan et al., 2015). As condições ótimas 

de crescimento de S. haemolyticus são temperatura entre 30 e 40 °C, sob aerobiose 

e na presença de 10% de NaCl (Voes et al. 2009). S. haemolyticus é um 

microrganismo ubíquo, encontrado na pele humana, colonizando as axilas (Troccaz 

et al., 2015) e os pés (Joglekar et al., 2023), em água e estações de tratamento de 

esgoto (Basso et al., 2014; Batista et al., 2023) e em animais de rebanho (Leroy et al., 

2015; Chuprom et al., 2023) e de estimação (Ruzauskas et al., 2015; Phumthanakorn 

et al., 2023). 

Embora classicamente os SCN sejam considerados microrganismos pouco 

virulentos, alguns estudos realizados nos últimos anos vêm mostrando que amostras 

de S. haemolyticus podem carrear diversos genes associados à adesão e evasão da 

resposta imune. Eltwisy e colaboradores (2020) conduziram um estudo acerca da 

virulência em S. haemolyticus e para isso selecionaram 10 amostras desta espécie 

isoladas de feridas de úlceras em pacientes diabéticos em um hospital no Egito. Eles 

verificaram que 90% das amostras de S. haemolyticus avaliadas carreavam os genes 

fnbA e fnbB, 80% os genes da alfa-hemolisina e 50% eram positivos para gene seg, 

que codifica a enterotoxina G. Além disso, demonstraram alta capacidade de adesão 

a fibroblastos humanos, bem como conseguiram induzir a apoptose destas células. 

Pinheiro e colaboradores (2015), em estudo com amostras do Brasil, isoladas de 
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hemocultura, também verificaram que mais de 90% dos S. haemolyticus carreavam o 

gene hla, que codifica a alfa-hemolisina de S. aureus. Além disso, os genes para β e 

δ-hemolisina foram detectadas em 81% e 40,5% das amostras, respectivamente. 

Sabe-se que a β-toxina atua na evasão da resposta imune, ao destruir monócitos, 

polimorfonucleares, linfócitos em repouso e linfócitos T em proliferação, enquanto a 

δ-toxina está associada ao sistema quorum sensing da bactéria (Novick et al., 2007) 

e, por isso, podem colaborar com o estabelecimento da infecção. No Brasil, Araújo- 

Alves e colaboradores (2022) identificaram a presença do gene shsA de S. 

haemolyticus, ortólogo dos genes sasX, de S. aureus e sesI, de S. epidermidis, e que 

codifica uma proteína de superfície envolvida no estabelecimento da colonização e na 

invasividade da bactéria. Curiosamente, no ano seguinte, Silva-de-Jesus e 

colaboradores (2023) encontraram os genes sesI em amostras de S. haemolyticus, o 

que sugere a transferência horizontal de genes que ocorre entre as espécies. 

A prevalência das infecções causadas por S. haemolyticus é agravada pelo fato 

de que a frequência de cepas multirresistentes isoladas no mundo aumentou nos 

últimos anos (MAGNAN et al., 2024). O genoma dessas cepas multirresistentes vem 

sendo mapeado usando tecnologias de sequenciamento de última geração, que 

apontam a ocorrência de múltiplos genes, associados à resistência aos beta- 

lactâmicos (blaZ e mecA), quinolonas (norA, norB e norC), aminoglicosídeos (aac(6’) 

e aph3), polimixinas (pmrF), trimetoprim (dfrC), linezolida (optrA), à resistência 

cruzada à estreptogramina B, lincosamidas e macrolídeos (ermK e msrA) (Chan et al., 

2015; Westberg et al., 2022). Chan e colaboradores (2015) também reportaram a 

ocorrência das bombas de efluxo do tipo MFS, que conferem resistência a múltiplos 

antimicrobianos, como tetraciclina, cloranfenicol e macrolídeos. Além dos genes que 

codificam resistência a antibióticos, um estudo realizado no sul da França, em 2024, 

identificou a presença de genes envolvidos na tolerância à saneantes a antissépticos 

qacE, qacH, qacA/qacR, que codificam bombas de efluxo associadas à expulsão de 

compostos de quaternário de amônio. Também foram detectados os genes que 

codificam bombas de efluxo de cobre (copA, copB e copZ) e transportadores de zinco 

(crzB e crzA2) envolvidos na resistência a metais pesados. Esses genes foram 

encontrados em todos os 53 genomas de S. haemolyticus analisados (Magnan et al. 

2024). 
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A presença de genes de resistência, de tolerância a saneantes e de virulência 

em S. haemolyticus é preocupante, pois esta espécie pode servir como reservatório e 

transferir esses genes para outras espécies. Essa transferência de genes vem sendo 

analisada em alguns trabalhos, como o de Rossi e colaboradores (2016), que 

observaram a presença de plasmídeos e o genótipo de resistência à mupirocina em 

nove amostras de S. haemolyticus isoladas de hemocultura no Brasil. Esses 

plasmídeos mostraram-se diversos, sendo conjugativos ou mobilizáveis, e capazes de 

transferir resistência à mupirocina para S. aureus. Já no estudo de Morgado et al. 

(2024), vários plasmídeos putativos foram observados abrigando genes de resistência 

em S. haemolyticus. Os autores encontraram o raro gene da metiltransferase 

ribossomal cfrA, o qual é transmitido por plasmídeo e associado à resistência a vários 

antibióticos. A literatura indica que as principais infecções causadas por esta espécie 

são as infecções de corrente sanguínea (ICS) associadas a cateteres vasculares 

(Ahmed et al., 2015; Puspita et al., 2021; Eltwisy et al., 2022; Patil et al., 2024). Alguns 

fatores podem explicar este fato. Primeiramente, embora S. haemolyticus seja uma 

espécie pouco abundante na superfície corporal de pessoas saudáveis (Joglekar et 

al., 2023), ela é comum nas mãos de profissionais de saúde e indivíduos 

hospitalizados (Salgueiro et al., 2019; Alahmadi et al., 2021; Liu et al., 2024). Eltwisy 

e colaboradores em dois estudos, de 2020 e 2022, propuseram que em amostras de 

S. haemolyticus a presença da adesina Fnbp e o estabelecimento do biofilme facilitem 

a adesão e internalização bacteriana através do cateter. Já na corrente sanguínea, 

acredita-se que S. haemolyticus secrete fatores de virulência como hemolisinas e 

enterotoxinas. Além de ser reportado como um dos principais patógenos isolados em 

ICS, sendo especialmente comum naquelas que acometem neonatos hospitalizados 

(Westberg et al, 2022; Goliska et al., 2023), diversos estudos documentam a 

ocorrência de infecções por S. haemolyticus em outros sítios. Em uma publicação de 

Bryce, Doocey e Handy (2021) é relatado S. haemolyticus causando meningite após 

ICS relacionada ao cateter central de inserção periférica. Estudos recentes também 

identificaram S. haemolyticus e S. epidermidis como principais causadores de 

infecções urinárias comunitárias na Tanzânia (Phillip et al., 2023). Entre os SCN, S. 

haemolyticus é a segunda espécie mais encontrada em infecções oculares. Foi 

relatado também, amostras de S. haemolyticus da linhagem ST25/CC1 como 

causadoras de ceratite na Índia e Europa (Panda et al., 2016; Couto et al., 2018). 
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3.4 Staphylococcus haemolyticus e sua importância no contexto neonatal 

 
Tradicionalmente, S. epidermidis é a espécie mais associada a infecções 

desenvolvidas por neonatos durante a internação em UTIN (Lee et al., 2019; Salgueiro 

et al., 2019; Soeorg et al., 2017). Este achado vai de encontro ao fato de que esta é a 

espécie mais isolada nesta população (Salgueiro et al., 2019; Cason et al., 2021). Nos 

últimos anos, contudo, a literatura aponta para um crescente aumento no isolamento 

de S. haemolyticus resistentes à meticilina em colonização/infecção de pacientes de 

UTINs no Brasil. Em 2010, Ternes e colaboradores já haviam detectado uma 

prevalência muito semelhante de S. epidermidis (38%) e S. haemolyticus (38.3%) 

entre neonatos de uma UTIN de Goiânia. Em 2014, Pereira e colaboradores 

encontraram esta espécie como o mais frequente SCN em infecções de corrente 

sanguínea de neonatos no Rio de Janeiro, sendo responsável por 77,5% dos casos e 

com 90,3% das amostras apresentando resistência à meticilina. Posteriormente, 

Salgueiro e colaboradores (2019) encontraram uma prevalência menor de S. 

haemolyticus em neonatos colonizados no Rio de Janeiro (23,3%), porém 90% destas 

amostras eram resistentes à meticilina. 

Em outros países do mundo, também há diversos relatos da emergência de 

cepas multirresistentes de S. haemolyticus no contexto neonatal. Em 2020, um estudo 

multicêntrico realizado na França indicou que S. epidermidis e S. capitis eram os 

maiores responsáveis por ICS em neonatos, porém os autores já apontavam, naquele 

momento, um aumento importante na prevalência de S. haemolyticus (Decaleonne et 

al., 2020). Em 2022, o Ministério da Saúde da França detectou uma epidemia de óbitos 

em neonatos causados por S. haemolyticus em 12 das 18 regiões administrativas da 

França, o que foi investigado pelo Centro Nacional de Referência em Staphylococcus 

daquele país (Martins Simões et al., 2025). 

Desde então, surtos por S. haemolyticus em neonatos vem sendo reportados 

não somente na França (Magnan et al; 2024; Pouly et al., 2025; Dupin et al., 2025), 

mas também na Suécia (Westberg et al., 2022), na Índia (Chakraborty et al., 2022) e 

Gana (Afeke et al., 2023). Um estudo sobre a prevalência de infecções de corrente 

sanguínea em neonatos de países de baixa e média renda verificou que S. 

haemolyticus e S. epidermidis são os principais agentes etiológicos dessas infecções, 
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sendo que S. haemolyticus foi a causa mais comum na Nigéria (Sands et al., 2022). 

Em todos esses estudos, as amostras de S. haemolyticus isoladas são, em sua 

maioria, multirresistentes. 

Como a emergência de S. haemolyticus como principal patógeno associado a 

neonatos é um fato que vem sendo descrito apenas recentemente, as causas ainda 

não são totalmente conhecidas. A persistência dessas bactérias no ambiente 

hospitalar provavelmente está associada à sua capacidade de formação de biofilme 

(Wang et al., 2022) e resistência antimicrobiana acentuada, inclusive apresentando 

reduzida susceptibilidade a vancomicina (Dong et al., 2023). Sabe-se que a 

vancomicina é um dos principais antimicrobianos prescritos em UTIN (Hsieh et al., 

2014; Hamdy et al., 2020). Além disso, S. haemolyticus é comumente isolado das 

mãos de profissionais de saúde, indicando a possibilidade de transmissão cruzada 

deste patógeno (Liu et al., 2024; Dupin et al., 2025). Em 2019, Soeorg e colaboradores 

realizaram um estudo com neonatos prematuros e a termo na Estônia e descobriram 

que a taxa de colonização por S. haemolyticus, tanto na pele quanto em colonização 

intestinal, é significativamente maior em bebês prematuros do que naqueles aqueles 

nascidos a termo. Um fato interessante é que os autores também identificaram S. 

haemolyticus no leite materno das mães. Em mais de 80% dos casos, não houve 

similaridade genética entre a amostra isolada da criança e aquela isolada no leite de 

sua respectiva mãe. Vale destacar que, em um estudo anterior, os autores haviam 

analisado 11 bebês prematuros com ICS por S. haemolyticus e demonstrado que 10 

(90,9%) destes pacientes apresentavam colonização intestinal por amostras 

geneticamente relacionadas com aquelas isoladas no sangue. Esses estudos de 

Soeorg e colaboradores indicam que as amostras de S. haemolyticus que causam 

infecção são aquelas que colonizam o bebê, e que essas amostras que colonizam o 

neonato não são oriundas da microbiota materna, mas provavelmente tem origem no 

ambiente hospitalar. 

 
3.5 Avaliação da diversidade genética em S. haemolyticus 

Para avaliação da diversidade genética de amostras de S. haemolyticus, 

diversos protocolos podem ser utilizados. A técnica de eletroforese em gel de campo 

pulsado (PFGE) após fragmentação do DNA cromossômico com enzimas de restrição 

é  bastante  utilizada  para  caracterização  de  linhagens  epidêmicas,  sendo 
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especialmente útil para detecção de surtos causados por diversas bactérias 

(Mcdougal et al., 2003). Os estudos com base em PFGE em amostras clínicas de S. 

haemolyticus geralmente mostram uma grande variabilidade genética entre amostras, 

com muitos grupos clonais e genótipos esporádicos, mesmo quando as amostras são 

isoladas de um mesmo hospital (Barros et al., 2012; Talebi et al., 2016; Chang et al., 

2018; Noshak et al., 2023). Além disso, o PFGE é trabalhoso e as comparações Inter 

laboratoriais de resultados são difíceis de serem alcançadas devido a diferenças 

técnicas e interpretação subjetiva de padrões de banda (Cavanagh et al., 2012). Em 

2012, Cavanagh e colaboradores propuseram a metodologia de sequenciamento do 

multilócus enzimático (MLST) para S. haemolyticus. A técnica de MLST avalia a 

diversidade genética com base em mudanças em genes de evolução lenta, porque 

estão associados a processos metabólicos essenciais na célula. A variação observada 

é geralmente devido a mutações pontuais e/ou recombinação (Pérez-Losada et al., 

2006). 

Ainda no MLST é possível observar grande diversidade entre amostras de S. 

haemolyticus (Bouchami; De Lencastre; Miragaia, 2016; Qin et al., 2022). No estudo 

de Cavanagh e colaboradores (2012), onde a técnica de MLST para S. haemolyticus 

foi descrita, os autores avaliaram 45 amostras isoladas de humanos de animais e 

encontraram 38 clones e 17 STs após realizar as técnicas de PFGE e MLST. Na 

China, Qin e colaboradores (2022) avaliaram 97 amostras da espécie isoladas de 

diferentes fontes clínicas (fezes, narinas e ambiente hospitalar). Eles verificaram que 

as linhagens clonais associadas às sequências-tipos (ST) 42 e 3, que foram os mais 

frequentes, foram encontrados em apenas 17 (17,5%) e 14 (14,5%) amostras. Outras 

19 amostras foram associadas aos STs 1, 8 e 52. Todas as demais 42 amostras 

isoladas no estudo pertenceram a STs desconhecidos com alelos reportados de forma 

inédita pelos autores. Já Lin e colaboradores (2022), ao analisar amostras de S. 

haemolyticus isoladas de pacientes de um hospital de Taiwan, encontraram uma 

diversidade um pouco menor. De 97 amostras, foram identificados 13 STs e, aqui, 

ST42 também foi a linhagem mais comum. Os autores inclusive encontraram um perfil 

de PFGE característico entre as amostras deste ST. Um dado interessante deste 

estudo foi o fato de que foram relatados quatro novos STs derivados do ST3. Os 

autores propuseram que isto pode indicar que essas novas linhagens surgiram 

naquele hospital, a partir de amostras pertencentes ao ST3 (Lin et al., 2022). 
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Uma outra técnica de tipagem molecular se baseia na amplificação de 

elementos repetitivos do genoma bacteriano, e por isso é chamada de rep-PCR. O 

perfil de bandas obtido após a eletroforese em cada amostra reflete as sequências 

repetitivas espalhadas por todo o genoma e este padrão pode ser comparado para 

avaliar a diversidade genética entre as amostras, através de análises de bioinformática 

que fornecem o grau de similaridade entre as amostras. É uma técnica mais rápida e 

mais econômica que o PFGE e o MLST (Svec et al., 2010; Rampadarath et al., 2015; 

Shin et al., 2023). Um dos protocolos de rep-PCR utilizados para tipagem de 

Staphylococcus é o GTG5-PCR, que se baseia na amplificação das regiões do 

genoma em que a sequência GTG se repete cinco vezes seguidas (Svec et al., 2010). 

Esta técnica foi utilizada inicialmente para identificar diferentes espécies de 

Staphylococcus (Svec et al., 2010) mas também se mostrou capaz de diferenciar 

genótipos em amostras de SCN de uma mesma espécie (Braem et al., 2011; Andrade- 

Oliveira et al., 2020; Martins-Silva et al., 2023). 

Já em 2015, Leroy e colaboradores (2015) associaram o GTG5-PCR com a 

técnica de AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) para realizar a tipagem 

molecular de 44 amostras de S. haemolyticus isoladas de gado bovino na Bélgica. 

Combinando as duas técnicas, os autores encontraram quatro agrupamentos 

genéticos distintos. Recentemente, Martins-Silva e colaboradores (2023) utilizaram o 

GTG5-PCR isoladamente e conseguiram identificar a permanência de genótipos de 

SCN multirresistentes ao longo dos meses em uma estação de tratamento de dejetos 

de suinocultura. 

 
3.6 Resistência à meticilina em Staphylococcus spp. 

Atualmente, o tratamento das infecções por Staphylococcus, sejam elas 

causadas por S. aureus ou SCN, deve ser preferencialmente realizado com oxacilina 

ou flucloxacilina, que por isso são chamadas penicilinas antiestafilocócicas (Michels 

et al., 2021). Esses antimicrobianos fazem parte da classe dos beta-lactâmicos e 

foram introduzidos para contornar a disseminação de cepas de S. aureus que 

apresentavam resistência às demais penicilinas devido à produção de penicilinases 

(Garrod 1960; Enright et al., 2002). A primeira penicilina deste grupo a ser utilizada foi 

a celbenina, mas esta foi substituída pela meticilina, que se tornou amplamente 

prescrita. Por isso, as cepas que desenvolveram resistência a estas drogas ficaram 



16  

conhecidas como MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus). Atualmente, a 

meticilina não é mais utilizada, sendo substituída por outros antimicrobianos da 

mesma classe, como a oxacilina, flucloxacilina e nafcilina, porém a nomenclatura 

MRSA foi mantida. Alternativamente às penicilinas antiestafilocócicas, pode-se utilizar 

as cefalosporinas de primeira geração (Michels et al., 2021), que tem eficácia 

semelhante, sendo que as de segunda até quinta geração têm maior espectro. As 

cefalosporinas de primeira geração são igualmente eficazes com maior facilidade 

posológica (menos doses por dia) e menor custo (Corey, 2009; Rao et al., 2015). 

A presença do gene mecA confere resistência à meticilina e a praticamente 

todos os antimicrobianos da classe dos beta-lactâmicos (Hackbarth & Chambers 

1993). Isto ocorre porque o gene mecA codifica uma proteína denominada PBP2a, 

que é capaz de manter a formação de ligações cruzadas na parede celular bacteriana, 

mesmo na presença do agente beta-lactâmico, porque apresenta baixa afinidade por 

estes antimicrobianos (Chambers & DeLeo, 2009). Atualmente, o gene mecA 

encontra-se altamente conservado entre as espécies de Staphylococcus spp., 

especialmente em S. aureus. Acredita-se que esse gene surgiu em amostras de 

Mammaliicoccus sciuri, que até 2020 correspondia a um grupo de Staphylococcus 

(que englobava S. sciuri, S. vitulinus e S. fleurettii) (Kloos et al., 1976; Madhaiyan et 

al., 2020). Os genes mecA identificados em M. sciuri possuem semelhança entre 85% 

e 99% com aqueles atualmente presentes em S. aureus (Chambers & Deleo 2009). 

Tanto em amostras de S. aureus quanto de SCN, o gene mecA está contido 

em um elemento genético móvel chamado cromossômico estafilocócico mec 

(SCCmec, staphylococcal cassete chromosome mec) (Katayama et al., 2000). Esse 

cassete possui dois elementos principais. Um deles é o complexo mec, onde está o 

gene mecA e seus reguladores (mecI e mecR1). Já foram descritas, até o momento, 

cinco classes de complexo gene mec (A, B, C1, C2 e E) as quais são definidas de 

acordo com a presença de sequências completas ou truncadas dos genes regulatórios 

e pela presença ou ausência de sequências de inserção IS431 e IS272 (Baig, 2018). 

O complexo mec classe A apresenta mecA-mecI-mecRI-IS431 completos. O B 

apresenta IS272- ∆mecRI (truncado)-mecA-IS431. A classe mecC possui IS431- 

∆mecRI-mecA-IS431 e D, ∆mecRI- mecA-IS431. Os complexos mec de classe C1 e 

C2 diferem quanto à orientação da transcrição de IS431. Enquanto em C1 as duas 
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cópias do elemento estão na mesma orientação, em C2 a cópia localizada à montante 

do gene mecA está na orientação inversa (Chambers & Deleo 2009; Hiramatsu et al., 

2021). O segundo elemento essencial ao SCCmec é o complexo ccr, responsável por 

codificar recombinases (ccr) envolvidos na sua mobilidade no cromossomo bacteriano 

(Katayama; Ito; Hiramatsu, 2000). Três genes ccr distintos (ccrA, ccrB e ccrC) são 

responsáveis pela mobilidade de SCCmec em estafilococos. As semelhanças 

nucleotídicas são de 50% entre ccrA, ccrB e ccrC e vários alotipos de ccrA e ccrB 

foram classificados com uma semelhança entre 60% e 82%. As outras porções do 

SCCmec são elementos não essenciais, como genes adicionais de resistência a 

metais e outros antimicrobianos carreados por transposons e plasmídeos, além das 

regiões J, que contém genes de função ainda desconhecida (Wu et al., 2015; Miragaia 

2018; Urushibara et al., 2020). 

A combinação das diferentes classes de complexo mec e de complexos ccr 

indicam o tipo de SCCmec, sendo que até o momento são descritos 15 tipos com 

combinações distintas (Figura 1) (IWG-SCC, 2022; Wang et al., 2022). Acredita-se 

que, em S. aureus, a inserção de cada tipo de SCCmec ocorreu em linhagens 

específicas de amostras sensíveis à meticilina, o que levou a disseminação mundial 

de clones que se caracterizam por um padrão genético próprio e conservado, e com 

um tipo de SCCmec característico (Deurenberg & Stobberingh 2009; Chambers & 

Deleo 2009). Por outro lado, em SCN há pouca associação entre um tipo de SCCmec 

e um perfil genético (Rolo et al., 2012). No entanto, alguns tipos de SCCmec 

costumam ser mais comuns em determinadas espécies. O SCCmec tipo I e VI são 

mais comuns em S. hominis (Bouchami et al., 2012), o SCCmec IV em S. epidermidis 

(Miragaia et al., 2007) e SCCmec V em S. haemolyticus (Bouchami et al., 2012). A 

Figura 2 ilustra os 15 tipos de SCCmec já descritos. Em 2011, foi relatada a ocorrência 

do gene mecC, um homólogo do mecA, com 69% de identidade na sequência 

nucleotídica, em amostras isoladas de gado bovino e em humanos, e que produz a 

PBP2c, um terceiro tipo de PBP (García-Álvarez et al., 2011). 
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Figura 1 - Comparação das estruturas dos tipos de SCCmec I até XIV em S. aureus. O 

SCCmec deve conter o complexo do gene mec e o gene ccr (complexo), com sequência do 

sítio de integração e repetições diretas em ambas as extremidades (adaptada de IWG-SCC, 

2022). 

 

 

3.7 Resistência a vancomicina 

A vancomicina, sendo um antimicrobiano específico para bactérias Gram- 

positivas, possui um espectro de ação reduzido, porém desde o final da década de 
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1950, tem sido empregada no tratamento de infecções (Zhang et al., 2023). Mesmo 

após muitos anos de uso clínico da vancomicina, ainda persistem dúvidas sobre a 

estratégia mais adequada para aprimorar o tratamento e reduzir a toxicidade. A área 

sob a curva da razão de concentração inibitória mínima (AUC/MIC) foi registrada como 

a meta principal de farmacocinética/farmacodinâmica (PK/PD) para glicopeptídeos, 

incluindo a vancomicina (Rybak et al., 2020). Este antimicrobiano é um glicopeptídeo 

de peso molecular elevado, com cerca de 1450 Da (Pubchem, 2025). Segundo 

Haynes et al. (2023), há uma crescente necessidade de considerar alternativas à 

vancomicina para o tratamento da bacteremia pediátrica causada por MRSA, devido 

aos desafios relacionados à eficácia e à toxicidade. 

Os antibióticos do grupo dos glicopeptídeos interferem na produção do 

peptídeoglicano. A vancomicina exibe atividade antibacteriana ao inibir a síntese de 

peptidoglicanos ao se ligar ao terminal D-alanil-D-alanina (D-ala-D-ala) do 

pentapeptídeo em formação, que pode ser utilizada para a futura produção de 

peptídeoglicano. A ligação da vancomicina impede a produção de peptídeoglicano, 

resultando no enfraquecimento da parede celular e tornando a bactéria propensa à 

lise (Abrahmsén et al., 2014; Lee e t al., 2019). É importante salientar que, devido ao 

seu peso molecular elevado, a vancomicina só tem efeito na parede celular bacteriana, 

não atingindo o seu citoplasma (Nagarajan, 1991). 

A resistência plena à vancomicina em S. aureus é mediada pela presença do 

gene vanA, que leva à formação de um pentapeptídeo com terminal D-ala-D-lac ao 

invés do D-ala-D-ala, que ocorre naturalmente (McGuinness et al., 2017). O gene 

vanA tem origem em Enterococcus, e foi transmitido à S. aureus em um transposon 

inserido em um plasmídeo conjugativo (Arthur et al., 1993). Amostras com resistência 

plena apresentam CMI para vancomicina ≥16 µg/mL (CLSI, 2024). 

Em SCN, a resistência plena à vancomicina ainda não foi descrita. Nestas 

espécies ocorre a chamada resistência intermediária, que está diretamente ligada a 

um processo de espessamento da parede celular bacteriana. Este espessamento 

funciona como um obstáculo físico. Com a parede de peptidoglicano mais espessa, a 

vancomicina se acumula na superfície externa da parede celular, diminuindo sua 

eficácia (Dong et al., 2023). A resistência intermediária é uma problemática em 

infecções por S. aureus, espécie onde foi descrita pela primeira vez. Isto ocorreu no 

Japão, em maio de 1996, quando uma amostra de S. aureus com concentração 
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mínima inibitória (CMI) de 8mg/L para o antimicrobiano foi descrita. Esta variante 

surgiu de um paciente com infecção de ferida cirúrgica, que não respondia ao 

tratamento com vancomicina, e recebeu o nome de Mu50 (Hiramatsu et al., 1997). 

Amostras de S. aureus com fenótipo de resistência intermediária à vancomicina são 

chamadas VISA (“vancomycin intermediate S. aureus). De acordo com o CLSI, 2024, 

os valores de CMI para resistência intermediária em S. aureus ficam entre 4mg/L e 

8mg/L e, para SCN, entre 8mg/L e 16mg/L. 

O mecanismo que leva ao espessamento da parede celular e, 

consequentemente à resistência intermediária à vancomicina em S. aureus é 

complexo e envolve a ocorrência de mutações pontuais em diversos genes, sendo 

eles WalKR, GraSR,26 VraSR,27 AgrCA, SaeSR, ArlSR (Meehl et al., 2007; Howden 

et al., 2014), rpoB (Matsuo et al., 2011) e stx1 (Hu et al., 2016). É aceito que o 

aparecimento de amostras VISA estão associadas ao tratamento de longo prazo com 

vancomicina (Gardete et al., 2014). Em SCN, os estudos sobre esse tipo de resistência 

são raros. Dong e colaboradores (2023) realizaram o sequenciamento do genoma de 

uma amostra de S. haemolyticus com esse tipo de resistência e verificaram mutações 

importantes nos genes walk, que são um grupo de genes envolvidos no metabolismo 

da parede celular (Delauné et al., 2012). 

A ocorrência de amostras com fenótipo de resistência intermediária à 

vancomicina em S. aureus e em SCN se inicia com o aparecimento da 

heterorresistência intermediária à vancomicina (hVISA ou hVISCN) (Koh et al., 2016; 

Bathavatchalam et al., 2021; Li, Walker & De Oliveira et al., 2022). Os hVISCN são 

amostras que apresentam CMI entre 0,5 e 4 μg/mL, mas que contém uma 

subpopulação de células nas quais já existe espessamento de parede suficiente para 

conferir resistência à vancomicina. Normalmente, essas subpopulações estão 

presentes nas frequências de 10-4 a 10-6 células (Bathavatchalam et al., 2021). 

 
3.8 Impacto da COVID-19 nas unidades de saúde 

 
A pandemia da COVID-19 (Coronavirus disease 19) foi decretada em março de 

2020 após a disseminação global do vírus SARS-CoV-2 (WHO, 2020), um novo tipo 

de coronavírus que pode causar a síndrome respiratória aguda grave (Lai et al., 2020). 

No Brasil, o período maior número de óbitos ocorreu em 2021, entre a 10a e 18a 

semanas epidemiológicas (março e abril), mas no início de 2022, entre a primeira e a 
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oitava semana epidemiológica daquele ano (janeiro e fevereiro), foi verificado maior 

número de casos, devido a emergência da cepa Ômicron (Figura 2; ver seção 

Materiais e Métodos) 

A campanha de vacinação contra a COVID-19 no país começou em janeiro de 

2021 e, até 1º de dezembro de 2022, a cobertura vacinal foi superior a 80% (Martins- 

Filho et al., 2023). Com o declínio no número de óbitos e aumento da cobertura 

vacinal, houve uma redução gradativa nas medidas de distanciamento social a partir 

do final de 2021, as quais foram totalmente revogadas no Brasil em maio de 2022 

(Brasil, 2022). 

Pacientes que contraem COVID-19, quando hospitalizados, são submetidos a 

longos períodos de internação com uso prolongado de dispositivos médicos somados 

ao comprometimento imunológico, o que proporciona uma piora do quadro clínico 

geral (Choudhury et al., 2020; Silva et al., 2021). Por isso, a administração empírica 

de antimicrobianos normalmente é realizada para que se evitem as infecções 

bacterianas secundárias ou IRAS (Rawson et al., 2020; Lai et al., 2021). Um estudo 

de Nori e colaboradores (2021), nos Estados Unidos, indicou que 60% dos 91 

pacientes em uma unidade de terapia intensiva com COVID-19 tiveram culturas de 

secreção traqueal positivas e 54% apresentaram hemoculturas positivas O patógeno 

mais isolado nesses pacientes foi S. aureus, correspondendo a 44% do total das 

amostras. 

Nos primeiros meses da pandemia, a azitromicina foi associada a uma possível 

redução na mortalidade (Echeverría-Esnal et al., 2021; Sultana et al., 2020). Dessa 

forma, este antimicrobiano tornou-se amplamente prescrito. Um estudo conduzido em 

um hospital do Rio de Janeiro verificou um aumento significativo na prescrição de 

macrolídeos, que junto aos beta-lactâmicos passaram a ser os antibióticos mais 

consumidos pós 2020 (Silva et al., 2022). Essas duas classes de antimicrobianos 

também foram as mais prescritas para pacientes com diagnóstico ou suspeita de 

COVID-19 na Europa e nos Estados Unidos da América, enquanto na China as 

fluoroquinolonas foram os principais antibióticos utilizados (Langford et al., 2021). 

Além do aumento no uso de antimicrobianos, a rotina dos hospitais foi 

intensamente alterada pelas modificações nas rotinas de limpeza. Diversos protocolos 

foram propostos com o objetivo de promover a desinfecção de ambientes, indicando 

o uso de produtos à base de hipoclorito de sódio, quaternários de amônio, peróxido 

de hidrogênio e álcool 70% (De Andrade et al., 2020; Liu et al., 2020; WHO, 2020; 
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Andrés et al., 2021). Embora o acometimento de neonatos pela COVID-19 seja 

incomum (Shalish et al., 2020), a pandemia também provocou mudanças de rotinas 

de cuidados e processos nas maternidades e UTINs. Entre outras medidas, contato 

mãe e bebê na primeira hora do nascimento foi desestimulado, os profissionais de 

saúde passaram a utilizar equipamento de proteção individual de acordo com as 

recomendações locais, as visitas foram suspensas (Carvalho et al., 2020; Cardoso et 

al., 2021). Além disso, as equipes foram remanejadas ou alteradas (Carvalho et al., 

2020) e muitos recursos também necessitaram ser realocados nos hospitais para dar 

suporte à admissão de casos suspeitos de COVID-19. Estes fatores podem ter 

impactado diretamente na disseminação de microrganismos (Murray; Swanson, 

2020). 

A espécie S. haemolyticus é um importante agente de IRAS e pode carrear 

muitos genes de virulência, resistência antimicrobiana e tolerância a saneantes. Além 

disso, pode também atuar como reservatório destes genes para outras espécies. Nos 

últimos anos, S. haemolyticus tem emergido como causa de surtos em unidades 

neonatais de vários países do mundo e parece estar substituindo S. epidermidis como 

principal agente de infecção e colonização nestes pacientes. Desde 2019, nosso 

grupo vem monitorando as taxas de colonização por Staphylococcus em uma UTIN 

do interior do estado do Rio de Janeiro, e observamos um aumento da frequência de 

isolamento de S. haemolyticus entre os neonatos. Durante a pandemia de COVID-19 

todas as unidades de saúde foram fortemente impactadas, com alterações nos 

protocolos de atendimento, circulação de pessoas e rotinas de higienização e 

desinfecção. Este estudo busca avaliar a prevalência e as características 

microbiológicas de S. haemolyticus disseminados nesta UTIN e investigar se 

mudanças ocasionadas pela pandemia afetaram o padrão de colonização desses 

pacientes. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 
 
 

 
4.1 Desenho do estudo 

4.1.1 Tipo e local do estudo 

O estudo é prospectivo e teve como objetivo avaliar a prevalência e caracterizar 

aspectos de resistência e diversidade de amostras de S. haemolyticus oriundas de 

swabs nasais de vigilância de pacientes consecutivos internados em uma UTI 

neonatal de 10 leitos do Hospital Público Municipal Dr. Fernando Pereira da Silva 

(HPM). O HPM é uma instituição pública e terciária, localizada à Rodovia RJ168 – KM 

4, no bairro Virgem Santa, na cidade de Macaé/RJ. O estudo foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa da UFRJ Campus Macaé sob o número de CAAE 

25808819.4.0000.5699. Não houve intervenção no acompanhamento dos casos. 

O hospital possui 247 leitos e os seguintes setores: Pronto-atendimento; centro 

cirúrgico; centro obstétrico (duas salas de cirurgia); terapia intensiva [(CTI) adulto/ CTI 

pediátrico/ UTIN)]; recuperação pós-anestésica; sala de politrauma e maternidade. 

Atende 24 horas por dia e possui 18 especialidades médica: clínica médica; pediatria; 

obstetrícia; cirurgia geral; ortopedia; neurocirurgia; cirurgia plástica; 

otorrinolaringologia; oftalmologia; cirurgia vascular; anestesia; urologia; radiologia; 

hemoterapia; psiquiatria; nefrologia; infectologia e cirurgia bucomaxilofacial. 

 
4.1.2. Dinâmica do local do estudo durante a pandemia de COVID-19 

Em 03/04/2020, através do decreto municipal 045/2020, o hospital assumiu o 

caráter de emergência referenciada, ou seja, passou a atender somente pacientes 

encaminhados pelo Corpo de Bombeiros e pelo serviço 192, ficando suspensos o 

pronto atendimento e a demanda espontânea em ambulatórios. No entanto, o 

funcionamento da maternidade permaneceu inalterado, aberta às pacientes que 

procurassem atendimento. Os leitos de terapia intensiva para pacientes adultos 

passaram a atender apenas pacientes com COVID-19. Pacientes sem a doença que 

necessitaram de leitos de terapia intensiva foram remanejados para outras instituições 

ou foram alocados na unidade intermediária. As visitas foram suspensas ou reduzidas 

ao máximo, dependendo do setor. Em julho de 2020 algumas cirurgias eletivas 
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começaram a ser novamente realizadas, porém em novembro de 2020 foram 

novamente suspensas. Apenas em maio de 2021 as cirurgias eletivas foram 

definitivamente retomadas e os esquemas de visitação foram ampliados. A partir do 

segundo semestre de 2021, pacientes com COVID-19 ficaram limitados a apenas um 

CTI. 

Em relação a UTIN, durante a pandemia, algumas modificações foram 

implementadas: i) profissionais de grupos de risco (com diabetes, hipertensão, 

obesidade, pessoas acima de 60 anos e gestantes), foram afastados de suas funções 

laborais; ii) visitas de familiares foram limitadas apenas à mãe ou ao pai dos pacientes, 

em horário estabelecido previamente e estritamente com uso de máscaras; iii) a 

equipe da unidade (exclusiva da UTIN) passou a utilizar equipamento de proteção 

individual rotineiramente (máscara, touca, capote e luvas); iv) celulares dentro da 

unidade foram permitidos mediante a exigência do uso de filme plástico entorno do 

aparelho; v) a desinfecção da unidade, que antes era realizada com hipoclorito de 

sódio diluído, passou a ser efetuada com desinfetantes à base de quaternário de 

amônio e biguanidas. A desinfecção das incubadoras e balanças passou a ser 

realizada com lenços umedecidos com solução de quaternário de amônio, biguanidas 

e EDTA. vi). A lavagem das mãos foi intensificada e foram utilizados sabonetes à base 

de triclosan. Os profissionais relataram grande preocupação com a possibilidade de 

contágio pelo SARS-CoV-2 e, de sua transmissão para os neonatos da unidade. 

 
4.1.3 Critérios de inclusão e exclusão 

Foram avaliadas amostras coletadas em dois períodos: de agosto de 2019 a 

março de 2020 (1°período; antes da pandemia) e de novembro de 2020 a abril de 

2021 (2°período; durante o pico de óbitos da pandemia). Todos os neonatos 

internados na UTIN, independente do tempo de internação, foram submetidos à coleta 

semanal de swab. Foi incluída no estudo apenas a primeira amostra positiva para 

Staphylococcus haemolyticus de cada paciente avaliado. 

Foram excluídos deste estudo pacientes cujas coletas foram realizadas fora do 

período analisado, pacientes que foram admitidos e receberam alta antes de serem 

submetidos à coleta semanal do swab, pacientes para os quais não foi possível 

acessar os prontuários médicos. As coletas foram realizadas pela enfermeira 

responsável, com acompanhamento de acadêmicas do curso de enfermagem da 
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Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). 
 
 
 

 

 
Figura 2 – Número de casos, óbitos e taxa de letalidade da COVID-19 no Brasil por mês e data 

de início e término das coletas de swab dos neonatos em cada um dos períodos do estudo 

(adaptada de Brasil, 2024). 

 

Todos os swabs (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brasil), contendo meio de 

transporte Amies, coletados foram enviados ao Laboratório de Infecção Hospitalar 

(IMPG - UFRJ) e semeados em placas de ágar manitol salgado (Plast Labor, Rio de 

Janeiro, Brasil), as quais foram incubadas em estufa a 35°C, por 48 h. Após este 

período, através de observação visual, um representante de cada tipo de morfologia 

colonial foi transferido para uma placa de ágar contendo 5% de sangue desfibrinado 

de carneiro (Plast Labor) e o crescimento bacteriano foi transferido para caldo TSB 

(Tryptic Soy Broth, BD, Becton, Dicknson and Company; Sparks, MD, USA) com 20% 

(v/v) de glicerol (Proquimos Comércio e Indústria Ltda; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 

mantido a -20°C (Sambrock, Fritsch & Maniatis, 1989). As amostras foram submetidas 

à identificação bacteriana, determinação do perfil de susceptibilidade antimicrobiana, 
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caracterização do tipo de SCCmec e determinação da diversidade genotípica. O 

fluxograma da metodologia está apresentado na Figura 3 e as amostras bacterianas 

utilizadas como controles dos testes estão apresentadas no quadro 1. 
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Figura 3 - Fluxograma da metodologia utilizada. MALDI-TOF/MS: Matrix Assisted Laser 
Desorption Ionization-time of Flight - Mass Spectrometry; PCR: reação em cadeira da 
polimerase; SCCmec: cassete cromossômico estafilocócico; PEN:penicilina; 
OXA:oxacilina; FOX:cefoxitina; RIF:rifampicina CLI:clindamicina; CIP:ciprofloxacina; ERI: 
eritromicina; GEN: gentamicina; LNZ: linezolida; MUP:mupirocina; SXT: sulfametoxazol- 
trimetoprim; TET: tetraciclina. 

 

Quadro 1 - Amostras bacterianas utilizadas como controles nas avaliações 

microbiológicas realizadas no presente estudo. 

Espécie Amostra Característica Referência 

 ATCC 

25923 

Controle para os testes 

fenotípicos de identificação e de 
CLSI, 2022 

  disco-difusão; para a PCR  

  espécie-específico  

Staphylococcus 

aureus 

ATCC 

29213 

Controle para o teste de 

microdiluição em caldo para 
CLSI, 2022 

  vancomicina  

 
ATCC 

33591 

Controle positivo para o gene 

mecA 

Santos et al., 

1999 

   Hiramatsu et al., 
 Mu50 Controle para o SCCmec tipo II 1997 

   Cardoso 

 63ª Controle para o SCCmec tipo III Guimarães et al 

   2021 

 
 

526ª 
 

Controle para o SCCmec tipo IV 

 
Schuenck et al., 

2009 

 1952a 
Controle para o SCCmec tipo V 

Augusto et. al., 

  2022 

Staphylococcus 

epidermidis 
14900 

Controle para PCR espécie- 

específico 
NA 

Staphylococcus 

haemolyticus 

ATCC 

29970 

Controle para PCR espécie- 

específico 
NA 

Escherichia coli DH5α Calibrador do MALDI-TOF-MS NA 

ATCC: American Type Culture Collection; SCCmec: cassete cromossômico estafilocócico mec; 

MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-time of Flight - Mass Spectrometry; 

NA: não aplicável 
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4.2 Identificação das espécies 

4.2.1 Método de MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization- 

time of Flight - Mass Spectrometry) 

O método de MALDI-TOF/MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-time 

of Flight - Mass Spectrometry) foi o protocolo utilizado para a identificação das 

espécies de Staphylococcus. Após o isolamento em ágar manitol salgado, as 

amostras foram semeadas em ágar sangue (Plast Labor) e, então incubadas por 24 h 

a 35 °C. Após esse período, uma colônia de cada amostra foi colocada em duplicata 

nos poços da placa metálica de 96 poços fornecida pelo fabricante. Em seguida, foi 

adicionado primeiramente 1 μL de ácido fórmico a 70% (v/v) sobre cada amostra 

(Sigma-Aldrich Chemical Company; Saint Louis, MO, EUA) e, após a secagem a 

temperatura ambiente, foi adicionado à amostra 1 μL da matriz contendo ácido α- 

ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA - Sigma) preparado em acetonitrila 50% e ácido 

trifluoroacético 2,5% (Sigma). A placa novamente foi submetida a um processo de 

secagem natural e depositada no equipamento. 

A amostra padrão E. coli DH5α foi utilizada para a calibração do equipamento 

e o software MALDI Biotyper versão 3.1 (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) de 

bioinformática. O equipamento operou utilizando frequência do laser a 60 Hz, 

voltagem das fontes iônicas de 1,8 e 2 kV, e faixa de peso molecular de 2.000 a 20.000 

Da. Os espectros foram obtidos de forma linear, coletados a partir da somatória de 

240 disparos do laser realizados em quatro grupos de 60 disparos lançados em 

diferentes regiões do poço. Foi utilizado para comparar em seu banco de dados o 

espectro mais semelhante ao da amostra analisada. Em seguida, uma lista com os 

dez padrões de microrganismos encontrados mais semelhantes à amostra em análise 

foi disponibilizada em um arquivo. Essa lista foi organizada de forma decrescente, de 

acordo com a faixa disponibilizada após a identificação, que pode variar de 0,00 a 

3,00. De acordo com o quadro 2, foram utilizados neste estudo as faixas que estiveram 

entre os valores de 2,00 a 3,00. Amostras com valores da faixa abaixo de 2,00 foram 

submetidas à técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) para detecção de 

fragmentos específicos das espécies clínicas prevalentes (S. aureus, S. epidermidis e 

S. haemolyticus). 
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QUADRO 2 - Interpretação dos resultados do MALDI-TOF-MS. 

 

Faixa Interpretação Símbolo Cor 

2,00 - 3,00 Identificação de grande 
confiabilidade 

(+++) Verde 

1,70 - 1,99 Identificação de baixa 
confiabilidade 

(+) Amarelo 

0.00 - 1.69 Identificação de organismo 
impossível 

(-) Vermelho 

Fonte: Adaptado de Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results. MALDI- 

TOF: Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-time of Flight - Mass Spectrometry. 

 

 

4.2.2. Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Amostras cujo score de identificação da espécie no MALDI-TOF ficaram abaixo 

de 2,00 foram submetidas a PCR para amplificação de segmentos específicos das 

espécies S. epidermidis, S. aureus e S. haemolyticus, conforme descrito por Pereira 

e colaboradores (2010). As sequências dos oligonucleotídeos estão descritas no 

quadro 3. 

Previamente, foi realizada a obtenção do DNA bacteriano, através do uso do 

kit de extração Quick-DNATM Miniprep Plus Kit D4069 (Zymo research, Irvine, 

California, USA), seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. A concentração final 

do DNA obtido foi mensurada através do Thermo ScientificTM NanoDropTM Lite 

Micro-volume spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, 

USA), utilizando as orientações do manual fornecido pelo fabricante. 

A amplificação foi realizada utilizando um volume total de 50 μL contendo 3 μL 

(aproximadamente 60ng) de DNA, 200μM de cada desoxinucleotídeo trifosfatado 

(dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Promega, Madison, WI, EUA), 1U de Taq DNA 

polimerase (Promega), 5μl tampão de reação 10X (10mM Tris-HCl, 25 mM KCl) e 

2mM de MgCl2 (concentração inicial). Para os oligonucleotídeos SH1, SH2, SA1, SA2, 

SE1 e SE2, foram utilizados 0,4 μM de cada e 0,25 μM dos oligos MRS1 e MRS2. 
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Após realização de uma etapa de desnaturação inicial de 94 °C por 3 min, foram 

realizados 30 ciclos de amplificação a 94 °C/1min, 55 °C/1min e 72 C°/1min, seguido 

de uma etapa final de extensão, realizada a 72 °C por 5min. Foi utilizado um 

termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). 

Após a amplificação dos fragmentos de DNA, foi realizada a eletroforese em 

gel de agarose a 1,5%, acrescido de Unisafe 0,5X (Uniscience Corporation, Hialeah, 

Flórida, EUA), 80V (400mV) por 1 h e 30 min. Por fim, o resultado foi visualizado em 

um transiluminador UV Kasvi (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, Brasil). Como padrão 

de DNA para a corrida eletroforética foi utilizado um marcador de 100pb DNA ladder 

(Biotools, Jupiter, Flórida, EUA). 

 
 
 

QUADRO 3- Sequência dos oligonucleotídeos utilizados para detecção do fragmento 

gênico específico de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e 

Staphylococcus haemolyticus na PCR. 

Gene Especificidade Iniciadores Sequência (5’-3’) 
Amplicon 

(pb) 
Referência 

 
mecA 

 
Resistência à 

meticilina 

MRS-F 
TAGAAATGACTGAACG 

TCCG 
 

154 

 
Del Vecchio 
et al., 1995 

MRS-R 
TTGCGATCAATGTTAC 

CGTAG 

 
recN 

 
S. epidermidis 

Sep-F 
ATCAAAAAGTTGGCGA 

ACCTTTTCA 
 

219 

 
Iorio et al., 

2011 
Sep-R 

CAAAAGAGCGTGGAG 
AAAAGTATCA 

 
mvaA 

 
S. haemolyticus 

SH-F 
GGTCGCTTAGTCGGA 

ACAAT 
 

271 

 
Schuenck et 

al., 2008 
SH-R 

CACGAGCAATCTCATC 
ACCT 

 
nuc 

 
S. aureus 

Sa442-F 
AATCTTTGTCGGTACA 
CGATATCCTCCACG  

108 

 
Martineau et 

al., 1998 
Sa442-R 

CGTAATGAGATTTCAG 

TAGTAAATACAACA 

pb: pares de bases; PCR: reação em cadeia polimerase. 
 

 

4.3 Determinação da susceptibilidade aos antimicrobianos 

4.3.1 Caracterização da susceptibilidade aos antimicrobianos em geral 

Para a avaliação da susceptibilidade a diferentes antimicrobianos em amostras 

de S. haemolyticus, foi realizado o método de disco-difusão, utilizando os discos 
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cefoxitina (30 μg), oxacilina (30 μg), penicilina (10U), ciprofloxacina (5 μg), 

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

linezolida (30 μg), rifampicina (5 μg), mupirocina (200 μg) e sulfametoxazol- 

trimetoprim (23.75/1.25 μg) (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), segundo estabelecido 

pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024) e pelo Brazilian 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2024). As amostras foram 

semeadas em ágar sangue (Plast Labor®) e incubadas a 35 °C por 24 h. Após o 

crescimento, foi preparada uma suspensão bacteriana em solução salina a 0,85%, 

com a turbidez ajustada para o padrão 0,5 da escala de McFarland. Com o auxílio de 

um swab, o inóculo bacteriano foi semeado de forma confluente em placas de ágar 

Müeller-Hinton (BD®, Becton, Dickinson and Company; Sparks, MD, EUA), sendo 

depositados os discos de antimicrobianos sobre o meio imediatamente após a 

semeadura. 

Após incubação a 35 °C por 24 h, a leitura foi realizada com base no tamanho 

do halo de inibição formado ao redor dos discos utilizando os valores estabelecidos 

pelo CLSI (2024) e comparado com aqueles estabelecidos pelo BrCAST (2024). Os 

valores utilizados para interpretação dos halos de inibição de todos os antimicrobianos 

estão listados no Quadro 4. A amostra S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como 

controle de sensibilidade do teste. Em conjunto com o teste de disco-difusão em ágar, 

foi realizado o teste de indução de resistência a clindamicina por eritromicina (teste de 

halo D), conforme as recomendações do CLSI (2024). O disco de clindamicina foi 

depositado a uma distância de 20 mm (borda a borda) do disco de eritromicina, 

seguido de incubação a 35 °C ± 2 por 16-18 h. A amostra que apresentasse o fenótipo 

de resistência iMLSB apresentaria um achatamento do halo de inibição próximo ao 

disco de clindamicina, com formato da letra D, devido a eritromicina que ao difundir no 

meio de cultura induz a resistência à clindamicina. Caso a amostra apresentasse o 

fenótipo cMLSB, não é verificada formação de halo de inibição para ambos os discos. 

As amostras com resistência intermediária de acordo com o CLSI (2024), foram 

incluídas como amostras resistentes na interpretação dos resultados. 
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Quadro 4 - Descrição das categorias de susceptibilidade e seus respectivos pontos de 

corte para interpretação dos valores de halo de inibição de acordo com o CLSI (2024) 

e BrCAST (2024) para amostras de Staphylococcus spp. (exceto S. aureus e S. 

epidermidis). 

 
Categorias de susceptibilidade de acordo com o halo de inibição (em mm) 

 
Antimicrobiano 

CLSIª BrCAST 

S I R S I R 

Cefoxitina ≥ 25 - ≤ 24 ≥ 22 - ≤ 21 

Oxacilina ≥ 25 - ≤ 24 ≥ - ≤ 

Penicilina ≥ 29 - ≥ 28 
   

Ciprofloxacina ≥ 21 16-20 ≤ 15 ≥ 50 24-49 ≤ 23 

Clindamicina ≥ 21 15-20 ≤ 14 ≥ 22 19-21 ≤ 20 

Eritromicina ≥ 23 14-22 ≤ 13 ≥ 21 18-20 ≤ 17 

Gentamicina ≥ 15 13-14 ≤ 12 ≥ 22 - ≤ 21 

Linezolida ≥ 21 - ≤ 20 ≥ 21 - ≤ 20 

Tetraciclina ≥ 19 15-18 ≤ 14 ≥ 22 19-21 ≤ 18 

STX-TMP ≥ 16 11-15 ≤ 10 ≥ 17 14-16 ≤ 13 

Rifampicina ≥ 20 17-19 ≤ 16 ≥ 26 23-25 ≤ 22 

Mupirocina 
Presença de 

Halo 
- 

Ausência de 

Halo 
≥ 30 - ≤ 18 

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute; BrCast: Brazilian Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing. STX: sulfametoxazol-trimetoprim; S:sensível; 
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I:intermediário; R:resistente. 

 

4.3.2 Determinação da concentração mínima inibitória para vancomicina 

Com o objetivo de avaliar possíveis alterações nas concentrações mínimas 

inibitórias (CMI) para os antimicrobianos antes e após o estabelecimento da 

pandemia, o teste de microdiluição em caldo foi realizado para determinar a CMI para 

vancomicina (Sigma-Aldrich). Os testes foram realizados em amostras de S. 

haemolyticus utilizando placas de microtitulação de 96 poços com fundo côncavo 

(Cralplast; Cotia, SP, Brasil), segundo o CLSI (2024). 

Para a realização do teste, foi preparada uma solução 20 vezes mais 

concentrada do antimicrobiano do que a concentração máxima a ser testada. 

Posteriormente, os poços da placa foram preenchidos com 100 µL caldo Muller- 

Hinton, (MHB, Muller-Hinton Broth, BD), com exceção da primeira coluna, que foi 

preenchida com 190 µL deste caldo e 10 µL de antimicrobiano em solução estoque, 

de modo a realizar uma diluição 1:20 e obter, nesta primeira coluna, a concentração 

máxima desejada na placa. Com o auxílio de uma pipeta multicanal foram transferidos 

100 µL dos poços da primeira coluna para os poços da coluna adjacente, repetindo o 

processo sucessivamente para as próximas colunas. Dessa forma, foi realizada uma 

diluição seriada da primeira à penúltima coluna, obtendo-se concentrações 

decrescentes do antimicrobiano, sendo essas de 16 µL até 0,25 µL. A última coluna 

de cada placa foi utilizada como controle de esterilidade do experimento, em que os 

poços foram preenchidos apenas com MHB e dois dos poços foram acrescidos de 3 

µL da solução estoque de antimicrobiano, para controle do meio e do antimicrobiano, 

respectivamente. 

O inóculo foi preparado a partir do crescimento bacteriano obtido após cultivo 

a 35 °C por 24 h. As amostras crescidas foram utilizadas para o preparo de 

suspensões bacterianas em solução salina a 0,85%, com turbidez equivalente à 

escala 0,5 de McFarland. Após atingir a turvação desejada, 100 µL da suspensão 

bacteriana foram transferidos para um microtubo contendo 900 µL de solução salina 

a 0,85%, obtendo-se uma diluição 1:10 do inóculo inicial (~107 UFC/mL). A partir de 

então, 5 µL do inóculo diluído foram transferidos para cada poço da placa de 

microtitulação, de forma que cada fileira correspondesse a uma amostra a ser testada. 

A placa foi incubada a 35 °C, por 24h. A leitura dos resultados foi feita visualmente, 
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seguindo as orientações do CLSI (2024) e a CMI foi determinada como a menor 

concentração sem crescimento bacteriano. As faixas de susceptibilidade 

estabelecidas para o antimicrobiano pelo CLSI (2024) estão listadas no quadro 5. A 

amostra S. aureus ATCC 29213 foi utilizada como controle de sensibilidade do teste 

e os resultados foram comparados com os valores estabelecidos pelo BrCAST (2024). 

 
QUADRO 5 - Valores de CMI relativos aos breakpoints de vancomicina 

segundo o CLSI (2024) e BrCAST (2024) para S. haemolyticus. 

Antimicrobiano CLSI 
 

BrCAST 

Vancomicina ≤4 (S) / 8-16 (I) / ≥16 (R) 
≤4 (S) / ≥4 (R) 

CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute; BrCast: Brazilian 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. S: sensível; I: 

intermediário; R: resistente 

 

 

4.4 Detecção do gene mecA e caracterização do SCCmec 

As amostras de S. haemolyticus resistentes à meticilina foram submetidas à 

caracterização do tipo de SCCmec utilizando a metodologia descrita por Kondo e 

colaboradores (2007). Essa técnica consiste na realização de duas reações distintas 

para tipificar os complexos mec e ccr de cada amostra, amplificando regiões que 

sejam específicas dos diferentes tipos desses complexos. Ao final, os resultados de 

ambas as reações são combinados para determinar o SCCmec da amostra, visto que 

cada cassete apresenta uma combinação específica de complexos mec e ccr. A 

sequência dos oligonucleotídeos utilizados e o tamanho dos fragmentos gerados para 

cada tipo de complexo mec e ccr estão apresentados na Quadro 6. As combinações 

de complexos mec e ccr de cada SCCmec estão listadas na Quadro 7. 

A amplificação dos fragmentos do complexo ccr foi realizada utilizando 

microtubos contendo 1μL (~30 ng) do DNA bacteriano, obtido pela metodologia 

descrita no tópico 4.3, tampão de enzima 1X, 3,2 mM de MgCl2, 200 μM de cada 

dNTPp (Promega), 1,5 U de Taq DNA Polimerase (Promega), dez oligonucleotídeos 

a 0,1 μM cada (Tabela 8) e água livre de nucleases suficiente para completar 50 μL. A 

PCR foi realizada em termociclador (Eppendorf), utilizando a seguinte reação: 

desnaturação inicial a 94°C por 4 min, 30 ciclos de desnaturação 50 a 94°C por 2 min, 
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anelamento a 57°C por 1 min e extensão a 72°C por 2 min, concluindo com uma etapa 

de extensão final a 72°C por 5 min. 

 
 
 

 
QUADRO 6 - Sequência dos oligonucleotídeos utilizados e amplicons obtidos na PCR 

multiplex para caracterização do complexo ccr. 

Oligonucleotídeo Sequência (5’-3’) Gene Amplicon (pb) 

PCR 1 
 

 
5’-TGCTATCCACCCTCAAACAGG-3’ 

 
 

 
mecA 

 
 

 
286 

mA1 
mA2 

5’-AACCTATATCATCAATCAGTACGT-3’ 

   

1 5’-AACCTATATCATCAATCAGTACGT-3’ ccrA1 695 

2 5’-TAAAGGCATCAATGCACAAACACT-3’ ccrA2 937 

3 
Bc 

5’-AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT-3’  
ccrA3 

 
1791 

5’-ATTGCCTTGATAATAGCCITCT-3 

 
4.2 
4.2 

5’-GTATCAATGCACCAGAACTT-3’  
ccrA4 

 
1287 

5’-TTGCGACTCTCTTGGCGTTT-3’ 

 
R 
F 

5’-CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT-3’  
ccrC 

 
518 

5’-CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT-3’ 

Quadro adaptado de KONDO et al, 2007. 

 
QUADRO 7 - Sequência dos oligonucleotídeos utilizados e amplicons obtidos na PCR 

multiplex para caracterização do complexo mec. 

Oligonucleotídeo Sequência (5’-3’) Gene 
Amplicon 

(pb) 

PCR 2  

 
5’-CATAACTTCCCATTCTGCAGATG-3’ 

 
mecI 

(classe 
mecA) 

 

 
1963 

 
ml 6 

 
IS7 

 
5’-ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG-3’ 

IS1272 
(classe 
mecB) 

 
2827 



36  

IS2 
 

5’-TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT-3’ 

IS431 
(classe 
mecC) 

804 

mA7 5’-ATATACCAAACCCGACAACTACA-3’ 

Quadro adaptado de KONDO et al, 2007. 
 
 

 

Para amplificar os fragmentos do complexo mec, os microtubos foram 

preenchidos com 3μL de DNA bacteriano obtido pela metodologia descrita no tópico 

4.5.2, tampão de enzima 1X, 3 mM de MgCl2, 200μM de cada dNTP (Promega), 1,5U 

de Taq DNA Polimerase (Promega), quatro oligonucleotídeos a 0,1μM cada (Tabela 

8) e água livre de nucleases suficiente para completar 50μL. A PCR foi realizada em 

um termociclador (Eppendorf), com a seguinte reação de amplificação: desnaturação 

inicial a 94°C por 4 min, seguido por 30 ciclos compostos por desnaturação a 94°C 

por 2 min, anelamento a 60°C por 1 min e extensão a 72°C por 2 min, e uma extensão 

final a 72°C por 5 min. Os fragmentos amplificados em ambas as reações foram 

visualizados em eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com adição do intercalante 

de DNA Unisafe 0,5X (Uniscience). Um marcador de padrão de tamanho molecular 

DNA ladder de 1Kb (Biotools) foi utilizado de forma comparativa para indicar o 

tamanho dos fragmentos amplificados, e a eletroforese foi realizada em tampão TBE 

0,5X a 90V por 2h. As amostras Mu50 (SCCmec II), 63a (SCCmec III), 526a (SCCmec 

IV) e 1952a (SCCmec V) foram utilizadas como controles da reação. 

 
QUADRO 8 – Classificação dos tipos de SCCmec de acordo com os tipos e classes 

de complexos ccr e mec, respectivamente, para amostras de Staphylococcus spp. 

Tipo de SCCmec Complexo ccr Classe mec 

I ccrA1-ccrB1 mecA-IS1272 

II ccrA2-ccrB2 mecA-mecI 

III ccrA3-ccrB3 mecA-mecI 

III Mercury ccrA3-ccrB3 + ccrC mecA-mecI 

IV ccrA2-ccrB2 mecA-IS1272 

V ccrC mecA-IS431 

VI ccrA4-ccrB4 mecA-IS1272 
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SCCmec: cassete estafilocócico mec. Adaptado de Kondo et al., 2007 
 
 

 

4.5. Avaliação da diversidade genética 

A avaliação da diversidade molecular das cepas de cada espécie foi 

realizada através de GTG5- PCR. O DNA isolado foi amplificado usando o primer 

(GTG) 5: 5′-GTGGTGGGTGGTGGTG-3′. As reações continham: 6,25μL de GoTaq G2 

Green Master Mix (Promega), 1μL de primer na concentração de 1,6μL/mL, 0,25 μL de 

DMSO, GoTaq e MgCl2, 50ng de DNA e água em quantidade suficiente para completar 

o volume final de 12,5μL para cada reação. Os seguintes parâmetros de utilizados: 

desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos; seguido 30 ciclos de desnaturação a 95 °C 

por 1 minuto, hibridização a 40 °C por 1 minuto, 65 °C por 6 minutos de extensão e por 

fim, 1 ciclo de extensão final a 65 °C por 10 minutos. 

Após a reação, os produtos amplificados foram visualizados por meio de 

eletroforese em gel de agarose 1,5% corado Unisafe. Em seguida, os perfis de banda 

(fingerprints) obtidos foram analisados utilizando a versão 7.6.3 do software 

Bionumerics (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica) para a construção de 

dendrogramas usando o método UPGMA (“unweighted pair group method with 

arithmetic mean”), com 5% de tolerância. Para agrupamento das amostras em um 

mesmo genótipo, foi exigido, no mínimo, 90% de similaridade. 

 
4.6 Análise do perfil clínico do paciente 

Os prontuários médicos dos pacientes incluídos no estudo foram 

consultados e as seguintes informações foram coletadas: sexo do bebê, tipo de parto, 

idade gestacional ao nascer, peso ao nascer, uso de antimicrobianos nos primeiros 

sete dias de internação, e quais foram utilizados, uso de dispositivos invasivos, e quais 

dispositivos foram utilizados, e motivo da internação na UTIN. Essas informações 

foram inseridas em um banco de dados no programa Microsoft Excel 365 (Microsoft 

Office® Excel, Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA), no qual os pacientes foram 

identificados por um número. 

 
4.7 Análise estatística 

Todos os dados foram registrados em formulário padronizado e inseridos em 
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um banco de dados criado no programa Excel Microsoft® (versão Office 2010). Entre 

os períodos antes e depois da pandemia, foram comparadas as variáveis clínicas, os 

perfis de susceptibilidade antimicrobiana, os valores de concentração mínima 

inibitória, tipos de SCCmec e genótipos prevalentes. As variáveis categóricas foram 

analisadas utilizando o teste do qui-quadrado ou o teste exato de Fisher, dependendo 

da frequência observada. Variáveis contínuas foram analisadas pelo teste t de Student 

ou Mann-Whitney. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos 

para os valores onde p <0,05. O presente estudo também avaliou a prevalência do 

Genótipo A em relação a outras variantes, investigando suas associações com 

características microbiológicas (tipo de SCCmec, fermentação do manitol, perfil de 

resistência aos antimicrobianos e CMI para vancomicina). Para isso, foi utilizado o 

teste de independência de Qui-quadrado. Em casos com baixa frequências esperadas 

nas células das tabelas de contingência, a correção de Yates foi aplicada ao teste, a 

fim de evitar superestimação da significância estatística. Por fim, a diferença entre os 

valores de CMI para vancomicina entre amostras do Genótipo A e de outros genótipos 

foi avaliada pelo teste do Qui-quadrado ou Exato de Fischer. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas para p < 

0,05. As análises estatísticas foram realizadas com o software R versão 4.4.2 (R 

CORE TEAM, 2024). 
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5 RESULTADOS 

 

 
 
 

 
5.1 Amostras coletadas, identificação bacteriana e pacientes incluídos 

Este estudo avaliou amostras de S. haemolyticus isoladas de swabs nasais de 

pacientes que se encontravam internados na unidade de terapia intensiva neonatal 

(UTIN), entre agosto de 2019 e março de 2020 (período pré-pandêmico), e, entre 

novembro de 2020 e abril de 2021 (período de pandemia). No primeiro período, 65 

neonatos foram admitidos na unidade e foi verificada uma média de 8,09 pacientes/dia. 

Um total de 59 pacientes foram incluídos no estudo, dos quais foram coletados 208 

swabs. No segundo período do estudo, houve 56 admissões e uma média de 8,4 

pacientes/dia, com 49 neonatos incluídos. Destes pacientes, foram coletados 115 swabs. 

O protocolo utilizado em nosso estudo para o processamento dos swabs permitiu o 

isolamento de 177 amostras de Staphylococcus no primeiro período e 174 amostras deste 

gênero no segundo. Todas as amostras foram submetidas a identificação via MALDI- 

TOF-MS e a PCR espécie específico. No total, foram isolados, 181 (51,6%) amostras de 

S. haemolyticus, 94 (26,8%) de S. aureus, 65 (18,5%) de S. epidermidis, seis (1,7%) de 

S. saprophyticus, duas (0,6%) de S. warneri, duas (0,6%) de S. hominis e uma (0,2%) de 

S. pseudointermedius. 
 

 

 

 
Figura 4: Identificação das 351 amostras de Staphylococcus spp. isoladas em 107 

pacientes da unidade de terapia intensiva neonatal, nos dois períodos do estudo. 
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Após a identificação de todas as amostras, foi selecionada a primeira amostra de S. 

haemolyticus isolada de cada paciente. Desta forma, 42 amostras do período pré-pandemia, 

e 33 durante o período pandêmico foram incluídas no estudo, totalizando 75 amostras de S. 

haemolyticus. No primeiro período, a prevalência de S. haemolyticus foi de 72,4% (42/58) e 

no segundo, 67,3% (33/49). Não houve diferença estatisticamente significativa na taxa de 

isolamento dessa espécie quando os dois períodos foram comparados (p=0,57) (Tabela 1). 

 

 
Tabela 1: Número de pacientes colonizados por Staphylococcus haemolyticus em uma 

unidade de terapia intensiva neonatal, antes e durante a pandemia de COVID-19. 

 
Aspectos avaliados 

Antes da 
Pandemia de 

Durante a 
Pandemia de 

 
Total 

 COVID-19 COVID-19  

Pacientes admitidos 65 56 121 

Pacientes/dia 8,0 8,4 16,5 

Pacientes avaliados 58 49 107 

Pacientes colonizados 42 (72,4%) 33 (67,3%) 75 (70%) 

Não houve diferença estatisticamente significativa. % = Porcentagem. 
 

 

5.2 Características clínicas e demográficas dos pacientes 

Dos 107 pacientes incluídos, 55 (51,4) eram meninos, com peso médio de 1962,8 + 

806,3g e nascidos após 32,8 + 4 semanas de gestação. Considerando os primeiros 10 

dias de internação, o uso de antimicrobianos foi amplo, principalmente dos β-lactâmicos 

(78%), porém a vancomicina foi administrada em 7,5% dos pacientes. Aproximadamente 

um terço dos neonatos foi admitida na UTIN devido à prematuridade (31,3%) e outro terço 

devido à síndrome do desconforto respiratório (29%). De modo geral, o perfil dos dois 

grupos foi similar. No entanto, a internação motivada por prematuridade ou prematuridade 

extrema foi significativamente mais frequente entre as crianças colonizadas por S. 

haemolyticus do que entre as não colonizadas (p = 0,03). Foi também observado ao longo 

do estudo que, em média, as crianças que não adquiriram colonização foram maiores 

(2091 + 690g) e nasceram com idade gestacional mais avançada (33,8 + 3,7 semanas), 

embora a diferença não tenha sido estatisticamente significativa (Tabela 2). 
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Tabela 2- Características clínicas e demográficas associadas aos pacientes colonizados 

e não colonizados por Staphylococcus haemolyticus de uma unidade de terapia intensiva 

neonatal. 

 

 
Características avaliadas 

Colonizados 
N = 75 (%) 

Não 
colonizados 

N = 32(%) 

Total 

N = 107 (%) 
Valor 

de p 

Sexo (masculino) 39 (52) 16 (50) 55 (51,4) 0,85 

Tipo de parto 
    

Vaginal 20 (26,6) 8 (25) 28 (26,1) - 

Cesáreo 33 (44) 13 (40,6) 46 (43) - 

ND 21 (28) 11 (34,3) 33 (29,9) - 

Peso ao nascer (média em g) 1908 + 850,2 2091 + 690 1962,8 + 806,3 0,252 

Idade gestacional (média em 
semanas) 

32,4 + 4 33,8 + 3,7 32,8 + 4 0,102 

Uso de antimicrobianos¹ 
    

β-lactâmicos em geral 60 (80) 24 (75) 84 (78,4) 0,56 

Ampicilina 56 (74,6) 21 (65,6) 77 (72) 0,34 

Gentamicina 50 (66,6) 19 (59,3) 69 (64,5) 0,47 

Ampicilina+Gentamicina 50 (66,6) 19 (59,3) 69 (64,5) 0,47 

Vancomicina 5 (6,6) 3 (9,3) 8 (7,5) 0,693 

Não fez uso 13 (17,3) 6 (18,7) 18 (17,8) 0,93 

Uso de dispositivos invasivos 
    

CVU 21 (28) 10 (31,2) 31 (29) 0,73 

PICC 17 (22,6) 13 (40,6) 30 (28) 0,06 

Motivo principal para internação 
    

Prematuridade 30 (40) 6 (18,7) 36 (33,6) 0,03 

SDR 18 (24) 13 (40,6) 31 (29) 0,08 

Má formação congênita 7 (9,3) 5 (15,6) 12 (11,2) 0,34 

Mãe COVID-19+ 5 (6,7) - 5 (4,7) 0,393 

 
ND: Informação não disponibilizada; CVU: cateter venoso umbilical; PICC: cateter central de 

inserção periférica; SDR: síndrome do desconforto respiratório. N= Número de amostras; % = 
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Porcentagem. ¹nos primeiros dez dias de internação; 2Teste t de Student. 
 

 

Dos 75 pacientes, 68 (90,7%) foram colonizados por S. haemolyticus nos primeiros 

sete dias de internação e, na segunda semana todos estavam colonizados. Dentre os 

pacientes incluídos, 39 (52%) eram do sexo masculino. A idade gestacional média ao 

nascer foi de 32,4 + 4 semanas, enquanto o peso médio dos neonatos foi de 1908 + 844g. 

Apenas 13 (17,3%) pacientes não utilizaram antimicrobianos antes do isolamento da 

amostra. Nesse contexto, antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos foram utilizados 

por 60 (80%) pacientes, tendo sido a combinação ampicilina + gentamicina administrada 

em 66,6% dos neonatos. O uso da vancomicina antes do isolamento de S. haemolyticus 

ocorreu em apenas cinco (6,6%) pacientes. Prematuridade e diagnóstico de síndrome do 

desconforto respiratório foram as principais causas apontadas em prontuário para 

admissão dos neonatos na UTIN. 

Houve pouca variação no perfil clínico e demográfico dos pacientes quando os dois 

períodos do estudo foram comparados. O uso de antimicrobianos apresentou tendência 

de redução. A taxa de pacientes que não recebeu antibioticoterapia subiu de 11,9% para 

24,4% (p= 0,16), com destaque para o uso da ampicilina e da combinação ampicilina + 

gentamicina, que apresentaram variação estatisticamente significativa (p= 0,04 em 

ambos os casos) (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Características clínicas e demográficas associadas aos 75 pacientes 

colonizados por Staphylococcus haemolyticus de uma unidade de terapia intensiva 

neonatal, de acordo com o período avaliado 

 

 
Características avaliadas 

Antes da 
pandemia 

Durante a 
Total Valor pandemia 

N=75 (%) de p 

 N=42 (%) N=33 (%)   

Sexo (masculino) 17 (40,7) 20 (60,6) 39 (52) 0,08 

Tipo de parto 
    

Vaginal 14 (33,3) 6 (18,1) 20 (26,6) - 

Cesáreo 18 (42,8) 15 (45,4) 33 (44) - 

ND 9 (21,4) 12 (36,3) 21 (28) - 

Peso ao nascer (média em g) 1807,7 + 811,1 2035,6 + 868,6 1908 + 844,5 0,252 

Idade gestacional (média em 
semanas) 

31,8 + 3,6 33,1 + 4,5 32,4 + 4 0,162 

Uso de antimicrobianos¹ 
    

β-lactâmicos em geral 36 (85,7) 24 (72,7) 60 (80) 0,16 

Ampicilina* 32 (76,1) 18 (54,5) 50 (66,6) 0,04 

Gentamicina 35 (83,3) 21 (36,6) 56 (74,6) 0,05 

Ampicilina+Gentamicina 32 (76,1) 18 (54,5) 50 (66,6) 0,04 

Vancomicina 4 (9,5) 1 (3) 5 (6,6) 0,37 

Não fez uso 5 (11,9) 8 (24,4) 13 (17,3) 0,16 

 
Uso de dispositivos invasivos 

    

 
CVU 

 
8 (19) 

 
13 (39,3) 

 
21 (28) 

 
0,05 

PICC 8 (19) 9 (27,2) 17 (22,6) 0,39 

 
Motivo da internação 

    

 
Prematuridade 

 
17 (40,4) 

 
13 (39,4) 

 
30 (40) 

 
0,06 

SDR 13 (30,9) 5 (15,1) 18 (24) 0,82 

Má formação congênita 6 (14,3) 1(3) 7(9,3) 0,123 

Mãe COVID-19+ - 5 (15,2) 5 (6,7) 0,013 

 
ND: Informação não disponibilizada no prontuário; CVU: cateter venoso umbilical; PICC: cateter 

central de inserção periférica; SDR: síndrome do desconforto respiratório. N= Número de amostras; 
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% = Porcentagem..¹até o momento do isolamento da amostra; 2Teste t de student; 3Teste exato de 

Fischer. 

 

 

5.3 Fermentação do manitol 

Durante o processo de coleta dos swabs, foi realizada a semeadura em ágar 

manitol salgado, de modo a selecionar as amostras positivas para o gênero 

Staphylococcus e diferenciar as amostras de S. aureus, fermentadoras do manitol, das 

espécies coagulase negativas que, em geral, não fermentam este carboidrato. No total, 

25 (33,3%) das amostras foram fermentadoras do manitol. No primeiro período do 

estudo, das 42 amostras de S. haemolyticus isoladas, 13 (30%) foram capazes de 

fermentar esse carboidrato. Já no segundo período, de 33 amostras isoladas, 12 (36%) 

apresentaram a mesma característica. Apesar do aumento, a diferença observada na 

taxa de amostras manitol positivas antes e durante a pandemia não foi estatisticamente 

significativa (p= 0,63). 

 
5.4 Perfil de susceptibilidade 

As 75 amostras de S. haemolyticus isoladas no presente estudo foram analisadas 

quanto à sua susceptibilidade antimicrobiana, a qual se mostrou similar nos dois 

momentos. Todas as amostras mostraram perfil de resistência à meticilina, em ambos 

os períodos. As maiores taxas de resistência foram encontradas para cefoxitina (100%), 

oxacilina  (100%),  penicilina  (100%),  eritromicina  (93%),  gentamicina  (90%), 

ciprofloxacina (88%), clindamicina (84%) e sulfametoxazol-trimetoprim (81%) (Tabela 

3). De modo geral, após o estabelecimento da pandemia da COVID-19, houve um leve 

aumento nas taxas de resistência para a maioria dos antimicrobianos. No entanto, para 

tetraciclina, as taxas de resistência caíram de 26% para 5%. Para linezolida, foi 

detectada uma amostra resistente no primeiro período (2%) e nenhuma no segundo. 

Não foram encontrados perfis que apresentassem halo D positivo. 



45  

Tabela 4 - Resistência antimicrobiana de 75 amostras de Staphylococcus haemolyticus 

isoladas antes e durante a pandemia em uma UTI neonatal. 
 

 
 

 
Antimicrobiano 

Antes da 
pandemia 
N= 42 (%) 

Durante a 
pandemia 
N=33 (%) 

Total 
Valor de p 

N=75 (%) 

 

Ciprofloxacina 34 (80%) 32 (96%) 66 (88%) 0,06 

Clindamicina 33 (78%) 30 (90%) 63 (84%) 0,20 

Eritromicina 38 (90%) 32 (96%) 70 (93%) 0,37 

Gentamicina 38 (90%) 30 (90%) 68 (90%) 1,00 

Linezolida 1 (2%) 0 1 (1%) 1,00 

Mupirocina 0 2 (6%) 2 (2%) 0,19 

SXT-TMP 31 (73%) 30 (90%) 61 (81%) 0,07 

Tetraciclina 4 (9%) 0 4 (5%) 0,13 

Rifampicina 5 (11%) 8 (24%) 13 (17%) 0,22 

SXT-TMP: sulfametoxazol-trimetoprim; N= Número de amostras; % = Porcentagem. Todas as 
amostras foram resistentes a cefoxitina, oxacilina e penicilina. 

 
 

 

Mais da metade das amostras de S. haemolyticus (53,3%) isoladas neste estudo 

apresentaram o mesmo perfil de susceptibilidade, com resistência simultânea à oito 

antimicrobianos: penicilina, cefoxitina, oxacilina, ciprofloxacina, clindamicina, 

eritromicina, gentamicina e STX-TMP. Este perfil foi detectado em 21 (50%) amostras 

antes da pandemia e em 19 (57,6%) após o estabelecimento da COVID-19. Outras nove 

(12%) amostras apresentaram um perfil de susceptibilidade semelhante, porém com 

resistência adicional à rifampicina. Esse segundo perfil predominante passou de 7,1% 

no primeiro período para 18,2% no segundo período. Por outro lado, perfis esporádicos 

foram reduzidos de 30,1% para 18,2%. 
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Tabela 5 - Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos encontrados em 75 

amostras de Staphylococcus haemolyticus isoladas de neonatos colonizados, antes 

e durante a pandemia de COVID-19 

 
Perfis de resistência antimicrobiana 

Antes da 
pandemia 
N=42 (%) 

Durante a 
pandemia 
N=33 (%) 

 
Total 

N=75 (%) 

 

PEN-OXA-FOX-ERI 1 (2,3%) 
 

1 (3%) 
 

2 (2,7%) 

PEN-OXA-FOX-CIP-CLI-STX 2 (4,6%) 0 2 (2,7%) 

PEN-OXA-FOX-ERI-CIP-CLI-GEN-RIF 2 (4,6%) 0 2 (2,7%) 

PEN-OXA-FOX-ERI-CIP-CLI-GEN -STX 21 (50%) 19 (57,6%) 40 (53,3%) 

PEN-OXA-FOX-ERI-CIP-CLI-GEN-STX-RIF 3 (7,1%) 6 (18,2%) 9 (12%) 

PEN-OXA-FOX-ERI-CIP-CLI-GEN-STX-MUP 1 (2,3%) 1 (3%) 2 (2,7%) 

Outros* 13 (30,1%) 6 (18,2%) 19 (25,3%) 

 
PEN: penicilina; OXA: oxacilina; FOX: cefoxitina; CIP: ciprofloxacino; CLI: clindamicina; ERI: 

eritromicina; GEN: gentamicina; MUP: mupirocina; SXT: sulfametoxazol-trimetoprim; RIF: 

rifampicina; N= Número de amostras; % = Porcentagem..*Perfis esporádicos detectados 

apenas uma vez ao longo do estudo. 

 

 

A suscetibilidade à vancomicina foi avaliada pela determinação da concentração 

mínima inibitória (CMI). O estudo indicou que 66% (50/75) e 12% (9/75) das amostras 

avaliadas neste estudo apresentaram, respectivamente, valores de CMI iguais a 4 

μg/mL e 8 μg/mL para o antimicrobiano. No primeiro período avaliado, foram 

encontradas 61% (26/42) de amostras com CMI= 4μg/mL e 11% (5/42) com CMI = 

8μg/mL. No segundo período, houve um aumento, porém não estatisticamente 

significativo, na taxa de amostras apresentando esses valores. Durante a COVID-19, 

72% (24/33) das amostras passaram a apresentar CMI = 4 μg/mL e 12% (4/33) 

apresentaram CMI = 8 μg/mL. 

As amostras foram também agrupadas de acordo com a faixa de CMI 

apresentada. Antes da pandemia, 73,8% (31/42) apresentam CMI igual ou superior a 4. 

Após o estabelecimento da pandemia esse valor aumentou para 84,8% (28/33). No 

entanto, este aumento não foi considerado significativo. 
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Tabela 6 - Concentração mínima inibitória para vancomicina em 75 amostras de 

Staphylococcus haemolyticus isoladas de neonatos colonizados, antes e durante a 

pandemia de COVID-19. 

. 
 

 

 
Valor de CMI (μg/mL) 

Antes da 
pandemia 
N=42 (%) 

Durante a 
pandemia 
N=33 (%) 

Total 
Valor de p 

n=75 (%) 

 
 

Valor absoluto 

 

1 1 (2) 2 (6) 3 (4) 0,58 

2 10 (23) 3 (9) 13 (17) 0,13 

4 26 (61) 24 (72) 50 (66) 0,46 

8 

 
Faixa 

5 (11) 4 (12) 9 (12) 1,00 

 
1 – 2 

 
11 (26,2) 

 
5 (15,2) 

 
16 (21,3) 

 
0,25 

4 – 8 31 (73,8) 28 (84,8) 59 (78,7) 0,25 

CMI: concentração mínima inibitória; N= Número de amostras; % = Porcentagem. 
 
 

 

5.5 Caracterização do SCCmec 

Todas as amostras de S. haemolyticus incluídas neste estudo foram resistentes 

à meticilina e, portanto, todas foram submetidas à caracterização do SCCmec. Mais da 

metade das amostras de S. haemolyticus apresentou o SCCmec tipo V (52%) e as 

demais (48%) apresentaram cassetes não tipáveis (NT). Dentre as amostras com 

SCCmec NT, a maioria (16 amostras; 44,4%) não tinha nem o tipo de complexo ccr e 

nem a classe mec identificados pelos protocolos utilizados. Antes da pandemia 57,2% 

das amostras carreavam o SCCmec tipo V e 42,8% (18/42) apresentaram cassetes NT. 

Após a pandemia, no entanto, esse perfil se inverteu e os SCCmec NT passaram a 

representar a maior parte das amostras (54,4%; 18 amostras), enquanto o SCCmec tipo 

V foi encontrado em 45,5% (15). Além disso, no segundo período do estudo houve uma 

maior variabilidade de cassetes mec. Enquanto antes da pandemia foram encontrados 

apenas três padrões de SCCmec NT (NT1, NT5 e NT7), no segundo período foram 

detectados sete padrões (N1 ao N7) (Tabela 6). 
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Tabela 7 - Classificação das 75 amostras de Staphylococcus haemolyticus resistentes 

à meticilina em relação aos tipos de SCCmec. 

 

Tipo de 
SCCmec 

Total 
N= 75 (%) 

Antes da 
pandemia 
N=42 (%) 

Durante a 
pandemia 
N=33 (%) 

Complexo 
ccr 

Classe do 
complexo 

mec 

 

V 39 (52) 24 (57,2) 15 (45,5) ccr5 
 

C 

NT 36 (48) 18 (42,8) 18 (54,5) 
  

NT1 4 (11) 2 2 ccr1 + 5 C 

NT2 1 (2,8) - 1 ccr1 A 

NT3 1 (2,8) - 1 ccr4 + 2 + 5 C 

NT4 2 (2,7) - 2 ccr5 - 

NT5 11 (30,5) 8 3 - C 

NT6 1 (2,8) - 1 ccr4 - 

NT7 16 (44,4) 8 8 - - 

SCCmec: cassete cromossômico estafilocócico mec; NT: Não tipável; (-): ausente; N= 

Número de amostras; % = Porcentagem. 

 
 
 

 
5.6 Diversidade genética 

As amostras de S. haemolyticus isoladas no estudo foram submetidas ao PCR GTG5 

fingerprint e o perfil de bandas obtido foi comparado para análise dos genótipos encontrados 

na UTIN ao longo dos dois períodos. Considerando uma tolerância de 5% quanto ao 

distanciamento das bandas e um coeficiente de similaridade de cerca de 90%, foram 

encontrados cinco genótipos (Figura 4). Das 75 amostras avaliadas, 95,8% (72) foram 

relacionadas a apenas três genótipos, e 70,6% (53) pertenciam ao genótipo A. 
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Figura 5. Dendograma demostrando a diversidade genética através de (GTG)5–PCR e 

características microbiológicas de 75 Staphylococcus haemolyticus, isolados de pacientes 

de uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal. 1°P: Antes da Pandemia de COVID-19; 2°P: 

Durante a Pandemia de COVID-19. NT: Não-tipável; CMI: Concentração Mínima Inibitória; 

STX-TMP: sulfametoxazol-trimetoprim; MDR: Multidrug resistance. 

A Tabela 7 descreve a variabilidade genotípica encontrada em cada um dos períodos 

avaliados. Três genótipos foram detectados em amostras de ambos os períodos. O 

Genótipo A foi predominante, tanto antes (71,4%; 30 amostras) quanto durante (69,7%; 23) 

a pandemia. O Genótipo B aumentou de 11,9% (5/42) para 18,2% (6/33) após a pandemia. 

Já o Genótipo C teve sua prevalência reduzida de 11,9% (5/42) para 9,1% (3/33). Por outro 

lado, o Genótipo D foi encontrado somente no primeiro período, em duas amostras (4,7%) 

e o Genótipo E somente no segundo período, em uma amostra (3,1%). 

 
 

Tabela 8- Distribuição dos genótipos identificados em 75 amostras 

de Staphylococcus haemolyticus isoladas de neonatos, antes e 

durante a pandemia de COVID-19. 

 
Genótipos 

Antes da 
pandemia 
N=42 (%) 

Durante a 
pandemia 
N=33 (%) 

 
Total 

N=75 (%) 

 
Valor de p 

 

Genótipo A 30 (71,4) 
 

23 (69,7) 
 

53 (70,6) 
 

1,00 

Genótipo B 5 (11,9) 6 (18,2) 11(14,6) 0,52 

Genótipo C 5 (11,9) 3 (9,1) 8 (10,6) 1,00 

Genótipo D 2 (4,7) 0 2(2,6) 0,50 

Genótipo E 0 1 (3) 1(1,3) 0,44 

N= Número de amostras; % = Porcentagem. 
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Na Figura 4 estão ilustradas as características microbiológicas das amostras de cada 

genótipo. Devido a maior frequência de amostras relacionadas ao Genótipo A em ambos os 

períodos do estudo, foi investigada uma possível associação entre este genótipo e as 

características avaliadas no estudo (Tabela 8). A análise estatística indicou que a 

capacidade de fermentação do manitol (p= 0,048) e um valor de CMI para vancomicina igual 

ou maior que 4 μg/mL foram significativamente mais encontrados em amostras do Genótipo 

A, enquanto amostras de outros genótipos apresentaram, em sua maioria, valores de CMI 

menores ou iguais a 2 μg/mL (p= 0,008). Não foram encontradas diferenças significativas 

com relação a resistência aos antimicrobianos ou ao tipo de SCCmec. 

 
Tabela 9 - Características microbiológicas de amostras de Staphylococcus haemolyticus 

associadas ao Genótipo A e a outros genótipos, dentre as 75 avaliadas neste estudo. 
 

Características 
Genótipo A 

N=53 (%) 
Outros 

N=22 (%) 
Valor p1 

Fermentação do manitol 39 (73,6) 11 (50) 0,048 

Resistência antimicrobiana    

Ciprofloxacina 46 (86,8) 20 (90,9) 1,000 

Clindamicina 46 (86,8) 17 (77,3) 0,306 

Eritromicina 49 (92,5) 21 (95,5) 1,000 

Gentamicina 47 (88,7) 21 (95,5) 0,666 

Linezolida 1 (1,9) 0 1,000 

Mupirocina 1 (1,9) 1 (4,5) 0,503 

Rifampicina 8 (15,1) 5 (22,7) 0,427 

STX-TMP 45 (84,9) 16 (72,7) 0,218 

Tetraciclina 4 (7,5) 0 0,314 

CMI vancomicina (μg/mL)    

1 – 2 7 (13,2) 9 (40,9)  

4 – 8 
46 (86,8) 13 (59,1) 0,008 

Tipo de SCCmec    

V 24 (45,3) 12 (54,5) 0,464 

NT 29 (54,7) 10 (45,5)  

STX-TMP: sulfametoxazol-trimetoprim; CMI: concentração mínima inibitória; SCCmec: cassete 

cromossômico estafilocócico mec; NT: não tipável; N= Número de amostras; % = Porcentagem. 

1Teste qui-quadrado ou Exato de Fischer. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 
 
 

 
Entre neonatos admitidos em unidades de terapia intensiva, SCN são a principal causa 

de IRAS (Fang et al., 2023; Opare-Asamoah et al., 2023) Esses microrganismos são 

adquiridos durante a hospitalização, estabelecem colonização e a partir daí podem 

desencadear infecção, principalmente as ICS associadas ao uso de catéter (Holmes et al., 

2024). Após o estabelecimento da pandemia de COVID-19, diversos estudos conduzidos 

em diferentes países do mundo apontaram a emergência da espécie S. haemolyticus como 

principal espécie isolada de colonização e infecção em UTIN. 

O presente estudo incluiu 110 pacientes internados na segunda maior UTIN pública do 

Norte Fluminense em dois períodos, antes e durante a pandemia de COVID-19. A 

prevalência de S. haemolyticus neste estudo foi de 68,2%. São bastante raros na literatura 

os estudos que avaliaram a presença de S. haemolyticus em neonatos colonizados. Um 

deles foi conduzido por nosso grupo em 2009. Foram avaliados 175 neonatos de um outra 

UTIN pública do estado do Rio de Janeiro e apenas 23,3% destas crianças estavam 

colonizadas por esta espécie (Salgueiro et al., 2019). Nesta mesma época (2007 e 2008), 

Ternes e colaboradores (2013) coletaram amostras de neonatos colonizados em um UTIN 

de Goiás e verificaram que 38% deles estavam colonizados por S. haemolyticus. A 

discrepância das taxas encontradas entre estudos prévios no Brasil e a reportada em nosso 

estudo pode indicar a emergência, nos últimos anos, da espécie como principal SCN 

colonizador em UTINs brasileiras. 

Quando são consideradas amostras de infecção em neonatos, é possível perceber que 

S. haemolyticus vem aumentando em prevalência neste grupo. Durante muito tempo, a 

espécie ocupou o segundo ou terceiro lugar entre as espécies de SCN mais frequentemente 

isoladas no mundo, sempre atrás de S. epidermidis (Keim et al., 2011; Brzychczy-Wloch et 

al.,2013; Pereira et al., 2013). Em 2014, um estudo realizado no Rio de Janeiro identificou 

que 77% das amostras de SCN isoladas de sepse em neonatos era da espécie S. 

haemolyticus (Pereira et al., 2014). A partir de 2020, diversos países passaram a reportar 

esta espécie como a mais isolada em infecções adquiridas em UTIN (Chakraborty et al., 

2022; Qin et al.2022; Westberg et al.2022). Atualmente, esse patógeno tem sido identificado 
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como um importante patógeno em unidades neonatais, com aumento da resistência 

antimicrobiana em diferentes regiões (Magnan et al., 2024). Em nosso estudo, avaliamos 

somente amostras de colonização. No entanto, verificamos que a taxa observada 

imediatamente antes da pandemia (68,8%) foi praticamente a mesma daquela observada 

no pico de óbitos por COVID-19 em nosso país (67,3%). Isto indica que a disseminação 

desta espécie em nossa unidade ocorreu pouco antes do início antes do período pandêmico. 

A análise dos dados demográficos e clínicos associados aos pacientes colonizados por S. 

haemolyticus indicou que mais de 90% dos pacientes adquiram colonização em até 7 dias 

de internação. Este dado é condizente com o já observado por Salgueiro e colaboradores 

(2019), que verificaram que o tempo para isolamento de S. haemolyticus por pacientes de 

UTIN é, em média, 5 dias. 

No presente estudo, embora pacientes colonizados por S. haemolyticus tenham nascido 

menores e com idade gestacional mais prematura, essas diferenças não foram significativas 

quando comparadas aos pacientes que não desenvolveram colonização. No entanto, as 

internações em UTIN motivadas por prematuridade foram significativamente mais 

frequentes entre crianças que adquiriram a bactéria. Estudos recentes que avaliaram S. 

haemolyticus isolados de fontes de colonização e de infecção em neonatos demonstram 

que crianças menores de 1500g estão mais propensas a adquirir colonização e infecção de 

corrente sanguínea do que aquelas que nascem maiores (Magnan et al., 2024; Simões et 

al., 2025). Os achados de nosso estudo podem sugerir que, no que se refere à colonização 

por S. haemolyticus, mais relevante do que a prematuridade, é o seu impacto no quadro 

clínico do paciente. 

Verificamos também que, durante a pandemia, as crianças foram ligeiramente maiores 

e menos prematuras do que antes desse período, inclusive o percentual de crianças 

admitidas por prematuridade também caiu. No entanto, nenhuma dessas variações foi 

significativa. Apesar disso, muitos autores reportaram a redução nas taxas de nascimentos 

prematuros durante a pandemia, em vários países do mundo. Segundo esses autores, essa 

redução ainda não pode ser totalmente explicada, mas é possível que as restrições impostas 

durante a pandemia foram responsáveis por uma menor exposição a agentes infecciosos, 

que podem induzir parto prematuro (Weinberger et al., 2022; David & Reutter, 2023). Os 

antimicrobianos mais utilizados foram β-lactâmicos, especialmente a ampicilina em 

combinação com a gentamicina. A escolha desses antimicrobianos está em consonância 

com as diretrizes da Organização Mundial de Saúde e de outras associações médicas, que 

preconizam o uso intravenoso desses antimicrobianos em caso de suspeita ou risco de 
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desenvolvimento de sepse pelo neonato (Jefferies et al., 2017; Fuchs et al., 2018) 

Curiosamente, no segundo período do estudo o uso de ampicilina e gentamicina caiu 

significativamente (p= 0,0484) em comparação com o período pré-pandemia. Outros 

estudos conduzidos ao redor do mundo mostram que, durante a COVID-19, o uso de 

antimicrobianos aumentou (Peterson., 2022; Rusic., 2021). A redução no uso de ampicilina 

e gentamicina, observada em nosso estudo, pode estar relacionada ao fato de que, durante 

a pandemia, a média de peso e idade gestacional dos neonatos admitidos foi maior do que 

o observado antes da pandemia, ainda que esta diferença não tenha sido estatisticamente 

significativa. Sabe-se que a propensão ao uso de antimicrobianos é maior quanto mais 

prematuro é o paciente (Huncikova et al., 2023) 

No entanto é importante notar que mais de 80% utilizaram algum antimicrobiano, e não 

houve diferença significativa nas taxas de uso de antimicrobianos em geral entre os dois 

períodos. Essas taxas foram inclusive muito superiores ao observado na literatura. Um 

amplo estudo multicêntrico conduzido em 29 países e que envolveu 2265 neonatos de UTIN 

verificou que 26% deles utilizaram antimicrobianos. Mesmo em países de menor renda, esta 

taxa foi de 31% (Prusakov et al., 2021). Considerando que, em nosso estudo, todos os 

pacientes estavam colonizados por S. haemolyticus, é possível que exista correlação 

estreita entre o uso de antimicrobianos o estabelecimento de colonização por esta espécie. 

É importante frisar também que, nos pacientes analisados, até o momento do isolamento da 

amostra o uso de vancomicina foi bastante reduzido (6,6%). Isto está relacionado ao fato de 

que 90% dos pacientes apresentaram colonização na primeira semana de internação na 

unidade. A vancomicina é um antimicrobiano que, embora esteja entre os 10 medicamentos 

mais utilizados em UTINs e é recomendado em caso de falha terapêutica, quando outros 

antimicrobianos já foram utilizados (Stark et al., 2022). 

Além da prevalência de S. haemolyticus e do perfil clínico e demográfico dos pacientes 

colonizados ser bastante similar, as características microbiológicas das amostras isoladas 

nos dois períodos também foi semelhante. Um fato observado em nosso estudo foi o elevado 

percentual de amostras (33,3%) que tiveram capacidade de fermentar o carboidrato manitol. 

A fermentação do manitol é mediada pela presença do operon mtl, o qual possui alta 

homologia com o de S. aureus (Takeuchi et al., 2005). Bouchami e colaboradores (2023) 

demonstraram que variantes genômicas e fenotípicas com deleções/mutações em genes 

clinicamente relevantes, dentre eles os responsáveis pela fermentação do manitol, 

acontecem naturalmente, mesmo na ausência de estresse ambiental, como aquele 

provocado pelo uso de antimicrobianos. No entanto, quando exposto a pressões seletivas, 
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é esperado que essas mutações cessem e uma única variante se torne dominante. Em 

outras palavras, os autores sugerem que a deleção do operon mtl é um evento comum 

quando não há pressão seletiva. Assim, é possível que o ambiente da UTIN, marcado pelo 

uso massivo de antimicrobianos, tenha impedido as mutações espontâneas que causariam 

a deleção do operon mtl e tenham permitido a disseminação de amostras fermentadoras do 

manitol. 

É possível também que amostras manitol positivas estejam sendo selecionadas dentro 

da unidade, devido às características dos pacientes admitidos. Sabe-se que a habilidade de 

metabolizar o manitol é um mecanismo importante para a bactéria, pois o acúmulo deste 

carboidrato no interior da célula causa um desbalanço osmótico que afeta a capacidade de 

Staphylococcus em responder ao estresse causado pela salinidade, alcalinidade e espécies 

reativas de oxigênio (Nguyen et al., 2019). Kenny e colaboradores (2013) determinaram 

também que amostras que não fermentam o manitol são mais susceptíveis aos ácidos 

graxos da pele. Inclusive, cepas de S. aureus manitol negativas foram incapazes de 

estabelecer colonização de pele em modelos murinos. Segundo os autores, isto 

provavelmente ocorre porque os ácidos graxos desestabilizam a membrana citoplasmática 

bacteriana e favorecem o influxo de água, potencializando o efeito nocivo do manitol 

acumulado no interior da célula (Kenny et al., 2013; Nguyen et al., 2019). Neste contexto, é 

importante considerar a relevância dos ácidos graxos na pele dos neonatos. Após a 28ª 

semana de gestação, o bebê já nasce com a pele recoberta pela vérnix, uma substância de 

aspecto gorduroso, formada 80% por água, 10% por proteínas e 10% por lipídeos (Hoeger 

et al., 2002), que começa a surgir na 17ª semana de gestação e forma uma camada 

hidrofóbica, com pH entre 6,7 – 7,4 e rica em peptídeos antimicrobianos (Youssef et al., 

2001; Kutlubay et al., 2017). A porção lipídica da vérnix é composta por colesterol, ceramidas 

ácidos graxos saturados, monoinsaturados, poliinsaturados e de cadeia ramificada 

(Hoegger et al., 2002; Li et al., 2021). Em nossa unidade, na primeira semana de admissão, 

não são realizados banhos no neonato, portanto a maioria permanece com a camada 

protetora da vérnix durante um tempo prolongado. A presença desta barreira lipídica pode 

favorecer a presença de S. haemolyticus fermentadores de manitol, os quais são mais 

resistentes aos ácidos graxos da vérnix. No entanto, são necessários estudos que possam 

determinar se a vérnix tem propriedade de inibir a colonização por cepas de Staphylococcus 

que fermentam ou não o manitol. 

Todas as amostras de S. haemolyticus avaliadas neste estudo foram resistentes à 

meticilina e mais de 80% delas foram resistentes a ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, 
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gentamicina e sulfametoxazol-trimetoprim. Outros estudos realizados no Brasil e no mundo, 

encontraram taxas de resistência acima de 80% para esses antimicrobianos (Pereira et al., 

2014; Salgueiro et al., 2017; Salgueiro et al., 2019; Ocloo et al. 2023; Magnan et al., 2024), 

confirmando os dados encontrados no presente estudo. Vale ressaltar que mais da metade 

das amostras, inclusive, apresentou o mesmo perfil de susceptibilidade, marcado pela 

resistência simultânea a esse antimicrobianos (PEN-OXA-FOX-ERI-CIP-CLI-GEN-STX). 

Este perfil foi encontrado em 50% e 57% das amostras do primeiro e segundo período, 

respectivamente, mas este aumento não foi considerado significativo. De todos os 

antimicrobianos testados, apenas para linezolida e tetraciclina houve redução na resistência 

no segundo período. Todos os demais apresentaram manutenção ou aumento, ainda que 

não significativo, das taxas de resistência. Estes resultados sugerem que, na unidade 

avaliada, cepas MDR com mesmo perfil de susceptibilidade se disseminaram antes da 

pandemia e permaneceram estáveis, apesar das alterações na rotina que ocorreram após 

2020. 

É importante notar que a redução significativa no uso de ampicilina + gentamicina e a 

tendência de redução no uso de antimicrobianos pelos neonatos após a pandemia não foi 

acompanhada por uma redução nas taxas de resistência a esses antimicrobianos. Isto 

provavelmente se deve a uma característica própria de S. haemolyticus, reportada por 

Chakraborty e colaboradores (2022). Os autores verificaram que amostras resistentes à 

cefotaxima, quando são cultivadas na ausência do antibiótico, não sofrem redução na 

concentração mínima inibitória, mesmo após 500 gerações. Mesmo os autores tendo 

avaliado apenas a resposta à cefotaxima, isto é um indício de que essa espécie não perde 

facilmente seus determinantes de resistência, mesmo quando a exposição ao antibiótico é 

removida. 

Com relação à vancomicina, 66% das amostras apresentaram CMI= 4ug/mL e 12% 

apresentaram CMI= 8ug/mL, sendo que não houve alteração significativa entre os períodos 

antes e durante a pandemia. Esses valores são maiores do que o observado na literatura 

para amostras clínicas de S. haemolyticus. Na maioria dos artigos realizados nos últimos 10 

anos no Brasil (Pinheiro et al., 2016; Dier-Pereira et al., 2021) e no mundo (Bathavatchalam 

et al., 2020; Mahonaran et al., 2021; Patil et al., 2024), mais de 85% das amostras 

apresentaram valores de CMI para vancomicina < 2ug/mL. Há apenas um estudo no Brasil 

que relatou valores mais próximos aos nossos. Dier-Pereira e colaboradores (2021) 

indicaram que 55% amostras de S. haemolyticus isoladas de ICS em um hospital de 

Londrina, no Paraná, apresentavam CMI > 4ug/mL. Em um estudo que realizou o 
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sequenciamento genético de uma cepa de S. haemolyticus com CMI= 8ug/mL, Dong e 

colaboradores (2023) determinaram que uso prolongado da vancomicina está associado ao 

desenvolvimento de mutações que culminam no fenótipo de resistência intermediária. Em 

nosso estudo, poucos pacientes (6,6%) haviam utilizado vancomicina, pois a maioria das 

amostras foi isolada ainda na primeira semana após a admissão do paciente. Porém, ao 

longo da internação, este antimicrobiano é amplamente utilizado em nossa unidade, 

principalmente devido às altas taxas de resistência a beta-lactâmicos. Os valores de CMI 

para vancomicina muito elevados encontrados aqui provavelmente refletem a utilização 

intensa desse antimicrobiano na UTIN. 

Uma das amostras com CMI= 8ug/mL para vancomicina apresentou também resistência 

à linezolida. A linezolida é uma das poucas opções terapêuticas para o tratamento de 

Staphylococcus resistentes à meticilina e à vancomicina (Porchera et al., 2024). Não há 

relatos na literatura de amostras de S. haemolyticus resistentes à linezolida isoladas de 

neonatos. Apesar deste antimicrobiano ser utilizado em algumas UTINs (Bagga et al., 2018; 

Matrat et al., 2020), não há histórico de uso em nossa unidade. No entanto, sabe-se que 

amostras resistentes podem existir esporadicamente e emergem rapidamente à medida que 

o uso do antimicrobiano é ampliado (Ikeda-Dantsuji et al., 2011). O isolamento de uma 

amostra com resistência intermediária à vancomicina e resistente à linezolida chama a 

atenção para a possibilidade de surtos. 

Em nosso estudo, o SCCmec V foi encontrado em aproximadamente metade das 

amostras de S. haemolyticus e todas as demais apresentavam cassetes não tipáveis. Este 

dado é condizente com o que é verificado para amostras de S. haemolyticus no mundo. 

Estudos indicam que até 50% das amostras desta espécie carreiam de fato o SCCmec V, 

enquanto a outra metade apresenta cassetes mec que não são tipáveis. A incapacidade de 

caracterizar esses elementos deve-se a deleções na estrutura do SCCmec ou ao fato de 

possuírem combinações de ccr e complexos mec atípicas (Szczuka et al., 2016; 

Hosseinkhani et al., 2018; Salgueiro et al., 2019; Ocloo et al., 2023). Mais uma vez, como 

verificamos em outras variáveis microbiológicas analisadas neste estudo, não houve 

alteração significativa no percentual de amostras tipo V ou não tipáveis após o 

estabelecimento da pandemia. 

A diversidade genética das amostras foi analisada, utilizando a técnica de rep-PCR. 

Dentre as técnicas de tipagem baseadas em sequências genômicas repetidas, a 

determinação de perfil genotípico baseada no (GTG5) foi selecionada por já ter sido utilizada 

antes com sucesso para tipagem de amostras de S. haemolyticus (Svec et al., 2010; Martins- 
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Silva et al., 2023) e por ser mais prática e menos custosa que o PFGE. No entanto, sua 

capacidade de discriminar genótipos é menor e, por isso, utilizamos um corte de 90% como 

limite mínimo de similaridade entre os genótipos. Surpreendentemente, uma variabilidade 

muito baixa foi encontrada, com apenas 5 genótipos encontrados. Todas as técnicas 

comumente usadas para avaliar a epidemiologia molecular de S. haemolyticus costumam 

revelar uma grande variedade de perfis esporádicos e diversos clones com baixa 

similaridade entre si (Talebi et al., 2016; Chang et al., 2018; Noshak et al., 2023). No 

presente estudo, foi utilizada uma técnica de realização mais prática e menos custosa, 

porém menos discriminatória. Para isso, utilizamos um corte de 90% como limite mínimo de 

similaridade entre os genótipos. Dier-Pereira e colaboradores (2021) utilizaram a técnica de 

rep-PCR para caracterizar a epidemiologia molecular de S. haemolyticus isoladas de 

infecção de corrente sanguínea em um mesmo hospital em Londrina, no Paraná, e, 

utilizando um corte de 80% de similaridade, encontraram 31 genótipos entre 40 amostras. 

Aplicando o mesmo percentual de 90% de similaridade, os autores teriam identificado 37 

genótipos. Nossos resultados, portanto, parecem indicar a circulação de poucos genótipos, 

que estão muito bem adaptados ao ambiente da unidade. Não houve emergência nem 

substituição durante a pandemia, mostrando que alterações nas rotinas de desinfecção e 

de circulação de pessoas não afetou a epidemiologia molecular local dos S. haemolyticus. 

De todos os genótipos, houve um em especial (Genótipo A) que englobou 70,6% das 

amostras deste estudo. A prevalência desse genótipo foi praticamente a mesma tanto antes 

(71,4%) quando durante (69,7%) da pandemia. Esse dado vai de encontro aos demais 

achados microbiológicos, que indicam que o perfil de S. haemolyticus não foi alterado após 

a pandemia. A análise estatística demonstrou que a capacidade de fermentação do manitol 

e valores de CMI para vancomicina entre 4 e 8ug/ml foram significativamente mais 

encontradas entre as amostras do Genótipo A do que em outros genótipos. Como já 

discutido anteriormente, a metabolização do manitol torna as bactérias mais resistentes aos 

ácidos graxos da pele, o que é útil especialmente entre amostras que colonizam pacientes 

nascidos há poucos dias e que ainda possuem vestígios da vérnix caseosa na pele. Da 

mesma forma, os valores elevados de CMI conferem às amostras deste genótipo a 

capacidade de persistir e se disseminar no ambiente da UTIN, marcado pelo amplo uso da 

vancomicina. 

Nosso estudo avaliou uma UTIN do interior do estado do Rio de Janeiro em dois 

períodos, antes e durante a pandemia de COVID-19, nos quais o perfil clínico e demográfico 

foi similar. Nesses dois momentos do estudo, foi encontrada uma elevada prevalência de S. 
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haemolyticus multirresistentes, com reduzida susceptibilidade à vancomicina e 

características microbiológicas semelhantes. A análise genética demonstrou o predomínio 

e disseminação de um genótipo específico, significantemente menos sensível à vancomicina 

e com alta capacidade de metabolização do manitol. Esses dados reforçam outros estudos 

que vem mostrando a emergência de S. haemolyticus no contexto neonatal e demonstra a 

habilidade de genótipos específicos em se estabelecer na UTIN e permanecer ao longo do 

tempo, mesmo em um cenário de intensas mudanças, como ocorreu na pandemia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

7 CONCLUSÃO 

 

 
 
 

 

• A frequência de pacientes colonizados por S. haemolyticus neste estudo foi de 
70,1%, sendo que as internações motivadas por prematuridade foram 
significativamente mais frequentes entre os pacientes colonizados. 
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• A prevalência de colonização por S. haemolyticus antes da pandemia (72,4%) foi 
similar ao observado quanto durante o período pandêmico (67,3%). 

• Nos dois períodos, a maioria dos pacientes era do sexo masculino, prematuros e fez 
uso de antimicrobianos, especialmente beta-lactâmicos. A única variação observada 
foi a redução no uso de ampicilina e da combinação ampicilina e gentamicina durante 
a pandemia. 

• Todas as amostras de S. haemolyticus foram resistentes à meticilina e mais de 80% 
delas foram resistentes a eritromicina, gentamicina, ciprofloxacino, clindamicina e 
STX-TMP. Além disso, mais da metade das amostras apresentaram o mesmo perfil 
de susceptibilidade, com resistência simultânea a esses antimicrobianos. Não houve 
diferença no perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos entre os dois períodos. 

• Valores de CMI para vancomicina > 4 ug/mL foram encontrados em mais de 73,8% 
das amostras de S. haemolyticus no primeiro período e em 84,8% no segundo. Mais 
uma vez, essa variação não foi considerada significativa. 

 

• Mais da metade das amostras de S. haemolyticus apresentou o SCCmec tipo V (52%) 
e as demais (48%) apresentaram cassetes não tipáveis (NT) que foram mais variados 
durante a pandemia. 

 

• Uma baixa variabilidade genética foi encontrada, sendo detectados apenas cinco 
genótipos. Cerca de 70% das amostras pertenceram a um mesmo genótipo, que foi 
o predominante tanto antes quanto durante a pandemia. Este genótipo foi associado 
a altos valores de CMI para vancomicina e com maior capacidade de fermentar o 
manitol. 
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