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RESUMO 

 

 

Staphylococcus aureus é o patógeno mais frequente em casos de infecções 

associadas aos cuidados de saúde no Brasil e no mundo. Devido à sua grande 

capacidade de produzir diferentes fatores de virulência, este microrganismo está 

associado a diversos tipos de infecções e doenças de gravidades variáveis. O 

objetivo deste estudo foi analisar aspectos relacionados à virulência, resistência aos 

antimicrobianos e epidemiologia molecular de 100 amostras de S. aureus 

provenientes de cinco hospitais da Grande Vitória-ES. Através do teste de difusão a 

partir do disco, foi verificado um índice de resistência superior a 50% aos fármacos 

comumente utilizados na prática clínica, como: eritromicina, ciprofloxacina e 

clindamicina. Através da detecção do gene mecA, foram identificadas 41 amostras 

de S. aureus sensíveis à meticilina (MSSA) e 59 resistentes (MRSA). Dentre estas 

amostras de MRSA, 29 apresentaram o SCCmecII,19 o SCCmecIV e outras 11 

foram “não tipáveis”. Os genes de virulência mais prevalentes foram: ebpS (78 

amostras) e fnbA (44). O gene que codifica a leucocidina de Panton-Valentine foi 

encontrado em 22 amostras. As amostras de MSSA apresentaram, 

significativamente, mais genes de virulência de adesinas que as amostras de MRSA. 

A análise genotípica através do perfil de fragmentação do DNA cromossômico com 

enzima de restrição das 59 amostras de MRSA revelou a presença de oito genótipos 

distintos, sendo dois prevalentes: genótipo A (37 amostras), que incluiu todas as 

amostras com o SCCmecII e o genótipo B (15 amostras), composto apenas por 

amostras com o SCCmecIV. As amostras albergando o SCCmecIV apresentaram 

uma maior diversidade genotípica aos estarem distribuídas em sete genótipos 

distintos, indicando uma possível origem policlonal das mesmas. O perfil de 

virulência dos dois genótipos dominantes mostrou-se específico, havendo 

predomínio do gene ebpS no genótipo A e dos genes fnbB e lukS-F  no genótipo B. 

Isto pode refletir a capacidade de determinados genes em se inserirem em linhagens 

específicas. Esse pequeno número de genótipos circulantes nos hospitais estudados 

indica a necessidade de melhorias no sistema de vigilância e a adoção de medidas 

eficazes de controle que evitem a disseminação intra-hospitalar destas linhagens. 

 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus. Resistência. Virulência. Genotipagem.  
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ABSTRACT 

 
 

Staphylococcus aureus (S. aureus) is the most common pathogen involved in 

healthcare-associated infections in Brazil and world. Because of the large ability to 

produce many virulence factors this microorganism is associated with several cases 

of infections and diseases with severity variable. The aim of this present study is to 

analyze aspects like virulence, antimicrobial resistance and molecular epidemiology 

of 100 S. aureus isolates, coming from five hospitals in Grande Vitória - ES. Using 

the disc diffusion method was observed a resistance rate above 50% to 

antimicrobials often used in clinical routine like erythromycin, ciprofloxacin and 

clindamycin. The gene mecA detection identified 41 methicillin-sensitive 

Staphylococcus aureus (MSSA) and 59 methicillin-resistant (MRSA), including 29 

MRSA SCCmec type II, 19 SCCmecIV and 11 non-typeable MRSA strains. The most 

prevalent virulence genes in our study were ebpS (78 strains) and fnbA (44 strains). 

The gene encoding the Panton-Valentine leukocidin (PVL) was detected in 22 

isolates. The MSSA strains showed, significantly, more virulence genes related with 

adhesins expression than MRSA strains. The genotypic analysis of the 

chromossomic DNA fragmentation profile with restriction enzyme in 59 MRSA strains 

reveal the presence of eight different genotypes, being two prevalent: the genotype A 

(37 isolates) which includes all SCCmecII strains and the genotype B contains only 

SCCmecIV strains. The SCCmecIV isolates showed a greater genotypic diversity, 

being distributed in seven different genotypes which indicates possible polyclonal 

origin. The virulence profile of the two dominant genotypes was shown to be specific 

due to gene ebpS predominance in genotype A and genes fnbB and lukS-F 

predominance in genotype B. This can reflect the certain genes capacity to insert in 

some specific lineages. The small number of circulating lineages in studied hospitals 

indicates the need for improvements in surveillance systems as also in adoption of 

effective control measures which prevents the dissemination of these lineages 

between hospitals. 

Key-words: Staphylococcus aureus. Resistance. Virulence. Genotyping. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O gênero Staphylococcus   

 

Staphylococcus é um gênero bacteriano composto por cocos Gram-positivos cuja 

nomenclatura advém do grego staphylé – em português “cachos de uvas” – devido 

ao estado agrupado em que são visualizados microscopicamente, mas também 

podem ser verificados na forma isolada ou dispostos em pares e trios.  As colônias 

crescidas em meio de cultura sólido medem, geralmente, de 1 a 2 mm de diâmetro, 

apresentam formato arredondado, textura cremosa e coloração variável entre cinza 

a amarelo-ouro (BANNERMAN & PEACOCK, 2007), como pode ser observado 

Figura 1. 

 

 
Figura 1. Staphylococcus aureus em três situações distintas. A: semeadura em ágar 
sangue. Fonte: Lais Bride, Laboratório de Biologia Molecular e Resistência Bacteriana; B: 
coloração de Gram visualizada em microscopia óptica. Fonte: Wistreich, 2011; C: células 
observadas por microscopia eletrônica de varredura. Fonte: www.cdc.gov, 2015. 

 
 
As espécies deste gênero são imóveis, medem entre 0,5 e 1,0 µm, podendo ser 

aeróbias ou anaeróbias facultativas, possuem capacidade de crescer em meios de 

cultura contendo até 10% de cloreto de sódio e temperatura variável entre 18 a 

40°C, sendo 30 a 37 ºC a temperatura ótima para crescimento (MURRAY et al., 

2004). Essas características permitem que essas espécies colonizem facilmente 

diferentes locais, como a água, o solo, alimentos e também animais, especialmente 

A C B 
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os mamíferos, destacando-se o ser humano, cujas regiões comumente colonizadas 

são: epiderme e membrana mucosa (GORBACH, 1996). 

Composto, atualmente, por 51 espécies e 27 subespécies (LPSN, 2015) o gênero 

Staphylococcus pode ser dividido em dois grandes grupos baseados na produção da 

enzima coagulase: Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus 

coagulase negativa (SCN). A enzima coagulase atua na conversão do fibrinogênio 

sanguíneo em fibrina, assim, permite que os SCP coagulem o plasma sanguíneo do 

hospedeiro (OTTO, 2010). 

O grupo dos SCN corresponde à maioria das espécies do gênero e fazem parte da 

microbiota comensal da pele e da mucosa dos humanos. Nestes sítios, as principais 

espécies encontradas são: S. epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. 

warneri, S. hominis, S. lugdunensis entre outras espécies que também são 

comumente associadas a infecções humanas (CHANG et al., 2003; ROSS et al., 

2005; SINGHAL et al., 2006). Dentre todas as espécies do grupo SCN, os S. 

epidermidis e S. haemolyticus são os agentes mais frequentes em infecções, 

especialmente septicemia (CASEY et al., 2007; BRITO et al. 2014). Um estudo 

realizado por BRITO et al. (2007) em culturas de sangue em uma unidade de terapia 

intensiva (UTI) neonatal do Hospital Universitário de Uberlândia demonstrou que os 

SCN corresponderam a 68,8% dos casos, sendo que 97,7% destes SCN foram S. 

epidermidis e 2,3% S. haemolyticus.  

Um estudo realizado por ALMEIDA et al. (2014) que investigou 125 casos de 

infecções em um hospital público no Rio Grande do Norte revelou que 

Staphylococcus spp. correspondia a maioria (68%) dos casos, ao passo que 

Staphylococcus aureus, foi a espécie bacteriana mais frequente, sendo encontrado 

em 20% das infecções. Mesmo que a maioria do gênero Staphylococcus seja 

composto por espécies de SCN, esse e outros estudos evidenciam que S. aureus é 

a espécie bacteriana mais importante deste gênero devido à sua importância clínica. 
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1.2 Infecções relacionadas à assistência a saúde causadas por 

Staphylococcus aureus 

 

 

Staphylococcus aureus subespécie aureus (S. aureus) é reconhecido como o maior 

representante do seu gênero por ser o patógeno mais frequente em casos de 

infecções associadas aos cuidados de saúde (IRAS) no Brasil e no Mundo (GREEN 

et al., 2012). 

Devido à produção de carotenóides, as colônias de S. aureus apresentam uma cor 

amarelo-ouro, dando origem à sua nomenclatura: “estafilococo dourado”. Esta 

espécie de SCP faz parte da microbiota normal de 30% da população humana como 

residente assintomático (ARCHER, 1998). Em indivíduos portadores de S. aureus, a 

narina anterior é o sítio mais frequentemente colonizado, funcionando como um 

reservatório primário para este microrganismo (CASEWEL & HILL, 1986). Outros 

sítios também podem ser colonizados em menor frequência, como pele, axilas, 

vagina e períneo; a partir desses sítios os S. aureus podem colonizar outras regiões 

(SCANVIC et al., 2001).  

São comuns os casos de infecções endógenas causadas por S. aureus, todavia, 

outras pessoas também podem desenvolver infecções pela aquisição desta bactéria 

de indivíduos portadores ou de fontes ambientais. Frequentemente, a transmissão 

deste microrganismo resulta da colonização transitória das mãos e da aspiração de 

aerossóis de secreções nasais (BANNERMAN, 2003). Nesse sentido, indivíduos 

portadores de S. aureus podem transferi-los para pessoas em diversos ambientes 

distintos, especialmente, no interior das instituições de saúde através da 

contaminação entre pacientes e de profissionais para pacientes (BOYCE, 1996). 

Por se tratar de uma bactéria potencialmente patogênica, existe a possibilidade de 

uma colonização comensal tornar-se uma infecção, sobretudo em indivíduos com 

desequilíbrio imunológico, fato que se torna preocupante, pois as infecções 

causadas por S. aureus, comumente, induzem o desenvolvimento de diversas 

doenças, podendo até mesmo levar um indivíduo a óbito (DELEO et al., 2010).  

Reconhecido como o causador mais comum de infecções em humanos desde 1883 

(OGSTON, 1883), S. aureus é associado a diversos tipos de infecções de gravidade 
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variável, desde celulites, foliculites, furúnculos a até mesmo bacteremias, 

endocardites, pneumonia, abscessos cerebrais entre outros (SMITH & JARVIS, 

1999). Além disso, devido à sua grande capacidade de produzir toxinas, este 

microrganismo também pode causar doenças como síndrome do choque tóxico, 

intoxicações alimentares e síndrome da pele escaldada (BUKOWSKI et al., 2010). 

Frequentemente, os S. aureus são isolados a partir de infecções de feridas 

cirúrgicas, que podem representar focos para desenvolvimento de infecções 

sistêmicas. Além disso, por ser um microrganismo comensal da microbiota da 

epiderme, pacientes que fazem uso de cateteres endovenosos estão sujeitos à 

infecção por S. aureus por meio de sua invasão a partir do local de inserção do 

cateter. Consequentemente, este microrganismo pode alcançar a circulação 

sanguínea, gerando graves quadros de bacterimia, que por sua vez podem causar 

infecções em sítios anatômicos distantes (secundários), como endocardites, 

osteomielites, artrites, além da formação de abscessos na pele, tecidos 

subcutâneos, pulmões, fígado, rins, cérebro entre outros (BANNERMAN, 2003; 

CAVALCANTI et al. 2005; GOSBELL, 2005).  

Atualmente, S. aureus é a espécie bacteriana mais frequente em diferentes casos de 

infecções hospitalares tanto no Brasil quanto em outros países da América Latina e 

dos demais continentes. Estudos de vigilância epidemiológica nacionais evidenciam 

que este patógeno é responsável por grande parte das IRAS em nosso país. Um 

estudo realizado em 2014 pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

através da Rede de Monitoramento da Resistência Microbiana em Serviços da 

Saúde (Rede RM), o qual investigou 18.233 casos de infecção primária da corrente 

sanguínea (IPCS) em 908 UTIs do Sistema Único de Saúde (SUS) observou que do 

total de casos estudados, os Staphylococcus coagulase negativa (SCN) mostraram-

se a maioria, entretanto, S. aureus foi a espécie bacteriana mais frequente, estando 

presente em 14,5% dos pacientes, conforme demonstrado no Gráfico 1. 
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Gráfico 1. Distribuição dos microrganismos notificados como agentes etiológicos de 
infecções primárias de corrente sanguínea em pacientes adultos hospitalizados em 908 
unidades de terapia intensiva de janeiro a dezembro de 2013. Fonte: Rede RM, 2014. 

 

Assim como no Brasil, outros países dos demais continentes também sofrem com a 

alta incidência dos S. aureus em casos de IRAS: um recente estudo epidemiológico 

realizado em um hospital nos Estados Unidos da América (EUA) analisou a 

prevalência do S. aureus em infecções diversas de 400 pacientes internados em um 

hospital de Ohio, onde foi confirmada a alta prevalência deste agente, estando 

presente em 25% dos casos investigados (KAPOOR et al,. 2014). De modo similar, o 

estudo de YH et al. (2015) revelou que os S. aureus eram responsáveis por 39% dos 

casos de infecções de pele e tecidos moles em um hospital no Taiwan. Segundo o 

estudo de CHAHOUD et al. (2014) os S. aureus são responsáveis por cerca de 12 a 

65% dos casos de infecção de sítio cirúrgico no Líbano. Em um estudo prospectivo 

realizado por BONNAL et al. (2015), também foi evidenciado que S. aureus é o 

principal causador de bacterimia associada aos cuidados de saúde na França, 

sendo detectado em 18% dos casos analisados. 

Em todo o mundo, milhares de pacientes são acometidos por infecções causadas 

por S. aureus, o que gera altas taxas de morbidade e mortalidade. Além disso, estas 

infecções causam um aumento do tempo de permanência hospitalar e a elevação 
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dos custos de tratamento, sobretudo quando são causadas por cepas 

multirresistentes (CASEY et al., 2007).  

Em geral, as taxas de mortalidade relacionadas à infecção hospitalar variam 

conforme a topografia, a doença de base, etiologia, entre outros fatores. É estimada 

a ocorrência de grande variação nos coeficientes de letalidade por infecção 

hospitalar no Brasil, chegando a 40% em casos de infecções de corrente sanguínea, 

segundo estudo multicêntrico realizado em hospitais brasileiros (MARRA et al. 

2011). Um estudo realizado por GUIMARÃES et al. (2011) investigou a incidência de 

óbitos associados à infecção hospitalar em um hospital de São Paulo e revelou que 

S. aureus foi a espécie bacteriana responsável pela maioria dos óbitos, 

correspondendo a 25% dos casos, todos correlacionados à pneumonia e sepse. Do 

mesmo modo, estudos similares realizados nos EUA revelam que 11 a 43% das 

infecções hospitalares causadas por S. aureus são letais, especialmente em casos 

de pneumonia e sepse (RAGLE, 2010).  

No estudo de NULENS et al. (2008) foi realizada uma comparação dos custos do 

tratamento de bacteremias causadas por S. aureus em relação aos custos da 

adoção de medidas preventivas e pró-ativas de controle de infecção. Esse trabalho 

demonstrou que o gasto com o tratamento das infecções foi duas vezes maior que 

os gastos com as medidas de controle. 
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1.3 Principais fatores de virulência produzidos por Staphylococcus 

aureus  

 

 

A versatilidade dos S. aureus em gerar infecções de gravidades variáveis decorre do 

grande espectro de fatores de virulência codificados em seu genoma. Assim, ao 

infectar um organismo vivo é crucial que estas bactérias possuam mecanismos 

moleculares que permitam a adesão, a colonização e a invasão no hospedeiro, além 

da fuga do sistema imune do mesmo. Tais mecanismos são desempenhados pelos 

fatores de virulência, os quais podem ser enzimas, toxinas, proteínas estruturais de 

superfície celular, entre outras (MURRAY, et al. 2004; FOSTER, 2005). 

Doenças associadas aos S. aureus podem ser decorrentes da invasão direta ao 

tecido através de cortes, da infecção primária da corrente sanguínea ou da produção 

de toxinas. Além disso, esse microrganismo também é capaz de causar infecções 

secundárias, isto é, alcançar outros sítios além daquele já infectado (SCHECHTER 

et al., 1998; ANDRIOLO, 2005; IWATSUKI et al., 2006).  

As adesinas são proteínas capazes de aderir às células do hospedeiro por meio da 

associação com os componentes da matriz extracelular do mesmo (Figura 2). 

Representadas pela sigla MSCRAMMs (do inglês: “Microbial Surface Components 

Recognizing Adhesive Matrix Molecules”), algumas adesinas também atuam como 

invasinas, promovendo a entrada dos S. aureus em outros tecidos ao ligarem-se a 

proteínas presentes no plasma sanguíneo do hospedeiro, como fibronectina A, 

fibronectina B, colágeno, elastina e ácido siálico ósseo. Dessa forma, o conjunto de 

MSCRAMMs expressos em amostras de S. aureus permite que determinadas cepas 

causem tipos específicos de infecções, tais como bacteremias, infecções associadas 

a dispositivos médicos e outras (FOSTER & HOOK, 1998; KANG et al.,2013).  
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Figura 2. Principais fatores de virulência encontrados em Staphylococcus aureus. Fonte: 
adaptado de GORDON & LOWY, 2008. 

 

Além da coagulase, que através da conversão do fibrinogênio em fibrina é capaz de 

coagular o plasma sanguíneo, outras adesinas também demonstram importante 

papel na patogênese do processo infeccioso por S. aureus: a proteína de ligação ao 

colágeno (Cna), codificada no gene cna, permite a associação dos S. aureus ao 

colágeno presente nos tecidos do hospedeiro (KANG et al. 2013); a proteína de 

ligação à elastina (EbpS), expressa pelo gene ebpS, cuja função é mediar a ligação 

do patógeno à elastina presente na matriz extracelular das células teciduais de 

órgãos como pulmões, vasos sanguíneos e pele (PARK et al., 1996); a proteína de 

ligação à sialoproteína óssea (Bbp), codificada pelo gene bbp, capaz de associar-se 

à matriz proteica do organismo hospedeiro, sendo este fator de virulência 

comumente associado à osteomielite (TESTONI et al., 2011); proteínas ligadoras de 

fibronectina A (FnBPA) e  B (FnBPB), codificadas pelos genes fnbA e fnbB 

respectivamente, também atuam como importantes invasinas ao possibilitarem 

entrada dos S. aureus em diversos tecidos, como o epitelial, endotelial, mamário, 

ósseo e outros. Esta invasão tecidual decorre de um processo semelhante à 

fagocitose, o qual envolve integrinas e rearranjos do citoesqueleto (GARZONI & 

KELLEY, 2009). Estudos mostraram que amostras portadoras do gene fnbB mutante 
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possuem menor capacidade de adesão e invasão durante o processo infeccioso, 

evidenciando a importância das FnBPs na patogênese estafilocócica (GREENE et 

al., 1995; SINHA & HERRMANN, 2005). 

 Após a invasão do epitélio, os S. aureus produzem outros fatores de virulência que 

viabilizam a sua sobrevivência e proliferação no organismo do hospedeiro por meio 

de estratégias que burlam o sistema imunológico do mesmo, como a neutralização 

da fagocitose, a opsonização do complemento e a inibição das respostas imunes 

humoral e celular (SANTOS et al., 2007). Assim, alguns fatores de virulência 

produzidos pelos S. aureus permitem a fuga do sistema imune do hospedeiro, a sua 

permanência no organismo, bem como a sua posterior migração para os demais 

tecidos (LOWY, 1998; VELÁZQUEZ-MESA, 2005).  

As enterotoxinas estafilocócicas recebem este nome por serem atuantes no sistema 

entérico (digestivo), assim, casos de gastroenterite, normalmente, estão associados 

à intoxicação alimentar por S. aureus, onde os principais sintomas no hospedeiro 

incluem: disfunção instestinal, êmise e dores abdominais (HENNEKINNE et al., 

2012). As principais enterotoxinas estafilocócicas (A, B, C, D e E) são codificadas 

em genes detectados no cromossomo bacteriano (seb e sec), em bacteriófagos (sed 

e see) e plasmídeos (sea) (JOHNSON et al. 1991). Quando expressas, essas 

toxinas agem como superantígenos, pois ativam a proliferação dos linfócitos T sem 

que haja a necessidade do processamento do antígeno por meio de uma interação 

não-específica  do MHC II (complexo maior de histocompatibilidade II) com os 

receptores das células T, induzindo assim a proliferação de citocinas que promovem 

a morte celular por apoptose, danificando o tecido do organismo hospedeiro (LIN et 

al., 2010). Além de casos de gastroenterite, a enterotoxina C (SEC) tem sido 

reconhecida como promotora em casos de endocardites, sepse e lesões renais em 

infecções associadas a CA-MRSA (SALGADO-PABON et al., 2013).  

 A toxina da síndrome do choque tóxico (TSST) codificada pelo gene tsst é o 

superantígeno mais famoso associado aos S. aureus por ser capaz de desencadear 

uma doença severa e potencialmente letal: a síndrome do choque tóxico (SCT).  A 

TSST promove danos ao organismo hospedeiro através da indução da proliferação 

de interleucinas (IL-1 e IL-2), fator de necrose tumoral (TNF-α) entre outras citocinas 

que causam sérios danos teciduais (WILSON et al., 2011).  
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Toxinas esfoliativas ETA e ETB, codificadas nos genes eta e etb, são proteases que 

atuam na destruição dos desmossomas que unem as células da superfície da pele, 

assim, cepas produtoras dessas toxinas são comumente associadas a uma doença 

severa chamada síndrome da pele escaldada, caracterizada pelo aparecimento de 

eritemas ao redor da boca que se espalham, posteriormente, para todo o corpo. 

Assim, o surgimento dessas bolhas induz a formação de zonas esfoliadas (sem 

pele) que acabam ficando expostas a outros patógenos (BUKOWSKI et al., 2010). 

Uma das principais citotoxinas produzidas por S. aureus é a Leucocidina de Panton-

Valentine (PVL) (BARTELS et al., 2007). A PVL é codificada pelos genes de 

virulência lukS-PV e lukF-PV que expressam os componentes S e F 

respectivamente. Esses, por sua vez, atuam de forma sinérgica na função de romper 

células do sistema imune como monócitos, macrófagos, neutrófilos e células 

polimorfonucleares (SUPERSAC et al., 1993). Devido ao papel citolítico da PVL, as 

infecções causadas por S. aureus portadores dos genes lukS/F-PV estão 

associadas a doenças como pneumonia necrosante, infecções cutâneas, entre 

outras (PREVOST et al. 1995).  

Dessa forma, os diferentes tipos de toxinas produzidas por este microrganismo 

podem induzir diferentes respostas imunes em cada hospedeiro, de forma que isso 

determinará quais serão as manifestações clínicas do processo infeccioso, assim 

como o grau de severidade dos sintomas sistêmicos (IWATSUKI et al., 2006). 

Em decorrência da rica variedade de fatores de virulência codificados no genoma 

das cepas de S. aureus, se torna muito difícil determinar um fator de virulência 

dominante, todavia, o conjunto dos diferentes mecanismos de virulência confere ao 

S. aureus uma versatilidade particular de gerar diferentes doenças tornando-o 

protagonista em estudos epidemiológicos associados aos cuidados a saúde 

(MONTANARO et al., 2011). 
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1.4 Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) 
 
 
 

Durante a era pré-antibiótica, isto é, antes da descoberta da penicilina, a taxa de 

mortalidade em pacientes com bacterimia por S. aureus ultrapassava 80%, enquanto 

que mais de 70% das pessoas com infecções metastáticas morriam pela ação deste 

patógeno (COHEN, 1992).  

O uso da penicilina no tratamento de infecções por S. aureus iniciou-se antes da 

década de 1940, entretanto, em decorrência da produção de beta-lactamases, 

(enzimas capazes de clivar o anel beta-lactâmico da penicilina) amostras resistentes 

à penicilina foram detectadas em hospitais e na comunidade por volta de 1942. 

(RAMMELKAMP & MAXON, 1942; BONDI & DIETZ, 1945). Dessa forma, no início 

da década de 1960, mais de 80% das infecções hospitalares causadas por S. 

aureus eram de cepas resistentes à penicilina (CHAMBERS, 2001). 

A meticilina é um antimicrobiano beta-lactâmico semi-sintético pertencente ao grupo 

das penicilinas, sendo fabricada em 1959 no intuito de substituir o uso da penicilina, 

tendo em vista a grande incidência de cepas resistentes a este antimicrobiano. 

Contudo, poucos anos depois foram reportados casos de cepas resistentes à 

meticilina (JEVONS, 1961). O termo Staphyloccocus aureus resistente à meticilina 

(MRSA) é utilizado para identificar cepas resistentes aos antimicrobianos beta-

lactâmicos, representados na Figura 3 (NORIEGA et al., 2003). 
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Figura 3. Fórmulas estruturais dos antimicrobianos beta-lactâmicos originados a partir da 
penicilina. Estrutura básica no centro e cadeias laterais substituintes (em vermelho): (a) 
penicilina G; (b) penicilina V; (c) meticilina; (d) oxacilina, (e) cloxacilina; (f) dicloxacilina, (g) 
nafcilina; (h) amoxicilina; (i) ampicilina; (j) carbenicilina; (l) indanil-carbenicilina; (m) 
ticarcilina; (n) mezlocilina; (o) piperacilina. Fonte: Química Nova Interativa, 2015. 

 

A resistência à meticilina é conferida pelo gene mecA, responsável pela expressão 

de uma proteína ligante de penicilina com conformação alterada, denominada PBP 

2a (PBP2a – do inglês: “penicillin-binding protein 2a”) de 78 kDa (CHAMBERS, 

1997).  

A proteína ligante de penicilina é uma proteína de membrana que catalisa reações 

de transpeptidação, necessárias para as ligações cruzadas das cadeias de 

peptideoglicanos que compõem a parede celular bacteriana. Nesse sentido, o 

mecanismo de ação dos beta-lactâmicos advém da sua ligação com a PBP, 

bloqueando sua função vital às bactérias (GHUYSEN, 1994). Cepas de S. aureus 

que produzem PBP2a ao invés de PBP, conseguem livrar-se da ação dos beta-

lactâmicos, uma vez que a conformação tridimensional alterada da PBP2a impede 

sua ligação a estes antimicrobianos (LIM & STRYNADKA, 2002). 
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O gene mecA está inserido em um elemento genético móvel encontrado apenas em 

amostras de MRSA, denominado cassete cromossômico estafilocócico mec 

(SCCmec – do inglês: “staphylococcal cassette chromosome mec”) que está 

localizado próximo à origem de replicação dos S. aureus. Atualmente, existem 

descritos 11 tipos distintos de SCCmec, classificados do I ao XI (Figura 4),  

(http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html, acessado em janeiro de 2015). 

Além do gene mecA, o SCCmec também carrea os genes regulatórios mecI e 

mecR1, que codificam o indutor MecR1 e o repressor MecI que bloqueia a 

transcrição do gene mecA. Na presença de um antibiótico beta-lactâmico, MecR1 

(transdutor de sinal transmenbranar sensível a beta-lactâmicos) é automaticamente 

clivado e seu domínio metaloprotease, localizado no citoplasma, se tornando ativo, 

que por sua vez cliva a proteína repressora MecI, desativando-a e permitindo a 

transcrição do gene mecA e a subsequente produção da PBP2a (BERGER-BACHI & 

ROHRER, 2002). 

Os tipos SCCmec mais comuns são do I ao VII, sendo que os tipos I (34,3 Kb), IV 

(20,9 – 24,3 Kb), V (28 Kb), VI (20,9 Kb) e VII (35,9 Kb) estão associados à 

resistência somente aos beta-lactâmicos, enquanto que os tipos II (53,0 Kb) e III 

(66,9 Kb) apresentam resistência a múltiplas classes de antimicrobianos em 

decorrência da presença genes de resistência a outros antimicrobianos inseridos 

neste segmento de DNA, isto é, elementos genéticos como plasmídeos (pUB110, 

pI128 e pT181) e transposons (Tn554 e Tn4001). O plasmídeo pUB110 possui o 

gene ant(4’) que está associado à resistência de diversos aminoglicosídeos, como 

canamicina, trobamicina e bleomicina, enquanto o plasmídeo pI128 confere 

resistência à penicilina e metais pesados, inclusive mercúrio. O pT181 está 

associado a resistência à tetraciclina. Além disso, os variados tipos SCCmec 

carream diversas sequencia de inserção, como a IS431 e IS1272, assim como 

carream genes responsáveis pela regulação e transcrição do gene mecA (ITO et al., 

2001, 2004; DAUM et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006; TAKANO et al., 2008). 

http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html
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Figura 4. Estrutura dos 11 tipos de cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec) 
descritos em Staphylococcus aureus. Fonte: HIRAMATSU et al., 2013. 
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Genes regulatórios inseridos no cassete cromossômico mec estão localizados nos 

chamados complexos mec, os quais são descritos cinco: do A ao E, sendo os 

complexos A e C os mais comuns (ITO et al., 2003; KATAYAMA et al., 2001). 

Como pode ser observado na Figura 5, outros genes também são encontrados no 

SCCmec: genes de recombinases e invertases. Os genes ccr estão presentes em 

todos elementos SCCmec, sua função é integrar e excisar o SCCmec do genoma 

bacteriano em um sítio específico localizado na porção terminal 3’ de uma sequência 

de leitura aberta (orf – do inglês: “open reading frame”) com função desconhecida. 

Nesse sentido, o tipo do SCCmec é determinado pelo complexo mec e pelos genes 

ccr apresentados. As regiões que não fazem parte dos complexos mec  e nem dos 

genes  ccr  são chamadas de regiões J (do inglês: “junkyard”). Mesmo sendo 

amplamente disseminado entre os S. aureus, ainda não há pleno conhecimento 

sobre a origem dos SCCmec (HIRAMATSU et al., 2001; KATAYAMA et al., 2001; 

DAUM et al., 2002; ITO et al., 2004; OLIVEIRA et al. 2006). 

 

Figura 5. Estrutura básica do cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec): 
repetições diretas (DRs) que contêm sequência do local de integração (ISS) reconhecidos 
pelas recombinases (CCR) com um par de repetições invertidas (IRs) presentes no final do 
cassete. Fonte: HIRAMATSU et al., 2013. 

 
 

Nos últimos anos, estudos realizados em cepas de MRSA, mas sem o gene mecA 

têm sido descobertas em populações humanas e bovinas na Inglaterra e Dinamarca. 

A resistência apresentada por estas cepas se deve a presença de um novo gene, 

nomeado mecALGA251, mais conhecido como gene mecC, o qual apresenta 70% de 

homologia ao gene mecA convencional (GARCIA-ALVAREZ et al., 2011). Apesar de 

as técnicas rotineiras de detecção de resistência aos antimicrobianos possam 
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identificar amostras portadoras do gene mecC resistentes à meticilina, esta 

descoberta traz novos problemas na detecção de cepas de MRSA com o testes 

genotípicos comumente utilizados. 

As taxas de resistência à meticilina por S. aureus tem sido bastante variadas em 

diferentes países ao redor do mundo. Um estudo realizado em 2014 pela ANVISA 

através da Rede de Monitoramento da Resistência Microbiana em Serviços da 

Saúde (Rede RM) analisou casos de infecção primária da corrente sanguínea 

(IPCS). Estes casos foram investigados em 908 UTIs do Sistema Único de Saúde 

(SUS). Do total de casos, 2.637 pacientes estavam infectados por S. aureus, 

mostrando-se a espécie bacteriana mais presente, sendo a maioria de 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA), correspondendo, 

aproximadamente, a 61% (1.606 pacientes). Outro estudo similar da Rede RM 

analisou 492 amostras S. aureus coletadas de pacientes com IPCS associada ao 

uso de cateteres venosos em 97 hospitais de todo o Brasil, durante o período de 

2006 a 2008, verificou uma incidência de resistência à meticilina entre 25 a 45% nas 

regiões do país, possuindo média nacional de 39%, conforme exibido no gráfico 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
Gráfico 2. Taxas de resistência à oxacilina em Staphylococcus aureus isolados de infecções 
primárias de corrente sanguínea por região geográfica em pacientes em terapia intensiva 
durante o período de 2006 a 2008, notificadas pelos Hospitais Colaboradores da Rede de 
Monitoramento da Resistência Microbiana em Serviços da Saúde (Rede RM). *CO – região 
Centro-Oeste; N – região Norte; NE – região Nordeste; S – região Sul; SE – região Sudeste; 
BR – Brasil. Fonte: Rede RM, 2008. 
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Diante das altas taxas de resistência aos beta-lactâmicos, a utilização da 

vancomicina mostrou-se uma alternativa para o tratamento de infecções causadas 

por S. aureus. Este antimicrobiano é um glicopeptídeo, desenvolvido em 1956, 

entretanto, seu uso não foi imediato diante do sucesso da meticilina e de outros 

beta-lactâmicos para o tratamento de infecções por S. aureus. A vancomicina 

mostra-se uma alternativa terapêutica para o tratamento de MRSA apesar de seus 

efeitos nefrotóxicos e citotóxicos (SRINIVASAN et al., 2002; LISBOA et al., 2013). 

O aumento no uso da vancomicina precedeu a emergência dos Staphylococcus 

aureus com resistência intermediária à vancomicina (VISA – do inglês: “vancomycin 

intermediate Staphylococcus aureus”), e posteriormente, dos S. aureus resistentes à 

vancomicina (VRSA – do inglês: “vancomycin-resistant Staphylococcus aureus”). A 

resistência a este fármaco resulta de mecanismos distintos, como por exemplo, pela 

aquisição de genes de resistência, como o operon vanA, transferido dos 

Enterococcus faecalis, por meio de conjugação entre as duas espécies bacterianas, 

ou pelo aumento na espessura da prede bacteriana devido à maior síntese de ácido 

N-acetilmurâmico e N-acetilglicosamina (mureína) (HANAKI et al., 1998; CUI et al., 

2000; FRIDKIN, 2003).  

A primeira amostra de VRSA foi descrita em 1997 por HIRAMATSU et al. no Japão. 

No Brasil, OLIVEIRA e colaboradores (2001) identificaram e publicaram as primeiras 

amostras de S. aureus com resistência intermediária à vancomicina (VISA) do país, 

em São Paulo. Neste estudo, cinco de 140 amostras de MRSA apresentaram 

resistência intermediária a este antimicrobiano, sendo quatro amostras oriundas de 

pacientes submetidos a tratamento com vancomicina por 30 dias. Mais 

recentemente, um estudo realizado por Rossi et al. (2014) com pacientes 

apresentando bacterimia, detectou a primeira amostra clínica de VRSA em nosso 

país. Essa amostra era um MRSA com SCCmecIV e ST 8 e, inicialmente, sensível a 

vancomicina, mas que adquiriu o gene de resistência vanA durante a 

antibioticoterapia e tornou-se resistente. Acredita-se que esta cepa tenha sido 

selecionada in vivo durante a administração do glicopeptídeo e outros 

antimicrobianos. Além do gene vanA também foi detectado o gene aac (que confere 

resistência a gentamicina) no mesmo plasmídeo chamado pBRZ01 que mostrou-se 

geneticamente semelhante ao plasmídeo Australiano (pWBG745) associado à cepas 

de S. aureus adquiridos na comunidade (CA-MRSA). Além disso, também 
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apresentou sequência idênticas à plasmídeos típicos de Enterecoccus faecalis 

(ROSSI et al., 2014).  

O surgimento de cepas de S. aureus resistentes à vancomicina traz grande 

preocupação em torno do seu uso e de outros antimicrobianos. Afinal, o tratamento 

terapêutico de infecções causadas por S. aureus ainda se mostra bastante limitado. 

Nos últimos anos, fármacos como linezolida, daptomicina e tigeciclina têm sido 

utilizados, entretanto, a vancomicina continua sendo o principal antimicrobiano 

utilizado, apesar de seus efeitos colaterais e toxicidade (HIRAMATSU et al., 2001; 

ANSTEAD et al., 2014). 

É conclusivo que a evolução da resistência microbiana aos fármacos advém de 

múltiplos fatores, que inclui a dispersão de cepas resistentes e, às vezes, o uso 

inapropriado e extensivo dos antimicrobianos. Além disso, o crescimento das 

viagens regionais e internacionais acaba por facilitar a dispersão mundial das 

bactérias multirresistentes. Dessa forma, este cenário se mostra alarmante, 

particularmente para S. aureus, em função da versatilidade deste patógeno.  
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1.5 Infecções causadas por Staphylococcus aureus resistentes à 

meticilina adquiridos na comunidade 

 

 

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), as infecções 

por microrganismos podem ser classificadas como comunitárias ou relacionadas à 

assistência de saúde. Assim, infecção comunitária é aquela constatada ou em 

incubação no ato da admissão do paciente desde que não esteja relacionada com 

internação anterior ou com qualquer tratamento associado a instituições de saúde, 

assim, a infecção comunitária é aquela que está associada com complicação ou 

extensão de infecção já presente na admissão do paciente. Por outro lado, infecções 

relacionadas à assistência de saúde são adquiridas após a admissão do paciente, 

que se manifesta durante a internação ou após a alta e que pode ser relacionada 

com a internação ou procedimentos hospitalares. Nesse contexto, MRSA isolados a 

partir de infecções associadas aos cuidados de saúde são designados pela sigla 

HA-MRSA (do inglês: “Hospital-Acquired Methicillin-Resistant Staphylococcus 

aureus”), ao passo que cepas de MRSA associadas a infecções comunitárias são 

representadas pela sigla CA-MRSA (do inglês: “Community-Associated Methicillin-

Resistant Staphylococcus aureus”). 

Diversos clones CA-MRSA têm se espalhado globalmente desde as últimas 

décadas, não somente na comunidade, mas também em instituições associadas aos 

cuidados de saúde. Em muitos casos, CA-MRSA são mais virulentos quando 

comparados aos HA-MRSA devido à presença de diversos fatores de virulência 

(CHAMBERS, 2001).  

CA-MRSA e HA-MRSA diferem-se clinica e genotipicamente um do outro, de forma 

que, ao contrário dos HA-MRSA, a maioria das cepas de CA-MRSA são sensíveis a 

antimicrobianos não-beta-lactâmicos, e além disso, também tem sido demonstrado 

que as linhagens CA-MRSA e HA-MRSA não são relacionadas umas às outras 

(GROOM et al., 2001). A grande diversidade clonal de CA-MRSA em comparação 

aos HA-MRSA, sugere que a maioria das linhagens S. aureus possui habilidade para 

adquirir o SCCmec (FRANCOIS et al., 2008). 
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Estudos recentes vêm mostrando a dispersão de clones de CA-MRSA para o interior 

dos centros de saúde. Entre os anos 1994 e 2000, pesquisas realizadas nos EUA 

mostraram que a proporção de amostras de HA-MRSA carreando SCCmecIV (típico 

de CA-MRSA) aumentou de 20 a 50% (KLEVENS et al., 2006). Resultados 

semelhantes foram relatados em um hospital francês, sendo que no período de 1992 

a 2002, o número de cepas de HA-MRSA carreando o SCCmecIV aumentou 

significativamente (DONNIO et al., 2004). Da mesma forma, um estudo na Itália, 

demonstrou a migração de cepas de MRSA possuindo o SCCmecIV da comunidade 

para o ambiente hospitalar. Além disso, esse estudo observou que, apesar de 

mostrarem susceptibilidade em relação a muitos antimicrobianos, tinham adquirido 

alguns determinantes de resistência (CAMPANILE et al., 2011). Diversos estudos 

têm detectado amostras clínicas de S. aureus originárias de clones epidêmicos 

típicos dos CA-MRSA (BASSET et al. 2015; TAYLOR et al., 2015; TOKAJIAN, 2014). 

O número de casos de infecção por CA-MRSA vêm aumentando rapidamente em 

todo o mundo. Nos EUA, no início de 2000, uma pesquisa feita em 11 hospitais 

norte-americanos mostrou que 97% das amostras de CA-MRSA correspondiam ao 

clone USA300 (ST8), apresentavam o SCCmecIV e o gene da PVL.  Além disso, 

eram sensíveis à rifampicina, trimetoprima/sulfametoxazol, clindamicina e tetraciclina 

(PALLIN et al., 2008). Em comparação aos EUA, infecções por CA-MRSA não têm 

sido tão frequentes na Europa Ocidental, onde a cepa de CA-MRSA mais comum 

possui o ST80 (CC80), SCCmecIV  e o gene da PVL (SANCHIN et al., 2011). No 

leste da Ásia, a linhagem de CA-MRSA mais dominante é a ST59 (SCCmec IV), 

todavia, ST30, ST239 (CC8) e ST5 também são detectadas (SONG et al., 2011).  

Os primeiros casos de CA-MRSA da América do Sul foram reportados no Brasil por 

RIBEIRO et al. (2005). Neste estudo foram isoladas três amostras de infecções de 

pele e tecidos moles (duas amostras) e artrite séptica (uma amostra). Todas as 

amostras albergavam o SCCmecIV e foram relacionadas ao clone OSPC (do inglês: 

“Oceania Southwest Pacific clone”), sendo originários de dois hospitais de Porto 

Alegre, Rio Grande do Sul. São conhecidos algumas cepas de CA-MRSA circulantes 

no país que estão associadas ao clone USA 1100. Amostras clínicas associadas ao 

clone USA300 também foram detectados em 2007 no Rio de Janeiro e em Porto 

Alegre (RIBEIRO et al., 2007). 
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O primeiro caso grave de infecção causada por CA-MRSA no Brasil foi publicado em 

2009. Tratava-se de um caso de osteomielite associada a uma amostra pertencente 

ao clone USA1100 (linhagem ST30) sensível a todos antimicrobianos não beta-

lactâmicos testados (ROZENBAUM et al., 2009). Além deste, outra infecção 

associada a CA-MRSA foi reportada por DE ARAÚJO et al. (2010) em um caso 

grave de piomiosite severa (infecção da musculatura esquelética) em uma criança 

previamente saudável em um hospital no Rio de Janeiro.  
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1.6 Epidemiologia das infecções causadas por Staphylococcus 
aureus resistentes à meticilina 

 

 

O primeiro Staphylococcus aureus resistente à meticilina (NTCT 10442) foi isolado 

na Inglaterra em 1961, apresentando o SCCmecI, foi denominado clone Arcaico 

(ITO et al., 2001). Durante os anos seguintes, cepas provenientes deste clone 

dispersaram-se para outros países da Europa. Durante a década de 1970, os MRSA 

disseminaram-se globalmente, isto é, para países como Austrália, Japão e EUA. Os 

MRSA são reconhecidos como os maiores causador de infecções nosocomiais em 

todo o mundo (GRUNDMANN et al., 2006; STEFANI et al., 2012). 

Em todos os continentes é possível verificar uma alta prevalência de cepas de 

MRSA. Como demonstra a Figura 6, é possível verificar que as taxas de prevalência 

mais altas (>50%) são reportadas na Colômbia, Ásia, Oriente Médio e na Ilha de 

Malta, ao passo que, taxas intermediárias (25 a 50%) são verificadas no Brasil, EUA, 

China, Austrália, África e alguns países europeus, enquanto que no Canadá e em 

outros países da Europa apresentam baixa prevalência (GRUNDMANN et al., 2010; 

SONG et al,. 2011; MEJÍA et al., 2010.) 

 

Figura 6.  Prevalência mundial de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina em casos 
de infecções hospitalares. Fonte: adaptado de GRUNDMANN et al., 2006. 

BRASIL 
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Amostras de MRSA provenientes do mesmo clone bacteriano são células 

geneticamente idênticas que descendem de um ancestral comum. Ao decorrer do 

tempo, estas cepas podem diferenciar-se geneticamente, através de mutações, 

recombinações, ou pela aquisição ou deleção de elementos genéticos móveis 

(EGMs). Essa diferenciação genética muitas vezes auxilia no desenvolvimento da 

virulência e resistência destas cepas, repercutindo na extensa variabilidade 

fenotípica e genômica verificada entre as estirpes de MRSA (RODRIGEZ-NORIEGA 

et al., 2010).  

Estudos epidemiológicos e métodos de tipagem são requeridos para compreender a 

dispersão global de clones de MRSA, sendo assim, é necessário investigar a 

variação genética entre as cepas de S. aureus, a estrutura e a dinâmica 

populacional (STEFANI et al., 2012).  

A maioria amostras de HA-MRSA no mundo, são derivadas de uma das cinco 

linhagens mais importantes, os complexos clonais (CCs): 5, 8, 22, 30 e 45. Dados de 

vigilância epidemiológica identificaram cinco clones pandêmicos predominantes na 

maioria dos MRSA isolados de todo o mundo, são eles os clones: Brasileiro, Ibérico, 

Húngaro, Pediátrico, e Nova Iorque/Japão (NYJ – do inglês: “New York/Japan”) 

(DEURENBERG, 2008). 

O clone Ibérico foi identificado inicialmente na Espanha em 1989, e nos anos 

seguintes passou a ser detectado em outros países europeus e nos EUA, enquanto 

que o clone Húngaro foi isolado de hospitais da Hungria e tem sido encontrado em 

países asiáticos. O clone NYJ tem sido identificado em hospitais de alguns estados 

dos EUA e também em Tóquio no Japão, ao passo que o clone Pediátrico foi 

localizado, inicialmente, em um hospital Pediátrico em Portugal (1992), e 

posteriormente, disseminado globalmente para países europeus, EUA e da América 

do Sul. O clone Brasileiro foi isolado e descrito em 1995 em diversos hospitais do 

Brasil e de outros países vizinhos, além disso, estudos posteriores reportaram a 

presença deste clone em outros países, evidenciando sua disseminação em nível 

global (DOMINGUEZ et al., 1994; ROBERTS et al., 1998; SANCHES et al., 1998; 

CRISOSTOMO et al., 2001; ROBERTS et al., 2000; AIRES DE SOUZA et al., 2000, 

SÁ-LEÃO et al., 1999, TEIXEIRA, LOURENÇO & FIGUEIREDO, 1996; AIRES DE 

SOUZA et al., 2001). 
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A técnica de análise de padrão de fragmentação do DNA bacteriano após tratamento 

com enzima de restrição e posterior eletroforese de campo pulsado (PFGE – do 

inglês: “pulsed-field gel electrophoresis”) têm contribuído no avanço dos estudos 

epidemiológicos, sobretudo em estudo envolvendo amostras isoladas de uma 

mesma localidade em curto período de tempo (TENOVER et al., 1995). 

Implementada e padronizada desde 1995, a presente técnica possui como maior 

vantagem o seu alto poder de discriminação entre as amostras isoladas, e como 

desvantagens estão a portabilidade de dados limitada e a falta de padronização das 

nomenclaturas em nível global (STRUELENS et al., 2009). 

ENRIGHT e colaboradores (2000) desenvolveram a técnica de tipagem por 

seqüenciamento de multilócus enzimáticos (“multilocus sequence typing”, MLST) na 

caracterização de amostras de MSSA e MRSA. Através dessa técnica, sete genes 

constitutivos (arcC, aroE, glpF, gmk, tpi, yqiL e pta) que codificam enzimas de 

manutenção celular são sequênciados, após sua amplificação por meio da técnica 

de reação em cadeia da polimerase (PCR). Cada nova sequência caracteriza-se por 

um novo alelo. A combinação desses sete alelos forma o perfil alélico (“sequence 

type”, ST) de cada amostra. Os resultados obtidos com o uso do MLST são 

utilizados para a construção de um banco de dados que permite a comparação de 

amostras de S. aureus isoladas de várias partes do mundo.  

Muitas linhagens S. aureus são descritas a partir de tipagem por seqüenciamento 

multilocus (MLST) dos complexos clonais (CCs), conforme exibido na Tabela 1. 

Dentre os cinco principais complexos clonais existentes, o CC5 e o CC8 mostram-se 

os mais prevalentes no mundo. Contendo diversos STs, os CCs encontram-se 

amplamente distribuídos entre os continentes. CC22 é detectado em todo o mundo, 

CC30-ST36 é comum nos EUA e na Inglaterra, o CC45 é mais comum nos EUA e 

Europa, ao passo que nos países asiáticos são frequentemente encontrados o CC8 

(ST 239), o CC5 (ST5) e o CC22 (ST22), enquanto que na América Latina e na 

África são comumente encontrados cepas relacionadas aos CC8 (ST 239), CC5 

(ST5) e CC30 (KO et al., 2005; DEURENBERG, 2008; RODRIGEZ-NORIEGA et al., 

2010; MOODLEY et al., 2010; SONG et al., 2011).  
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* adaptado de STEFANI et al. (2012) e DEURENBERGH & STOBBERINGH (2008); CA-MRSA: 
Staphylococcus aureus resistentes à meticilina adquirido na comunidade; HA-MRSA: Staphylococcus aureus 
resistentes à meticilina associados aos cuidados de saúde. 

 

 

 

 

. 

 

 
 
 

 

Tabela 1. Linhagens dos principais complexos clonais de Staphylococcus aureus resistentes à 
meticilina e sua distribuição mundial*. 

Complexo 
Clonal (CC) 

Linhagem (ST) Clones Epidêmicos Distribuição mundial 

CC1 ST1-SCCmecIV 
USA400 (CA-MRSA)/  
USA400 Brasileiro (HA-
MRSA) 

Austrália, Canadá, Europa, 
América do Sul, EUA 

    

CC5 ST5-HA-MRSA-II Nova Iorque/Japão, USA100 
EUA, Japão, Canadá, Coréia do 
Sul, Austrália, Europa 

 ST5-HA-MRSA-IV Pediátrico, USA800 EUA, América do Sul, Europa 

 ST5-HA-MRSA-I UK-EMRSA-3 Europa, América do Sul 

 ST228-HA-MRSA-I Italiano/ Sul Alemão Europa 

 ST5-MRSA-I/IV  África 

 ST5-CA-MRSA-IV USA800 EUA, América do Sul, Europa 

    

CC8 ST8-HA-MRSA-IV UK-EMRSA-2/6, USA500, Canadá, EUA, Europa, Austrália 

 ST8-CA-MRSA-IV USA300 Ásia, Europa, Austrália, EUA 

 ST247-HA-MRSA-I 
Ibérico ou UK-EMRSA-5, 
Romano 

EUA, Europa 

 ST239-HA-MRSA-III Brasileiro, Húngaro, 
Ásia, Austrália, África do Sul, 
América do Sul, Europa 

 
ST612-HA-MRSA-IV  
(variante do ST8) 

África do Sul, Austrália 

    

C22 ST22-HA-MRSA-IV UK-EMRSA-15 Europa, Indonésia, Canadá 

   Indonésia 

 ST36-HA-MRSA-IV UK-EMRSA-16, USA200  

    

CC30 ST36-HA-MRSA-II UK-EMRSA-16, USA200 
EUA, Inglaterra, Austrália, Canadá, 
África do Sul 

 ST30-CA-MRSA-IV USA1100, OSPC América do Sul, EUA 

    

CC45 ST45-HA-MRSA-IV Berlin, USA600 EUA, Europa 

    

CC59 ST59-CA-MRSA-IV/VII USA1000 Ásia, Europa, Austrália, EUA 

    

CC80 ST80-CA-MRSA-IV Europeu Ásia, Europa, Austrália 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Staphylococcus aureus é reconhecido, atualmente, como a espécie bacteriana mais 

frequente em casos de infecção associada aos cuidados de saúde (IRAS) no Brasil 

e no mundo. 

Em função da diversidade de fatores de virulência codificados em seu genoma, este 

microrganismo possui uma capacidade particular de gerar diversas doenças. Além 

disso, este patógeno oportunista é capaz de resistir à ação de diversos 

antimicrobianos em decorrência da aquisição de diferentes genes de resistência.  

Infecções causadas por S. aureus apresentam altas taxas de morbidade e 

mortalidade, além de aumentar o tempo de internação e elevar custos de 

hospitalização, onerando tanto instituições públicas quanto privadas. Sendo assim, a 

dispersão deste microrganismo na comunidade e no interior dos ambientes 

hospitalares mostra-se uma situação extremamente relevante. 

Em termos de saúde coletiva e do desenvolvimento de conhecimento científico e 

tecnológico, é imprescindível que a comunidade conheça o panorama atual das 

IRAS, bem como o perfil fenotípico e genotípico das amostras causadoras de 

infecções em sua região. É nesse contexto que o presente estudo vem no intuito de 

identificar a epidemiologia, perfil de resistência e virulência das amostras S. aureus 

associadas a infecções nos hospitais da Grande Vitória, Espírito Santo. Tendo em 

vista que ainda não existem dados detalhados envolvendo o perfil de resistência, o 

tipo de SCCmec  e o perfil de virulência das amostras de S. aureus isoladas em 

nossa região, o presente estudo mostra-se pioneiro nessa área, além de auxiliar a 

contribuir para o controle de infecção nas instituições pesquisadas. 
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3 OBJETIVOS 

 

 
 

3.1 Objetivo geral 
 
 
Por meio da análise de aspectos relacionados à virulência, resistência a 

antimicrobianos e epidemiologia molecular, o presente estudo possui o objetivo geral 

de caracterizar 100 amostras clínicas de Staphylococcus aureus, provenientes de 

cinco hospitais da Grande Vitória (Espírito Santo). 

 

 

 

3.2 Objetivos específicos e estratégias utilizadas 

 

 Determinar o perfil de susceptibilidade das amostras a 13 antimicrobianos através 

do teste de difusão a partir do disco, segundo o Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) 2014; 

 

 Avaliar a concentração mínima inibitória (CMI) para os antimicrobianos oxacilina e 

vancomicina através do teste de diluição em ágar, segundo o CLSI (2014); 

 

 Realizar a determinação do tipo de cassete cromossômico mec estafilocócico 

(SCCmec) nas amostras de MRSA através da técnica de reação em cadeia da 

polimerase (PCR); 

 

 Determinar o perfil de virulência das amostras S. aureus investigando presença 

de genes de virulência associados à expressão de adesinas (fnbB , fnbA  bbp, cna e 

ebpS) e de toxinas (lukS-F, tsst, sec, see e sea), por meio da técnica de PCR; 

 

 Caracterizar e distinguir genotipicamente as amostras de MRSA encontradas no 

presente estudo através da análise do padrão de fragmentação do DNA 

cromossômico das amostras com uso da enzima de restrição SmaI e separação por 

eletroforese de campo pulsado (PFGE). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Locais de isolamento das amostras 

 

Todas as amostras de S. aureus foram provenientes de pacientes atendidos em 

cinco hospitais da Grande Vitória – Espírito Santo, a saber: 

 1) Hospital Universitário Cassiano Antonio de Moraes (HUCAM) -  incorporado 

à Universidade Federal do Espírito Santo, localiza-se no campus universitário do 

Centro de Ciências da Saúde em Maruípe (Vitória); também conhecido como 

Hospital das Clínicas, o HUCAM possui 314 leitos, sendo nove de terapia intensiva. 

Cerca de 16.000 consultas são realizadas mensalmente e 1.200 procedimentos 

cirúrgicos ocorrem no mesmo período em diversas especialidades médicas 

existentes. 

 2) Hospital Meridional -  localizado no município de Cariacica, é especializado 

em tratamentos de alta complexidade como transplantes, terapia intensiva, 

neurologia e oncologia. Possui um total 165 leitos, sendo 62 destinados à terapia 

intensiva e divididos em cardiologia, neurologia, hepática, geral e infantil. O Hospital 

Meridional realiza cerca de 5.200 consultas ambulatoriais ao mês dentre as 65 

especialidades médicas existentes. 

 3) Hospital Santa Rita de Cássia - referência no tratamento de câncer, destina 

mais de 60% do atendimento ao público do Sistema Único de Saúde (SUS). 

Localizado em Vitória, o Hospital Santa Rita conta com 10 leitos de terapia intensiva 

de um total de 270 leitos de internação. Por ano, o hospital realiza mais de 500 mil 

atendimentos em 43 especialidades médicas distintas.  

 4) Hospital Antônio Bezerra de Farias (HABF) -  localizado no bairro Jaburuna 

em Vila Velha, faz parte da rede estadual pública cujo perfil de atendimento é 

voltado para urgência e emergência, destinando-se a pacientes de baixo e médio 

risco. Sendo referência em cirurgias de mão, o HABF atende diariamente em seu 
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ambulatório por volta de 35 pacientes e realiza em média oito cirurgias dentre as 12 

especialidades existentes.  

 5) Clínica dos Acidentados de Vitória é um hospital privado especializado em 

atendimentos ortopédicos. A Clínica dos Acidentados destina-se a pacientes de 

média complexidade e internação. Realiza atendimentos desde imobilização até 

cirurgias ortopédicas e fisioterapia, possuindo seis leitos de terapia intensiva de um 

total 51 leitos, sendo 36 destinados ao SUS. 
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4.2 Amostras bacterianas 

 

4.2.1 Aspectos éticos e legais 
 
 

O presente estudo obteve a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do 

Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES) e 

está registrado com o número 247/2011. 

 
 
 

4.2.2 Identificação das amostras bacterianas 
 

Estão envolvidas neste estudo, 100 amostras de S. aureus obtidas entre abril de 

2011 e fevereiro 2012 nos hospitais citados na seção anterior. Deste total de 

amostras, 70 foram isoladas do HUCAM, 16 do Hospital Meridional, 12 do Hospital 

Santa Rita de Cássia, duas do HABF e uma da Clínica dos Acidentados.   

A identificação das amostras foi realizada pelos laboratórios de microbiologia dos 

próprios hospitais ou laboratórios particulares conveniados. Assim, a identificação 

das cepas de S. aureus deu-se por meio de sistemas automatizados utilizados por 

estes laboratórios, os quais são capazes de realizar a identificação e os testes de 

sensibilidade simultaneamente. 

Após serem identificadas em seus respectivos laboratórios de origem, as amostras 

de S. aureus foram enviadas ao nosso laboratório, onde foram realizados os testes 

confirmatórios de identificação descritos a seguir. 

Inicialmente, as amostras foram cultivadas em ágar-sangue (Plast Labor LTDA, 

Brasil) e incubadas a 35 oC, por até 48 horas, para análise da pureza, morfologia 

colonial e presença de hemólise. Posteriormente, foram realizados os seguintes 

testes: 

a) Produção da enzima catalase 

 A partir de cultura bacteriana em ágar TSA (“Trypticase Soy Agar”, Difco 

Laboratories, França) foram transferidas 3 colônias para uma lâmina de vidro que 
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continha uma solução de peróxido de hidrogênio a 3% (v/v). A produção de bolhas 

foi indicativa de reação positiva. As amostras de S. aureus ATCC 12600 e 

Enterococcus faecalis ATCC 29212 foram utilizadas como controles positivo e 

negativo, respectivamente. 

 

b) Susceptibilidade à bacitracina 

Uma suspensão bacteriana com uma turbidez equivalente à 0,5 da escala 

McFarland (~108 UFC/mL) foi preparada em salina 0,9% (p/v) e semeada, 

confluentemente, com auxílio de um “swab” em agar Müeller-Hinton (Difco 

Laboratories). Posteriormente, foi depositado sobre o meio, um disco impregnado de 

bacitracina 0,04U (Cecon, Brasil) e a placa foi incubada a 35 oC por 18h. Um halo 

menor ou igual a 10 mm foi indicativo de resistência à bacitracina. As amostras 

utilizadas como controles do teste foram S. aureus ATCC 12600 (resistente) e 

Micrococcus luteus ATCC 10240 (sensível).  

 

c) Cultivo em ágar manitol salgado: 

A partir de cultura bacteriana em ágar TSA, foi realizada a semeadura por 

esgotamento no ágar manitol salgado (Oxoid) e as placas foram incubadas a 35 ºC 

por 48h. Neste meio, os Staphylococcus aureus fermentam o manitol produzindo 

uma zona amarela. Como controle do teste foram utilizados S. aureus ATCC 12600 

como controle positivo e S. epidermidis ATCC 12228 como controle negativo. 

d) Produção da enzima coagulase 

 A partir do crescimento bacteriano em meio ágar-sangue três colônias foram 

transferidas para um tubo contendo plasma de coelho diluído a 1:2 (v/v) em solução 

salina 0,9% (p/v). Foi realizada incubação a 37 oC, por 4h, em banho de imersão. 

Em seguida, foi verificada a produção ou não de coágulo. Nos testes que ainda se 

apresentavam negativos, uma nova leitura foi realizada após 24h de incubação. 

Amostras de S. aureus ATCC 12600 e S. epidermidis ATCC 14990 foram utilizadas 

como controles positivo e negativo, respectivamente. 
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4.3 Testes de susceptibilidade e sensibilidade a antimicrobianos 

 

 

a) Teste de difusão a partir do disco (Clinical and Laboratory Standards 

Institute [CLSI] 2014): 

 

 

A fim de determinar o perfil de susceptibilidade das 100 amostras S. aureus, foram 

testados 13 antimicrobianos distintos (Cecon, Brasil): eritromicina (15μg), 

clindamicina (2 μg), cefoxitina (30 μg), penicilina (10UI), trimetoprima/sulfametoxazol 

(23,75 μg), linezolida (30 μg), tetraciclina (30 μg), rifampicina (5 μg), cloranfenicol (30 

μg), ciprofloxacina (5 μg), gentamicina (10 μg), norfloxacina (10 μg) e mupirocina (5 

μg).  

O procedimento iniciou-se com a semeadura das amostras em ágar nutriente e 

incubação a 35 ºC durante 18-24 h. Posteriormente, as colônias foram diluídas em 

solução salina 0,9% (p/v) até atingir um padrão de turvação de 0,5 da escala 

McFarland, correspondendo a, aproximadamente, 1,5 x 108 UFC/mL. Esta solução, 

por sua vez, foi semeada em ágar Müller-Hinton (Difco Laboratories), com o auxílio 

de um swab a fim de se obter um crescimento homogêneo em toda superfície do 

ágar. Em seguida, os discos de antimicrobianos foram colocados sobre o meio de 

cultura. Após 18-24 horas de incubação a 35 ºC foi realizada a leitura do teste. Todo 

procedimento, bem como a leitura dos halos de inibição deu-se conforme os 

parâmetros estabelecidos pelo CLSI (2013), tendo como controle a amostra padrão 

S. aureus ATCC 25923. A leitura do teste de difusão a partir do disco de mupirocina 

deu-se conforme o estabelecido por FINLAY et al. (1997). 

 

b) Teste de determinação da concentração mínima inibitória (CMI):  

 

A determinação das concentrações mínimas inibitórias (CMIs) de oxacilina (Sigma-

Aldrich, Estados Unidos) e vancomicina (Sigma-Aldrich)  foi realizada pelo método 

de diluição em ágar, segundo o CLSI (2013). As amostras bacterianas foram, 

inicialmente, semeadas em agar-sangue, por 18-24h, a 35 oC. O crescimento 
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microbiano foi então diluído em salina 0,9% (p/v) para obtenção do padrão de 

turvação 0,5 da escala de McFarland (1,5 x108 UFC/mL). Em seguida, foi realizada 

uma diluição 1:10 (v/v) em salina 0,9% e as amostras foram transferidas para o 

replicador de “Steers”. Posteriormente, as amostras (~104 UFCs/mL) foram 

inoculadas nas placas contendo agar Mueller-Hinton (Difco Laboratories) em 

concentrações crescentes do antimicrobiano, variando de 0,25 a 256 µg/mL. 

Posteriormente, as placas foram incubadas por 24h à 35 oC. A leitura do teste foi 

realizada de acordo com os valores do CLSI (2014). Foi utilizada a amostra S. 

aureus ATCC 29213 como controle do teste. 
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4.4 Liberação do DNA bacteriano 

 

 

Foram utilizadas duas técnicas para obtenção do DNA das amostras clínicas de S. 

aureus: a liberação do DNA por lise térmica e por lise enzimática. 

A obtenção do DNA por lise térmica deu-se de acordo com NUNES et al. (1999) com 

adaptações, inciando com a semeadura das amostras clínicas de S. aureus em meio 

ágar nutriente e incubadas a 37 ºC. Após 24 horas, cerca de três a cinco colônias de 

cada amostra foram transferidas para microtubos contendo 200 μL de água estéril 

seguido pela homogeneização da suspensão por agitação. Com o objetivo de 

romper a membrana ceular bacteriana, os microtubos contendo a suspensão foram 

mantidos a 100 °C por 10 minutos, e após retornarem à temperatura ambiente (25 

°C) foram homogeneizados por agitação novamente. Seguidamente, as amostras 

passaram por centrifugação a 12.000 g por 1 minuto, e 80 μL de cada sobrenadante 

contendo DNA foram coletados, transferidos para novos microtubos e armazenados 

a -20° C. 

A liberação do DNA bacteriano por lise de enzimática foi realizada de acordo com 

PITCHER, SAUDERS & OWEN (1989) com adaptações. Inicialmente, as amostras 

foram semeadas em meio ágar nutriente e incubadas por 24 horas a 36 °C. Após 

crescidos, as colônias bacterianas foram suspensos em solução salina 0,9% (p/v) 

até atingir um padrão de turvação de 2,0 da escala McFarland, correspondendo a 

aproximadamente 6x108 UFC/mL. Posteriormente, 1,5 mL desta suspensão foi 

centrifugada a 10.000 g por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante ao final. As 

células foram suspensas em 1,5 mL de TE 1X (Tris 10 mm, EDTA 1 mM), 

homogeneizadas por agitação e centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos, 

descartando-se o sobrenadante após a centrifugação. As células bacterianas foram 

novamente suspensas em 100 µL de solução de lise (TE 1X, Lisozima 50.000 U e 

BRIJ 0.5% - (Sigma-Aldrich). Em seguida adicionou-se 3,0 µL da enzima lisostafina 

com concentração de 50 U (Sigma-Aldrich). Os microtubos foram homogeneizados 

por agitação e incubados por 1h a 37 °C, sendo homogeneizados manualmente a 

cada 15 minutos. Ao término da incubação, os microtubos permaneceram em 

temperatura ambiente por sete minutos e foram resfriados em gelo por 10 minutos. 
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Posteriormente, adicionou-se 250 µL de acetato de amônio 7,5 M (Dinâmica, Brasil) 

e manteve-se no gelo por mais 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 500 µL 

de clorofórmio-álcool isoamílico (24:1) (Dinâmica). Após serem homogeneizados, os 

microtubos foram centrifugados a 12.000 g por 12 minutos onde foi possível verificar 

a formação de duas fases. Aproximadamente 700 µL da fase aquosa (superior) foi 

transferida para um novo microtubo e então foi adicionado 430 µL de isopropanol 

gelado. O microtubo foi então invertido gentilmente algumas vezes até ser 

observado um precipitado fibroso branco, logo após, foi centrifugado durante 5 

minutos a 12.000 g. Depois da centrifugação, descartou-se o sobrenadante e foi 

realizada a lavagem por 5 vezes com 100 µL de etanol 70% (Dinâmica). Após 

descartar o sobrenadante da última lavagem, os microtubos foram centrifugados 

novamente (12.000 g por 1 min.) para retirar todo restante do etanol com o auxílio de 

uma pipeta. O precipitado foi dissolvido em 80 µL de TE 1X (Tris 10 mm, EDTA 1 

mM) e incubados por 16 horas a 55 °C. Após a incubação, os microtubos foram 

armazenados a -20 °C. 
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4.5 Tipagem do cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec) 

 

A determinação do tipo do cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec) das 

amostras S. aureus resistentes à meticilina foi realizada de acordo com a 

metodologia de Milheirico, Oliveira & Lancastre  (2007). 

A presente técnica consiste na amplificação simultânea de múltiplos amplicons por 

meio de uma reação em cadeia da polimerase multiplex, na qual foram adicionados 

10 pares de primers ao volume de reação. Os 20 oligonucleotídeos específicos 

utilizados, suas sequências nucleotídicas e o tamanho dos fragmentos amplificados 

estão descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Sequência nucleotídica, tamanho do amplicon e especificidade dos 
primers utilizados na reação de PCR-multiplex para tipagem do cassete 

cromossômico mec das amostras de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina.   
 

Nome do primer Oligonucleotídeo (5'-3') 
Amplicon 

(pb) 
Tipo de 
SCCmec 

CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 
495 I 

CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC 

ccrC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG 
449 V 

ccrC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC 

RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 
414 II 

RIF5 R13 ATGGAGATGAATTACAAGGG 

SCCmec V - VJI F TTCTCCATTCTTGTTCATCC 
377 V 

SCCmec V - VJI R AGAGACTACTGACTTAAGTGG 

dcs F2 CATCTATGATAGCTTGGTC 
342 

I, II, IV, e 
VI dcs R1 CTAAATCATAGCCATGACCG 

ccrB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG 
311 II e IV 

ccrB2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC 

kdp F1 AATCATTCGCCATTGGTGATGC 
284 II 

kdp R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 

SCCmec III - J1 F CATTTGTGAAACACAGTACG 
243 III 

SCCmec III - J1 R GTTATTGAGACTCCTAAAGC 

mecI P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC 
209 II e III 

mecI P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 

mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 
162 

controle 
positivo  mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 
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Dessa forma, a partir do conjunto de oligonucleotídeos específicos amplificados, é 

possível determinar o tipo do SCCmec de cada amostra clínica de MRSA. Como 

controles internos da reação foram utilizados os primers mecA P4 e mecA P7, 

responsáveis pela amplificação do gene de resistência mecA (MILHEIRICO et al., 

2007). 

O volume de reação de 50 μL foi constituído por: 1 μL de DNA extraído por lise 

enzimática; 5 μL do tampão da enzima (10 mM de Tris-HCl e 25 mM de KCl); 3 mM 

de MgCl2; 200 μM de cada deoxinucleotídeo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 

(Invitrogen, Life Technologies, Estados Unidos); 2,0 U de Taq DNA polimerase 

(Biotools, Espanha); 20 pmoles dos oligonucleotídeos: CIF2 R2 e F2, RIF2 F10 e 

F13, SCCmec VJI F e R, SCCmec V - VJI F e VJ1 R, SCCmec III- J1 F e J1 R; 40 

pmoles dos oligonucleotídeos ccrC F2 e ccr R2, dcs F2 e R2, ccrB2 F2 e R2, mecI 

P2 e P3, mecA P4 e P7; e 10 pmoles dos oligonucleotídeos KD F1 e R1 (Invitrogen). 

A amplificação dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Veriti – Applied 

Biosystems, Life Technologies, Estados Unidos) obedecendo as seguintes etapas: 

desnaturação inicial a 94 °C por 4 minutos, acompanhada por 30 ciclos de 30 

segundos de desnaturação a 94 °C mais 30 segundos de anelamento a 53 °C e 

também um minuto de extensão a 72 °C, sendo finalizado com 4 minutos de 

extensão a 72 °C.  

Após a amplificação, o produto da PCR foi analisado em eletroforese de gel de 

agarose a 2,5% em tampão TBE 0,5X (Tris 0,89 M, ácido bórico 0,89 M, EDTA 2,5 

mM, pH 8,2). Depois de duas horas de corrida eletroforética a 100 V, o gel foi corado 

em solução de brometo de etídio (0,5 µg/mL) (Hexapur, Holanda) e sua imagem foi 

capturada em fotodocumentadot ultravioleta (MiniBIS Pro, UNISCIENCE, Brasil). 

Como marcador de tamanho molecular foi utilizado o 100 pb DNA ladder 

(Invitrogen). 
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4.6  Detecção de genes de virulência associados à expressão de 
adesinas 

 
  
 
Com a finalidade de investigar a presença de genes de virulência associados à 

expressão de adesinas foram realizadas PCRs utilizando oligonucleotídeos 

correspondentes a cinco genes de adesinas, conforme representado na Tabela 3. 

A detecção dos genes bbp, cna e ebpS foi realizada em PCR multiplex, enquanto 

que a detecção dos genes fnbB e fnbA ocorreu por PCR simples. Os métodos de 

detecção dos genes bbp, cna, ebpS e fnbB deu-se segundo  TRISTAN et al. (2003), 

enquanto que a detecção do fnbA realizou-se de acordo com PEACOCK et al. 

(2002). 

 

Tabela 3. Oligonucleotídeos, genes de virulência investigados associados à expressão de 
adesinas e seus respectivos tamanhos de fragmentos gerados. 
 

Gene de 
virulência 

Oligonucleotídeo (5'-3') 
Amplincon 

(pb) 
Proteína codificada 

cna 
CNA1 - GTCAAGCAGTTATTACACCAGAC 

423 
proteína ligadora de 

colágeno CNA2 – AATCAGTAATTGCACTTTGTCCACT 

bbp 
BBP1 – AACTACATCTAGTACTCAACAACAG 

575 
proteína de ligação à 
sialoproteína óssea BBP2 – ATGGTCTTGAATAACACCATCATCT 

ebpS 
EBP1 – CATCCAGAACCAATCGAAGAC 

186 
proteína ligadora de 

elastina EBP2 - CTTAACAGTTACATCATCATGTTTATCTTT 

fnbA 
FNBAF – CACAACCAGCAAATATAG 

1362 fibronectina A 
FNBAR – CTGTGTGGTAATCAATGTC 

fnbB 
FNBB1 - GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT 

524 fibronectina B 
FNBB2 - CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC 

 

Para todos os genes o volume de reação foi semelhante, onde em 25 μL estavam 

contidos: 1,0 μL de DNA extraído por lise enzimática ou 3 μL de DNA obtido por lise 

térmica; 2,5 μL de Tampão da enzima Taq (10 mM de Tris-HCl e 25 mM de KCl); 3 

mM de MgCl2; 200 μM de cada deoxinucleotídeo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, 

dTTP) (Invitrogen); 1,5 U de Taq DNA polimerase (Biotools, Espanha); 20 pmoles 

dos seus respectivos oligonucleotídeos. 

A amplificação dos fragmentos foi realizada em um termociclador (Veriti – Applied 

Biosystems) sendo as seguintes etapas para os genes bbp, cna, ebpS  e  fnbB: 
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desnaturação inicial a 94 °C por 5 minutos, acompanhada por 30 ciclos de 1 minuto 

de desnaturação a 94 °C mais 1 minuto de anelamento a 55 °C e também um minuto 

de extensão a 72 °C, sendo finalizado com 10 minutos de extensão a 72 °C. As 

estapas de amplificação para o gene fnbA foram: desnaturação inicial a 94 °C por 2 

minutos acompanhada por 30 ciclos de 1 minuto de desnaturação a 94 °C mais 1 

minuto de anelamento a 50 °C e também dois minutos  de extensão a 72 °C, sendo 

finalizado com 5 minutos de extensão a 72 °C.  

Foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmar a amplificação dos 

fragmentos. A eletroforese deu-se em tampão TBE 0,5X (Tris 0,89 M, ácido bórico 

0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2). Depois de uma hora e vinte minutos de corrida 

eletroforética a 100 V, o gel foi corado em solução de brometo de etídio (0,5 µg/mL) 

(Hexapur) e sua imagem foi capturada em fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS 

Pro, Uniscience). Como marcador de tamanho molecular foi utilizado 100 pb DNA 

ladder (Invitrogen) para os genes bbp, cna, ebpS, fnbB e lukS-F, enquando que para 

o gene fnbA utilizou-se o marcador 1000 pb DNA ladder (Invitrogen). 
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4.7 Detecção de genes de virulência associados à expressão de 
toxinas 

 
 
Foi utilizada a técnica de PCR a fim de investigar a presença de cinco genes de 

virulência de toxinas, descritos na Tabela 4. 

 

Tabela 4. Oligonucleotídeos, genes de virulência investigados associados à expressão de 
toxinas e seus respectivos tamanhos de fragmentos gerados. 
 

Gene de 
virulência 

Oligonucleotídeo (5'-3') 
Amplincon 

(pb) 
Proteína 

codificada 

Tsst 
TSST1 – GCTTGCGACAATCGCTACAG 

559 
Toxina da 

síndrome do 
choque tóxico TSST2 – TGGATCCGTCATTCATTGTTAT 

Sea 
SEA1 – TTGGAAACGGTTAAAACGAA 

120 Enterotoxina A 
SEA2 – GAACCTTCCCATCAAAAACA 

Sec 
SEC1 – CTTGTATGTATGGAGGAATAACAA 

284 Enterotoxina C 
SEC2 – TGCAGGCATCATATCATACCA 

See 
SEE1 – TACCAATTAACTTGTGGATAGAC 

171 Enterotoxina E 
SEE2 – CTCTTTGCACCTTACCGC 

lukS-F 
PVL1 - ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 

433 
Leucocidina de 

Panton-Valentine PVL2 – GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 

 

O gene lukS-F foi investigado conforme LINA et al. (1999), enquanto que os genes 

tsst, sec e see foram detectados de acordo com MONDAY et al. (1999), e o gene 

sea seguiu o estabelecido por JOHNSON et al. (1991). 

A detecção de todos os cinco genes deu-se por reações de PCR simples, cujo 

volume de reação de 25 μL continha: 1 μL de DNA extraído por lise enzimática ou 

3μL de DNA obtido por lise térmica; 2,5 μL de Tampão da enzima Taq (10 mM de 

Tris-HCl e 25 mM de KCl); 3 mM de MgCl2; 200 μM de cada deoxinucleotídeo 

trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Invitrogen); 1,5 U de Taq DNA polimerase 

(Biotools); 20 pmoles dos seus respectivos oligonucleotídeos. 

O ciclo de amplificação dos genes tsst, sec e see obedeceu as seguintes etapas: 

desnaturação inicial a 95 °C por 5 minutos, acompanhada por 30 ciclos de 1 minuto 

de desnaturação a 95 °C mais 1 minuto de anelamento a 60 °C e também um minuto 

de extensão a 72 °C, sendo finalizado com 10 minutos de extensão a 72 °C. 

Enquanto que as etapas de amplificação para o gene sea foi: desnaturação inicial a 
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94 °C por 2 minutos acompanhada por 30 ciclos de 2 minutos de desnaturação a 94 

°C mais 1 minuto de anelamento a 55 °C e também 1 minuto de extensão a 72 °C, 

sendo finalizado com 5 minutos de extensão a 72 °C. O clico de amplificação do 

gene lukS-F foi: desnaturação inicial a 94 °C por 5 minutos, acompanhada por 30 

ciclos de 1 minuto de desnaturação a 94 °C mais 1 minuto de anelamento a 55° C e 

também um minuto de extensão a 72 °C, sendo finalizado com 10 minutos de 

extensão a 72 °C. 

Foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmar a amplificação dos 

fragmentos na PCR. A eletroforese deu-se em tampão TBE 0,5X (Tris 0,89 M, ácido 

bórico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2). Depois de uma hora e vinte minutos de 

corrida eletroforética a 100 V, o gel foi corado em solução de brometo de etídio (0,5 

µg/mL) (Hexapur) e sua imagem foi capturada em fotodocumentador ultravioleta 

(MiniBIS Pro, UNISCIENCE). Como marcador de tamanho molecular foi utilizado 100 

pb DNA ladder (Invitrogen). 
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4.8 Análise do padrão de fragmentação do DNA cromossômico das 

amostras com uso da enzima de restrição SmaI e separação em gel por 

eletroferese de campo pulsado PFGE.  

 

A técnica utilizada seguiu o protocolo estabelecido por VIVONI et al. (2005) com 

modificações. Inicialmente, as amostras de S. aureus foram semeadas em ágar 

nutriente e incubados a 37 ºC por 24 - 48 horas. Após o crescimento, as colônias S. 

aureus foram suspensas em solução salina 0,9% (p/v) até atingir um padrão de 

turvação de 3,0 da escala McFarland, correspondendo a, aproximadamente, 9x108 

UFC/mL, e em seguida 1,5 mL da suspensão foi centrifugada em microtubo por 5 

minutos a 4.000 g. Desprezado o sobrenadante, as células bacterianas foram 

suspensas em 250 µL de solução PIV (NaCl 1M, TRIS-HCl 10 mM, pH 7,6). Nesta 

suspensão adicionou-se o mesmo volume de agarose de baixo ponto de fusão (“low 

melting point agarose”, PROMEGA, EUA) a 2% dissolvida em solução PIV. Mantida 

a 58 °C, a solução contendo agarose foi distribuída em moldes cilíndricos e mantida 

em 4 °C por 10 minutos para enrijecimento. Posteriormente, a agarose foi cortada 

em discos nomeados “plugs”, e estes, por sua vez, foram incubados a 37° C em uma 

solução contendo solução de lise EC (Tris-HCl 6mM, NaCl 1M, EDTA 100 mM, 0,5 

Brij 58 e 0,5% lauril sarcosinato de sódio, pH final 7,5) 50.000 U de lisozima (Sigma-

Aldrich) e 50 U de lisostafina (Sigma-Aldrich). Após 18 horas, a solução anterior foi 

substituída por 2 mL de solução ESP (EDTA 0,4M pH 9,5, 1% (p/v) de lauril 

sarcosinato de sódio) contendo 0,1mg/mL de proteinase K (Sigma-Aldrich), 

incubando-se novamente a 50° C por 18 horas. Ao final, a solução anterior foi 

removida e substituída por 2 mL de solução ESP e estocados a 4° C. A digestão do 

DNA cromossômico iniciou-se com a lavagem dos “plugs” cinco vezes seguidas de 

incubação a 37°C com o tampão TE 1X (Tris 10 mm, EDTA 1 mM), sendo que a 

cada hora o tampão era trocado, e na ultima lavagem os “plugs” permaneceram 

incubados por 18 horas. Seguidamente, o tampão foi removido e adicionou-se aos 

“plugs” uma solução contendo 250 µL do tampão da enzima SmaI (Thermo 

Scientific, EUA) e foi incubado a 25° C durante 4 horas. Após este período, a 

solução foi removida e adicionou-se um novo tampão da enzima contendo 20 U da 

enzima de restrição SmaI, incubando a 25° C por 18 horas. Finalmente, foi removida 

o tampão contendo a enzima SmaI, e os “plugs” foram fundidos a 70° C e aplicados 
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em poços de gel de agarose a 1% (Hygradene, EUA) submerso em tampão TBE 

0,5X (Tris 0,89 M, ácido bórico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2) a 14° C. A 

eletroforese deu-se equipamento de eletroforese de campo pulsado (CHEF DR III, 

Bio-Rad), utilizando um tempo de pulso crescente de 1 a 35 segundos, durante 21 

horas, a 6 V/cm, em angulação de 120°. Após a corrida, o gel foi corado em solução 

de brometo de etídio (0,5 µg/mL) (Hexapur) por 30 minutos e descorado por 20 

minutos com água destilada, posteriormente, sua imagem foi capturada em 

fotodocumentador ultravioleta (MiniBIS Pro, Uniscience). Como marcador de 

tamanho molecular foi utilizado o marcador 50-1.000 kb Lambda Ladder PFGE 

Marker (New England Biolabs). 

O padrão de fragmentação das amostras clínicas foi verificado visualmente e foram 

classificados de acordo com os critérios de VAN BELKUM et al. (2007). 
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4.9 Análises estatísticas 

 

 

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos e a presença dos 

genes de virulência avaliados entre as amostras foram submetidos à análise 

estatística com o uso do teste Qui-quadrado. Valores de p ≤ 0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

5  RESULTADOS 

 

 

5.1 Amostras bacterianas e fontes de isolamento 

 

As 100 amostras Staphylococcus aureus envolvidas neste estudo foram 

provenientes das seguintes fontes: lesões cutâneas e secreções diversas (45 

amostras), infecções de corrente sanguínea (41), ponta de cateter (11) e infecção 

urinária (3) (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Instituições de saúde e fontes de isolamento  das amostras de 
Staphylococcus aureus analisadas no presente estudo. 
 

Instituição de saúde* 

 
N º de amostras  

 

Nº de amostras por fonte de 
isolamento 

LCS* sangue cateter urina 

HUCAM 70 26 32 09 03 

Hospital Santa Rita 14 09 04 01 - 

Hospital Meridional 13 09 03 01 - 

HABF 02 - 02 - - 

Clínica dos Acidentados 01 01 - - - 

 

Total 100 45 41 11 03 

*HUCAM: Hospital Universitário Cassiano Antônio Moraes; HABF: Hospital Antônio Bezerra 
de Farias; LCS: lesões cutâneas e secreções de infecções diversas. 
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5.2 Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

Os perfis de susceptibilidade aos 13 antimicrobianos testados estão apresentados no 

Gráfico 3. O antimicrobiano com maior taxa de resistência foi a penicilina (90 

amostras), seguida pela eritromicina (57), ciprofloxacina (55), norfloxacina (55) e 

cefoxitina (53). A maior parte das cepas mostraram-se sensíveis à gentamicina (97 

amostras), trimetoprima/sulfametoxazol (97), mupirocina (96), cloranfenicol (90), 

tetraciclina (89), rifampicina (73) e clindamicina (42). Todas as amostras foram 

sensíveis à linezolida.  

 

  

PEN: Penicilina  CEF: Cefoxitina  MUP: Mupirocina 
ERI: Eritromicina   CLI: Clindamicina GEN: Gentamicina 
CIP: Ciprofloxacina RIF: Rifampicina TRI/SUT:Trimetroprima/Sulfametoxazol 
NOR: Norfloxacina TET: Tetraciclina LIN: Linezolida 
                       CLO: Cloranfenicol  

 
Gráfico 3. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das 100 amostras Staphylococcus 
aureus analisadas. 
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5.3 Tipagem do cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec)
  

Após os testes de difusão a partir do disco, foi realizado o teste para detecção do gene mecA 

nas 100 amostras de S. aureus. Destas, 59 apresentaram esse gene, sendo portanto, 

consideradas MRSA. Todas estas amostras foram submetidas ao teste de tipagem do SCCmec 

(Figura 7). A determinação do tipo de SCCmec demonstrou que a maioria dos MRSA 

albergavam o SCCmecII, totalizando 29 amostras. Além dessas, 19 amostras apresentaram o 

SCCmecIV e em outras 11 não foi possível determinar o tipo de SCCmec, seja pela presença 

de bandas inespecíficas ou mesmo pela ausência de banda além da correspondente ao gene 

mecA. Assim, estas amostras foram consideradas “não tipáveis” Gráfico 4. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
Figura 7. Foto ilustrativa da eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados para 

caracterização dos tipos de SCCmec. Linha1: marcador de tamanho molecular 100 pb; linhas 2, 3, 6, 7, 

8, 9 e 10: amostras que apresentaram o SCCmecII; linhas 4, 5, 11, 12 e 13: amostras que apresentaram 

o SCCmecIV, linha 14: controle positivo apresentando SCCmecII (amostra Mu50); linha 15: controle 

positivo apresentando SCCmecIII (amostra 1117); linha 16: controle positivo apresentando SCCmec 

IV (amostra 1125), linha 17: controle negativo sensível à meticilina (amostra 1128) e linha 18: branco.  
  

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 4. Tipos dos cassetes cromossômicos estafilocócicos mec (SCCmec)detectados 
nas 59 amostras de Staphyloccocus aureus resistentes à meticilina. 

   1200 pb 

500 pb 

100 pb 
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5.4   Comparação da susceptibilidade aos antimicrobianos não beta-
lactâmicos entre as amostras de MRSA e MSSA. 

 
 

Avaliando o perfil de susceptibilidade das amostras com diferentes tipos de SCCmec 

(Tabela 6) foi possível observar que o padrão de resistência das amostras com 

SCCmecII e não tipáveis se assemelham em relação à maioria dos antimicrobianos 

testados e que essas amostras se mostraram resistentes a um maior número de 

antimicrobianos que as amostras com SCCmecIV. Todas as 59 amostras de MRSA 

mostraram resistência superior a 60% para eritromicina, ciprofloxacina, norfloxacina, 

enquanto que apenas as amostras de MRSA com SCCmecII e não tipáveis 

apresentaram resistência superior a 50% para clindamicina e rifampicina. Em 

contraste, apenas duas (10%) amostras com SCCmecIV apresentaram resistência à 

clindamicina e nenhuma foi resistente à rifampicina. Das 59 amostras, apenas uma 

(que albergava o SCCmecIV) apresentou resistência à tetraciclina e, da mesma 

forma, apenas uma amostra, com o SCCmecII, foi resistente à 

trimetoprima/sulfametoxazol.  

Dentre as 29 amostras com SCCmecII, cinco (17%) foram resistentes ao 

cloranfenicol, apenas duas (7%) foram resistentes à mupirocina e nenhuma amostra  

mostrou-se resistente à gentamicina. Das 19 amostras albergando o SCCmecIV, 

apenas uma apresentou resistência aos antimicrobianos cloranfenicol, mupirocina e 

gentamicina. Dentre as 11 cepas de MRSA não tipáveis, três (27%) foram 

resistentes ao cloranfenicol, um (9%) foi resistente à gentamicina e nenhuma 

apresentou resistência ao trimetroprima/sulfametoxazol e mupirocina (Tabela 6). 

Ao comparar o padrão de resistência dos MRSA em relação aos MSSA, pode ser 

observado que as amostras de MSSA, em geral, mostraram-se mais sensíveis que 

os MRSA para quase todos os antimicrobianos não beta-lactâmicos testados, exceto 

tetraclicina e trimetroprima/sulfametoxazol. Dentre as 41 amostras de MSSA, 10 

(24%) foram resistentes à tetraciclina e duas (5%) à trimetroprima/sulfametoxazol, 

como pode ser observado na Tabela 6. Para todos os demais antimicrobianos foi 

verificada uma menor taxa de resistência dos MSSA em relação aos MRSA. 
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Após validação, em termos de significância estatística, do nível de resistência entre 

as amostras de MRSA e MSSA (Tabela 7), foi observado que os MRSA 

apresentaram maior taxa de resistência à eritromicina, ciprofloxacina, clindamicina e 

rifampicina, quando comparados aos MSSA deste estudo. Por outro lado, foi 

verificado que os MSSA foram mais resistentes à tetraciclina que o grupo dos 

MRSA. Além disso, não houve diferença significativa entre as taxas de resistência à 

mupirocina, cloranfenicol, gentamicina e trimetoprima/sulfametoxazol entre os 

grupos de MRSA e MSSA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Tabela 6. Perfil de resistência aos antimicrobianos não beta-lactâmicos em 
relação aos tipos de SCCmec das amostras Staphylococcus aureus do presente 
estudo. 

 

Antimicrobian
o* 

Nº (%) de amostras resistentes 

SCCmecII 
(n=29) 

SCCmec IV 
(n=19) 

Não tipáveis 
(n=11) 

MSSA*  
(n=41) 

ERI 29 (100) 12 (63,2) 09 (81,8) 08 (19,5) 

CIP 29 (100) 13 (68,4) 10 (90,9) 03 (7,3) 

NOR 29 (100) 13 (68,4) 10 (90,9) 03 (7,3) 

CLI 29 (100) 02 (10,5) 08 (72,7) 03 (7,3) 

RIF 21 (72,0) 0 06 (54,5) 0 

CLO 05 (17,2) 01 (5,2) 03 (27,2) 01 (2,4) 

MUP 02 (6,9) 01 (5,2) 0 01 (2,4) 

GEN 0 01 (5,2) 01 (9,1) 01 (2,4) 

TRI/SUT 01 (3,4) 0 0 02 (4,8) 

TET 0 01 (5,2) 0 10(24,4) 

LIN 0 0 0 0 

* ERI: Eritromicina; RIF: Rifampicina; GEN: Gentamicina ; CIP: Ciprofloxacina; TET: 
Tetraciclina; TRI/SUT: Trimetoprima/Sulfametoxazol; NOR: Norfloxacina, CLO: 
Cloranfenicol; CLI: Clindamicina; MUP: Mupirocina; MRSA: Staphylococcus aureus 
resistentes à meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensíveis à meticilina. 



50 

 

Tabela 7. Significância estatística da resistência aos antimicrobianos não-beta-
lactâmicos comparando os grupos de Staphylococcus aureus resistentes ou sensíveis à 
meticilina. 

Antimicrobiano 
Teste qui-quadrado 

(X²) 
valor-p Correção 

Prevalência 
significativa 

de Yates (MRSA x MSSA) 

ERI 42,257 < 0,0001 não MRSA 

CIP 60,615 < 0,0001 não MRSA 

NOR 60,615 < 0,0001 não MRSA 

CLI 34,315 < 0,0001 não MRSA 

RIF 25,702 < 0,0001 não MRSA 

CLO 3,105 0,0780 sim insignificante 

MUP 0,021 0,8845 sim insignificante 

GEN 0,104 0,7476 sim insignificante 

TRI/SUT 0,104 0,7476 sim insignificante 

TET 10,514 0,0012 sim MSSA 

LIN - - - - 

* nível de significância α = 0,05; ERI: Eritromicina; RIF: Rifampicina; GEN: Gentamicina ; CIP: 
Ciprofloxacina; TET: Tetraciclina; TRI/SUF: Trimetroprima/Sulfametoxazol; NOR: Norfloxacina, CLO: 
Cloranfenicol; CLI: Clindamicina; MUP: Mupirocina; MRSA: Staphylococcus aureus resistentes à meticilina; 
MSSA: Staphylococcus aureus sensíveis à meticilina. 
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5.5 Determinação da concentração mínima inibitória de oxacilina e 
vancomicina 
 

De acordo com os testes de sensibilidade à oxacilina e vancomicina feitos por 

diluição em ágar, 48 das 100 amostras de S. aureus mostraram-se sensíveis à 

oxacilina, apresentando valor de concentração mínima inibitória (CMI) inferior ou 

igual a 2,0μg/mL para este antimicrobiano. As outras 52 amostras foram resistentes 

a este fármaco, apresentando CMIs > 4,0μg/mL. Além disso, todas as 100 amostras 

apresentaram valores de CMIs < 2,0μg/mL para vancomicina, sendo classificadas 

como sensíveis a este antimicrobiano, conforme pode ser verificado na Tabela 8. 

As amostras de MRSA com SCCmecII apresentaram CMIs de oxacilina mais 

elevadas, com valores > 64μg/mL, ao passo que amostras com SCCmecIV 

apresentaram valores de CMIs mais baixos e próximos ao ponto de corte, entre 4 e 

32 μg/mL (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Determinação das concentrações mínimas inibitórias (CMIs) de oxacilina e 
vancomicina das 100 amostras clínicas de Staphylococcus aureus. 
 

Amostras* 
CMI oxacilina (μg/mL)  CMI vancomicina (μg/mL) 

≤ 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 ≥ 256  ≤ 0,5 1 2 4 8 16 

MRSA                  

SCCmecII (n=29) - - - - - 1 - 4 17 7  - 26 2 - - - 

 SCCmecIV (n=19) - 1 5 1 3 - 1 6 1 1  3 15 1 - - - 

   Não tipáveis (n=11) - 1 - - - - - 4 4 2  1 7 4 - - - 

                  

MSSA (n=41) 37 3 1 - - - - - - -  1 39 1 - - - 

                  

Total (n=100) 37 5 6 1 3 1 1 14 22 10  5 87 8 - - - 

*MRSA: Staphylococcus aureus resistentes à meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensíveis à 
meticilina. 

 

Pelo teste de diluição em ágar, sete amostras que apresentaram o gene mecA (seis 

com SCCmecIV e uma não tipada) mostraram-se sensíveis à oxacilina, 

apresentando valor de CMI < 2,0μg/mL. Dessa forma, o presente teste foi repetido 

três vezes nestas amostras a fim de ratificar este resultado. Adicionalmente, também 

foi repetido o teste de difusão a partir do disco de cefoxitina (antimicrobiano padrão 

para detecção de resistência à beta-lactâmicos) e foi confirmado que estas amostras 

apresentavam o diâmetro do halo de inibição de crescimento bacteriano próximo ao 
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ponto de corte, conforme representado na Tabela 9. Segundo o CLSI (2014), 

amostras com halo de inibição de crescimento para cefoxitina com diâmetro < 21 

mm são classificadas como resistentes, enquanto que amostras com halo > 22 mm 

são consideradas sensíveis a este antimicrobiano. 

 
Tabela 9. Perfil de susceptibilidade das sete amostras de 
Staphylococcus aureus albergando o gene mecA e que mostraram-se 
sensíveis à oxacilina pelos testes fenotípicos. 
 

 Amostra  Tipo de SCCmec 
CMI

1
 de oxacilina 
 (μg/mL) 

Medida do halo de 
inibição

2
 

 10 Não tipada 1,0 22 mm 

 34 IV 2,0 20 mm 

 38 IV 2,0 20 mm 

 79 IV 2,0 21 mm 

 101 IV 1,0 22 mm 

 102 IV 2,0 22 mm 

 114 IV 2,0 20 mm 

1- CMI - concentração mínima inibitória; 2 -  Tamanho do diâmetro do halo de inibição do 
crescimento bacteriano no teste de difusão a partir do disco de cefoxitina;  

 

 

A Tabela 10 apresenta a comparação das três técnicas de determinação de 

susceptibilidade à oxacilina realizadas no presente estudo. Nota-se que os 

resultados dos testes fenotípicos (difusão a partir do disco e teste de diluição em 

ágar) detectaram um número menor de amostras resistentes em comparação ao 

teste de detecção do gene mecA, cuja técnica é considerada o padrão-ouro para 

determinação da resistência à oxacilina. 

 

Tabela 10. Comparação entre os métodos utilizados para a detecção da resistência à 
oxacilina nas 100 amostras deste estudo 

 

Método de detecção de resistência 
à oxacilina 

Susceptibilidade à oxacilina 

N° de amostras resistentes N° de amostras sensíveis 

Difusão a partir do disco 53 47 

Teste de diluição em ágar 52 48 

PCR (gene mecA)¹ 59 41 
1- a detecção do gene mecA por reação em cadeia da polimerase (PCR) é considerado o método padrão-ouro 
para determinação da susceptibilidade à oxacilina. 
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 5.6 Detecção de genes de virulência 

  

O Gráfico 5 apresenta a presença dos genes de virulência nas amostras deste 

estudo. O gene ebpS foi o mais prevalente, sendo encontrado em 78 das 100 

amostras analisadas. O gene fnbA foi o segundo mais prevalente, sendo detectado 

em 44 amostras, seguido pelos genes cna, lukS-F e fnbB presentes em 23, 22 e 21 

amostras, respectivamente. O gene bbp esteve presente em 11 amostras, ao passo 

que os genes sea e sec foram detectados apenas em amostras de MSSA. O gene 

sea mostrou-se presente em três amostras, enquanto que o gene sec foi detectado 

em apenas uma amostra. Além disso, em nenhuma das 100 amostras de S. aureus 

foi verificada a presença dos genes see e tsst. 

 
 
Gráfico 5. Presença dos genes de virulência investigados nas 100 amostras de 
Staphylococcus aureus do presente estudo. 

 

 

Ao comparar a incidência dos genes de virulência nas amostras de MSSA e MRSA 

em termos percentuais (Gráfico 6) foi observado que os genes cna (51% versus 3%, 

respectivamente), fnbA (56% versus 36%) e bbp (27% versus 0%) foram mais 

presentes nas amostras sensíveis à meticilina. Por outro lado, os genes fnbB (15% 
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versus 25%) e lukS-F (12% versus 36%) mostraram-se mais presentes nas amostras 

resistentes à meticilina. 

 

 

 
 
Gráfico 6. Comparação da presença dos genes de virulência nas amostras Staphylococcus 
aureus resistentes à meticilina (MRSA) em relação às amostras Staphylococcus aureus 
sensíveis à meticilina (MSSA). 

 

 

O Gráfico 7 e a Tabela 11 exibem a frequência dos genes de virulência de acordo 

com os tipos de SCCmec das amostras. O gene ebpS foi encontrado em todas  as 

29 amostras com o SCCmecII enquanto que nas amostras com SCCmecIV e não 

tipáveis foi encontrado em 10 (52,8%) e oito (72,7%) amostras, respectivamente. 

Nas amostras com o SCCmecIV, os genes fnbB e lukS-F foram os mais prevalentes, 

estando presente, respectivamente, em 63% e 58% das amostras. De modo distinto, 

nas cepas com SCCmecII, o gene fnbB  não foi detectado, enquanto que o gene 

lukS-F foi encontrado em três (10,3%) amostras. Nas amostras não tipáveis, a 

incidência dos genes  fnbA e lukS-F correspondeu a 18,2% (duas amostras) e 27,3% 

(três amostras), respectivamente. 
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O gene fnbA foi detectado em 12 (41,4%), sete (36,8%) e duas (18,2%) amostras 

apresentando os  SCCmecII, SCCmecIV e não tipáveis, respectivamente. O gene 

cna foi detectado em apenas duas amostras de MRSA, uma com SCCmecII e uma 

com o SCCmecIV, enquanto que os genes bbp, sea, sec, see e tsst não foram 

detectados em nenhuma estirpe de MRSA do presente estudo. 

 

 
 
Gráfico 7. Frequência da presença dos genes de virulência testados nas 59 amostras de 
Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) de acordo com os tipos de 
cassete cromossômico estafilocócico mec (SCCmec) detectados 
 

Tabela 11. Presença dos genes de virulência de acordo com o perfil de resistência à meticilina e o genótipo 
das 100 amostras S. aureus estudadas. 
 

Amostras 
Nº (%) de amostras portadoras de genes de virulência 

cna bbp ebpS fnbA fnbB lukS-F sea sec See tsst 

MRSA            

SCCmecII (n=29) 01 (2,9) 0 29 (100,0) 12 (41,4) 0 03 (10,3) 0 0 0 0 

SCCmecIV (n=19) 01 (5,3) 0 10 (52,6) 07 (36,8) 12 (63,2) 11 (57,9) 0 0 0 0 

  Não tipáveis (n=11) 0 0 08 (72,7) 02 (18,2) 03 (27,3) 03 (27,3) 0 0 0 0 

           

Total MRSA (n=59) 02 (3,4) 0 47 (79,7) 21 (35,6) 15 (25,4) 17 (28,8) 0 0 0 0 

           

MSSA (n=41) 21 (51,2) 11 (26,8) 31 (75,6) 23 (56,1) 06 (14,6) 05 (12,2) 03 (7,3) 01 (2,4) 0 0 

           

Total (n=100) 23 (23,0) 11 (11,0) 78 (78,0) 44 (44,0) 21 (21,0) 22 (22,0) 03 (3,0) 01 (1,0) 0 0 

* MRSA: Staphylococcus aureus resistentes à meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensíveis à meticilina 
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De acordo com testes de significância estatística (Tabela 12) os genes de virulência 

cna, bbp e fnbA mostraram-se, significativamente, mais prevalentes nas amostras de 

MSSA, enquanto que o gene lukS-F, codificador da Leucodicina de Panton-Valentine 

(PVL), foi mais prevalente nas amostras de MRSA. Por outro lado, não houve 

diferença significante na prevalência dos genes ebpS, fnbB, sea e sec entre as 

amostars clínicas de MRSA e MSSA avaliadas neste estudo. 

 

Tabela 12. Prevalência dos genes de virulência comparando os grupos de 
Staphylococcus aureus resistentes e sensíveis à meticilina. 
 

Gene Teste qui-quadrado (X²) valor-p Correção 
Prevalência 
significativa 

de virulência de Yates (MRSA x MSSA) 

cna 31,247 < 0,0001 não MSSA 

bbp 15,151 < 0,0001 sim MSSA 

ebpS 0,231 0,6305 não insignificante 

fnbA 4,127 0,0422 não MSSA 

fnbB 1,697 0,1926 não insignificante 

lukS-F 3,893 0,0485 não MRSA 

sea 2,291 0,1301 sim insignificante 

sec 0,034 0,8541 sim insignificante 

see - - - - 

tsst - - - - 

 * nível de significância α = 0,05; MRSA: Staphylococcus aureus resistentes à meticilina; MSSA: 

Staphylococcus aureus sensíveis à meticilina. 
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5.7 Genotipagem das amostras de MRSA a partir da análise do padrão de 

fragmentação do DNA cromossômico após uso de enzima de restrição e 

visualização por eletroforese de campo pulsado (PFGE) 

 

Através desta técnica (Figura 8), foi possível identificar a presença de oito genótipos 

distintos entre as 59 amostras de MRSA, nomeados de A até H conforme demonstra 

o Gráfico 8. 

O genótipo A apresentou o maior número de amostras (37), estando inclusas todas 

as 29 amostras albergando o SCCmecII e mais oito amostras não tipáveis. Neste 

genótipo foram detectados oito subtipos: A1 (19 amostras), A2 (04), A3 (04), A4 (03), 

A5 (02), A6 (01), A7 (01) e A8 (01). O segundo genótipo com maior número de 

amostras foi o genótipo B, englobando 15 amostras, sendo 12 com SCCmecIV e três 

não tipáveis. No genótipo B foram identificados quatro subtipos: B1 (11 amostras), 

B2 (02), B3 (01), B4 (01). Outras sete amostras, que apresentaram o SCCmecIV, 

corresponderam aos demais genótipos identificados. Duas amostras estão 

presentes no genótipo C, enquanto que cada um dos outros genótipos (D, E, F, G e 

H) possuem apenas uma amostra cada.  

 
 
Gráfico 8. Genótipos das amostras de Staphylococus aureus resistentes à meticilina obtidos 
por meio da análise do padrão de fragmentação do DNA cromossomal e separação por 
eletroforese de campo pulsado (PFGE). *O número dentro das áreas do gráfico indica o 
número de amostras presentes em cada subtipo.  
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Figura 8. Foto ilustrativa da eletroforese de campo pulsado (PFGE) evidenciando os 
padrões de fragmentação do DNA cromossômico das amostras de S. aureus resistentes à 
meticilina. Amostras com genótipo A: 66A, 67A, 70A, 73A e 75A; amostras com genótipo B: 
78A, 79A, 80A, 81A, 82A e 83A; amostras com genótipo C: 77A; amostras com genótipo E: 
72A. M - marcado molecular. 
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5.8 Relação entre os genótipos de MRSA detectados e a presença dos 

genes de virulência.  

 

A Tabela 13 correlaciona os genótipos detectados nas amostras de MRSA e o perfil 

de virulência das mesmas. Foi observada a existência de nove perfis de virulência 

distintos entre as 59 amostras de MRSA. As 37 amostras com o genótipo A 

(SCCmecII) apresentaram quatro perfis de virulência distintos (P1, P2, P3 e P4), 

enquanto que as 15 amostras com o genótipo B (SCCmecIV)apresentaram outros 

quatro perfis de virulência (P4, P5, P6 e P7), ao passo que a única amostra do 

genótipo E apresentou o nono perfil de virulência (P9). As demais amostras, 

correspondentes aos genótipos C, D, F, G e H (todas com SCCmecIV) apresentaram 

dois perfis de virulência, encontrados também no genótipo A (P1 e P2).  

Todos os nove perfis de virulência (P1 a P9) identificados neste estudo 

demonstraram a presença de um a três genes de virulência. O perfil P1, 

caracterizado apenas pela presença do gene ebpS, se mostrou o mais prevalente, 

estando presente em 24 amostras dos genótipos A, C, G e H. Caracterizado pela 

presença dos genes ebpS e fnbA, o perfil P2 foi o segundo mais prevalente, sendo 

detectado em 14 amostras dos genótipos A, D e F. O gene de maior prevalência foi 

o gene ebpS, estando presente em seis perfis de virulência distintos (P1, P2, P3, P4, 

P7 e P9), totalizando 47 amostras. O gene lukS-F, responsável pela expressão da 

Leucocidina de Panton-Valentine (PVL), estave presente em quatro perfis de 

virulência distintos (P3, P5, P6 e P7) e presentes em amostras de MRSA dos 

genótipos dominantes: A e B (nos subtipos A1, A2, A4, B1, B2, B3 e B4).  

Os perfis de virulência P4 e P9, encontrados apenas nos subtipos A5 e B3, incluiram 

o gene cna, detectado em apenas duas amostras de MRSA (uma com SCCmecII e 

outra com SCCmecIV) 

Notoriamente, amostras dos genótipos A, C, D, F, G e H apresentaram perfis de 

virulência semelhantes, caracterizadas, principalmente, pela presença do gene ebpS 

e fnbA, diferentemente das cepas do genótipo B, as quais foram caracterizadas pela 

presença do gene fnbB e lukS-F. O gene fnbB foi encontrado apenas no genótipo B 

(SCCmecIV), de modo que os perfis de virulência P5 a P8 mostraram-se específicos 

às amostras desse genótipo. 
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Tabela 13. Correlação entre os genótipos encontrados e o perfil de virulência das amostras de 
Staphylococcus aureus resistentes à meticilina deste estudo. 
 

Genótipo 
Pulsotipo  

(Nº de amostras) 
Perfil  

(Nº de amostras) 

Genes de virulência* 

cna bbp ebpS fnbB fnbA lukS-F sea tsst sec see 

A (37) 

A1 (19) 

P1 (10) - - + - - - - - - - 

P2 (07) - - + - + - - - - - 

P3 (02) - - + - - + - - - - 

A2 (04) 

P1 (01) - - + - - - - - - - 

P2 (02) - - + - + - - - - - 

P3 (01) - - + - - + - - - - 

A3 (04) 
P1 (02) - - + - - - - - - - 

P2 (02) - - + - + - - - - - 

A4 (03) 
P1 (02) - - + - - - - - - - 

P3 (01) - - + - - + - - - - 

A5 (02) 
P1 (01) - - + - - - - - - - 

P4 (01) + - + - + - - - - - 

A6 (01) P2 (01) - - + - + - - - - - 

A7 (01) P1 (01) - - + - - - - - - - 

A8 (01) P1 (01) - - + - - - - - - - 

A9 (01) P1 (01) - - + - - - - - - - 

A10 (01) P1 (01) - - + - - - - - - - 

B (15) 

B1 (11) 

P5 (04) - - - + + + - - - - 

P6 (03) - - - + - + - - - - 

P7 (03) - - + + - + - - - - 

P8 (01) - - - + - - - - - - 

B2 (02) 
P5 (01) - - - + + + - - - - 

P8 (01) - - - + - - - - - - 

B3 (01) P5 (01) - - - + + + - - - - 

B4 (01) P6 (01) - - - + - + - - - - 

C (02) C1 (02) P1 (02) - - + - - - - - - - 

D (01)  D1 (01) P2 (01) - - + - + - - - - - 

E (01) E1 (01) P9 (01) + - + - - - - - - - 

F (01) F1 (01) P2 (01) - - + - + - - - - - 

             

G (01) G1 (01) P1 (01) - - + - - - - - - - 

H (01) H1 (01) P1 (01) - - + - - - - - - - 

* o símbolo “+” indica presença do gene de virulência, enquanto que o símbolo “-“ refere-se à ausência do mesmo. 
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 6 DISCUSSÃO 

 

Staphylococcus aureus é considerado o agente etiológico mais frequente em casos 

de infecções associadas aos cuidados de saúde (IRAS) no Brasil e no mundo. A sua 

versatilidade em adquirir genes de virulência e de resistência lhes confere notória 

habilidade para desenvolver infecções de gravidades variáveis. Em decorrência 

disso, os S. aureus são comumente agentes causadores de um amplo espectro de 

doenças, sendo responsáveis por altas taxas de morbidade e mortalidade nos 

hospitais públicos e privados do país. Diante disso, estudos de caracterização deste 

microrganismo e seus mecanismos de resistência mostram-se imprescindíveis para 

contribuir para a saúde pública, desde em nível local até mesmo mundial. 

No Brasil, S. aureus é a espécie bacteriana mais comumente isolada a partir de 

diversos sítios de infecções (GALES et al., 2009). A maioria das estirpes de nosso 

estudo é originária de infecções de lesões cutâneas e de secreção de infecções 

diversas (45), entretanto, o número de amostras isoladas a partir de infecções de 

corrente sanguínea (41) mostraram que este foi o principal sítio de isolamento. De 

modo similar, outros estudos também apontam alta incidência de infecções de 

corrente sanguínea causadas por S. aureus. Um boletim informativo, publicado em 

dezembro de 2014 pela Rede Nacional de Monitoramento da Resistência Microbiana 

em Serviços de Saúde (Rede RM) da Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA) 

aponta que Staphylococcus aureus é a espécie bacteriana mais frequente em casos 

de bacteremias no Brasil, estando presente em 14,5% dos casos (ANVISA, 2014). 

Bacteremias por S. aureus mostram-se alarmantes devido a dispersão deste 

patógeno no organismo hospedeiro, podendo ocasionar infecções em sítios 

anatômicos distantes (BANNERMAN, 2003).  

Ainda não existe na literatura dados que resumam as taxas de mortalidade em 

pacientes com bacteriemia por S. aureus no Brasil, contudo, são reportados altos 

índices em estudos locais: PORTO et al. (2013) detectou uma taxa de mortalidade 

de 67% (30/45) em pacientes com bacteriemia por S. aureus resistentes à meticilina 

(MRSA) no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia. De modo 

similar, um estudo com pacientes submetidos à hemodiálise em São Paulo, 

realizado por GROTHE et al. (2010) relata que, dentre 156 pacientes analisados, 94 



62 

 

adquiriram bacteriemia e desses, 27 desenvolveram endocardite, dos quais, 15 

foram a óbito. 

No presente estudo, mais de 50% das amostras de S. aureus apresentaram 

resistência aos antimicrobianos beta-lactâmicos testados. Este resultado corrobora 

dados de outros estudos de vigilância epidemiológica que evidenciam que os MRSA 

correspondem de 30% a 60% dos casos de IRAS causadas por S. aureus no Brasil 

(ROSSI, 2011; STEFANI et al., 2012; ANVISA, 2014).  

Os tipos de SCCmec detectados com maior frequência em amostras de S. aureus 

são: I, II, III e IV (CHAMBERS et al., 2007). Comumente, os MRSA associados aos 

cuidados de saúde (HA-MRSA) carream o SCCmec tipo I , II ou III, enquanto que os 

MRSA adquiridos na comunidade (CA-MRSA), normalmente, albergam os tipos IV e 

V (DEURENBERG et al., 2007; TRISTAN et al., 2007).  

No Brasil, até algumas décadas atrás, o Clone Endêmico Brasileiro (CEB), carreador 

do SCCmecIII, mostrava-se o mais prevalente, correspondendo cerca de 70% dos 

MRSA isolados nos hospitais brasileiros (VIVONI et al., 2006). Um estudo de 

MARTINS et al. (2014) realizado em 46 amostras de MRSA isoladas entre 2002 e 

2006 no Hospital Universitário de Botucatu (São Paulo) revelou a prevalência do 

SCCmecIII em 90% das amostras, e do SCCmec tipo IV em 10% destas. De modo 

similar, o estudo realizado por PEREIRA et. al. (2014) também evidenciou a 

prevalência do SCCmecIII em MRSA isolados em hospitais brasileiros, de modo que 

dentre 119 estirpes analisadas, 21 eram MRSA, sendo nove amostras com 

SCCmecIII e 12 com SCCmecIV. Em contraste a estes estudos, nenhuma amostra 

de MRSA com SCCmecIII foi identificada em nosso estudo, sendo detectados 

apenas os SCCmecII (n=29) e  IV (n=19) dentre as 59 amostras estudadas. No 

estudo CAIAFFA-FILHO et al. (2013) o número de cepas de MRSA com o SCCmecII 

foi mais frequente que o CEB em casos de bacteriemiais nosocomiais. Estes 

estudos revelam  uma real mudança na prevalência dos clones epidêmicos no Brasil 

no qual cepas carreadoras do SCCmecII e IV mostram-se cada vez mais presentes 

(FIGUEIREDO et al., 2014).  

Devido a limitações no teste de tipagem do SCCmec, 11 amostras de MRSA do 

presente estudo foram determinadas como não tipáveis devido à amplificação de 
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bandas inespecíficas ou pela não amplificação de genes do SCCmec. Além disso, o 

fato de haver amostras não tipáveis pode estar relacionado com a técnica utilizada, 

já que o teste de tipagem realizado neste estudo permite a identificação apenas dos 

SCCmec dos tipos I a VI.  

Ao correlacionar os tipos SCCmec detectados nas amostras de MRSA e seus 

respectivos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos não beta-lactamicos foi 

verificado que as amostras com o SCCmecII e as não tipáveis apresentaram 

maiores taxas de resistência a uma maior quantidade de antimicrobianos não beta-

lactâmicos em comparação às amostras com SCCmecIV. O perfil de 

susceptibilidade das amostras SCCmecII mostra-se semelhante às amostras com o 

SCCmecIII, as quais, geralmente, apresentam sensibilidade a poucas classes de 

antimicrobianos (CABOCLO et al., 2013). De acordo com PALLIN et al. (2008) cepas 

com SCCmecIV comumente são sensíveis a clindamicina, rifampicina, tetraciclina e 

trimetroprima/sulfametoxazol (TMP/STX). Em nosso estudo, amostras com o 

SCCmecIV foram sensíveis a estes antimicrobianos, estando também em 

concordância com os estudos de LIMA et al. (2014) e CAVALCANTE et al. (2014).. 

Mais de 50% das amostras de MRSA de nosso estudo apresentaram resistência a 

eritromicina, ciprofloxacina e norfloxacina. Além disso, amostras com o SCCmecII e 

não tipáveis mostraram-se resistentes à clindamicina. Do mesmo modo, PENA et al. 

(2014) ao avaliarem o perfil de resistência aos antimicrobianos em MRSA de 

hospitais de Goiânia constatou que mais de 50% das amostras eram resistentes a 

esses mesmos antimicrobianos. Estes dados evidenciam um alto índice de 

resistência a antimicrobianos que são rotineiramente utilizados na prática clínica, o 

que se torna alarmante, pois o uso de antibioticoterapia de amplo espectro pode 

favorecer a seleção de amostras resistentes, além de elevar os custos do tratamento 

(MARRA et al., 2009). 

Todas as amostras de S. aureus do presente estudo apresentaram sensibilidade à 

linezolida. De modo similar, outros estudos também têm detectado altas taxas de 

sensibilidade à linezolida em estirpes nosocomiais de MRSA (CAIFFA-FILHO et al. 

2013; CABOCLO et al. 2013; GALES et al. 2009). Em decorrência disso, a linezolida 

é um antimicrobiano comumente utilizado no tratamento de diversas infecções 
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nosocomiais por MRSA, como pneumonia, infecções de pele e tecidos moles 

(WEIGELT et al. 2005).  

Com exceção de uma amostra, todas as amostras de MRSA foram sensíveis à 

tetraciclina e TMP/STX. Diversos estudos comprovam que, comumente, amostras  

apresentando o SCCmecII e IV apresentam grande sensibilidade a estes 

antimicrobianos, enquanto que os MRSA com SCCmecIII são majoritariamente 

resistentes (CAVALCANTE et al., 2014; CAIFFA-FILHO et al. 2013; CABOCLO et al. 

2013). Alguns autores vêm sugerindo que o uso de tetraciclina e de TMP/STX 

podem funcionar como alternativas terapêuticas para o tratamento de infecções 

associadas a Staphylococcus aureus adquiridos na comunidade (CA-MRSA) 

carreadores do SCCmecIV, assim como infecções causadas por Staphylococcus 

aureus resistentes à vancomicina (VRSA), mas suscetíveis a TMP/STX (BORDON et 

al., 2010; RUHE et al., 2007; SIEVERT et al., 2008).  

 Quarenta e oito amostras de Staphylococcus aureus apresentaram concentração 

mínima inibitória (CMI) de oxacilina menor que o ponto de corte, variando de 0,5 a 

2,0 µg/mL. Entretanto, destas amostras, sete eram portadoras do gene mecA, sendo 

seis amostras com o SCCmecIV e uma não tipada. Em todas as sete amostras o 

halo de inibição de crescimento bacteriano utilizando o disco de cefoxitina 

apresentou diâmetro próximo ao ponto de corte (22 mm). Ao investigar a ocorrência 

deste resultado na literatura, foi verificado comportamento semelhante em amostras 

de S. aureus isoladas em Taiwan, onde dentre 3.160 amostras testadas, 58 

apresentavam o gene mecA e CMI de oxacilina menor ou igual a 2,0 µg/mL. Destas, 

52 amostras apresentaram o SCCmecV e seis o SCCmecIV (CHEN et al. 2012). 

Além disso, segundo OKUMA et al. (2002) cepas de MRSA com SCCmecIV muitas 

vezes não são detectadas na rotina dos laboratórios por apresentarem CMI de 

oxacilina próximo ao ponto de corte. Estes dados destacam a limitação dos testes 

fenotípicos de sensibilidade utilizados na prática clínica para a detecção dos MRSA. 

Sendo assim, a identificação das amostras de MRSA por meio da detecção do gene 

mecA mostra-se o melhor caminho para assegurar a acurácia dos resultados e evitar 

falsos negativos. 

Apesar de já terem sido reportadas amostras clínicas de S. aureus resistentes à 

vancomicina (VRSA) no Brasil, este perfil de resistência ainda é incomum (LUNA et 
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al., 2010). No presente estudo, todas as 100 amostras mostraram-se sensíveis à 

vancomicina. Mesmo diante de baixos valores de CMI para vancomicina, o 

tratamento de infecções causadas por S. aureus com este antimicrobiano sempre 

requer cautela, não somente pela sua toxicidade, mas também por terem sido 

reportados casos de amostras de S. aureus com resistência intermediária (VISA) ou 

com heterorresistência (hVISA) à vancomicina nas quais as falhas terapêuticas se 

mostraram recorrentes (MELLO et al., 2009). Um trabalho que correlacionou as 

CMIs desse fármaco com sua eficácia clínica em 87 pacientes com pneumonia por 

S. aureus mostrou que nas amostras com CMI menor ou igual a 1,0 µg/mL a falha 

do tratamento ocorreu em 22 pacientes, enquanto que em 23 pacientes, cujas 

amostras apresentavam CMI de 2,0 µg/mL, também ocorreu falha no tratamento, 

totalizando assim, 45 casos de falhas terapêuticas com o uso de vancomicina no 

tratamento de amostras sensíveis in vitro a este fármaco (MOISE-BRODER et al., 

2004). Recentemente, um estudo similar que analisou a eficácia da terapia com 

vancomicina em 85 pacientes com pneumonia por MRSA que apresentavam CMI ≤ 

2,0 µg/mL, verificou que 36 destes pacientes não obtiveram sucesso terapêutico 

com este antimicrobiano e foram a óbito (MACHADO et al., 2013).  

Além dos genes de resistência aos antimicrobianos, os genes de virulência também 

contribuem diretamente para a patogenicidade das cepas de S. aureus por 

exercerem papel fundamental em permitir a adesão, a invasão e a permanência 

deste patógeno no organismo hospedeiro (ZECCONI & SCALI, 2013).  No presente 

estudo, a detecção dos principais genes de virulência associados aos S. aureus 

permitiu caracterizar os perfis de virulência destas cepas. 

Os genes de virulência mais prevalentes foram os genes associados à expressão de 

adesinas: ebpS (78%) e fnbA (44%). O gene ebpS é responsável pela expressão da 

proteína de ligação à elastina que permite a adesão do patógeno a tecidos ricos em 

elasticidade, como pele, pulmão e vasos sanguíneos, enquanto que o gene fnbA 

codifica a proteína ligadora de fibronectina A, que promove a invasão do patógeno 

em diversos tecidos do hospedeiro (PARK et al., 1996; GARZONI & KELLEY, 2009).  

Um estudo realizado por SCHUENCK et al. (2012) investigou a presença de genes 

de virulência em 73 amostras clínicas de S. aureus isoladas a partir de dispositivos 

médicos no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia (Rio de Janeiro). Neste 
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trabalho, os genes ebpS e fnbA também mostraram-se os mais prevalentes, sendo 

encontrados, respectivamente, em 73% e 88% das amostras, enquanto que  os 

genes fnbB e bbp apresentaram prevalência de 17% e 10%, demonstrando padrão 

similar ao nosso estudo, cujas prevalências foram de 21% e 11%,  respectivamente. 

Contudo, no trabalho destes autores o gene fnbB foi encontrado exclusivamente em 

amostras com o SCCmecIII similares ao Clone Epidêmico Brasileiro enquanto que 

no presente estudo este gene foi encontrado apenas em amostras de MRSA com 

SCCmecIV. Outra diferença relevante entre estes dois estudos foi a maior presença 

do gene cna, sendo detectado em 67% das amostras, ao passo que em nosso 

estudo a prevalência deste gene foi de apenas 23%. Possivelmente a incidência do 

gene cna, no referido trabalho, mostrou-se superior às relatadas em nosso estudo 

devido às fontes de isolamento utilizadas, tendo em vista o papel do gene cna em 

infecções associadas a dispositivos invasivos. PANIAGUA-CONTRERAS et al. 

(2014) detectaram 100% de presença do gene cna em 21 amostras de MRSA 

isoladas a partir de cateteres intravenosos. 

No estudo realizado por RASMUSSEN et al. (2013) com 88 amostras de MRSA 

provenientes de infecções invasivas, os genes ebpS e fnbA  também foram os mais 

prevalentes, estando presentes em 100% das amostras, enquanto que os genes 

fnbB e bbp foram encontrados em 71 e 78 amostras, respectivamente. Em 

semelhança ao nosso estudo, o gene cna foi um dos genes associados a expressão 

de adesinas menos prevalentes em amostras de MRSA, sendo detectado em 43 

amostras clínicas. De modo geral, foi possivel observar que a prevalência dos genes 

de adesinas pesquisados pode variar, consideravelmente, dependendo do tipo de 

infecção a qual as amostras foram isoladas. Além disso, alguns genes como cna e 

fnbB aparentam ser específicos de determinadas linhagens. 

Ao investigar a presença de genes de virulência associados à expressão de 

importantes toxinas, foi verificada uma baixa prevalência destes em nossas 

amostras. Não foi detectada a presença dos genes see e tsst em nenhuma amostra, 

enquanto que os genes sea e sec apresentaram uma prevalência de apenas 3 e 1% 

respectivamente. Um estudo realizado por CHEN et al. (2013) em 108 amostras (46 

MSSA e 62 MRSA) associadas a bacteremias também não detectou amostras 

portadoras dos genes see. Por outro lado, a prevalência dos genes tsst, sea, sec 

foram de 12%, 20% e 15%, respectivamente, sendo mais elevadas que em nosso 
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estudo. Em outro estudo, realizado por SINA et al. (2013), com 136 amostras de S. 

aureus provenientes de infecções diversas, verificou que a incidência dos genes see 

e tsst foi de 0,8 e 1,0%, enquanto que os genes sea e sec se mostraram presentes 

em 32 e 0,6% das amostras. De um modo geral, os dados apresentados por este e 

outros estudos evidenciam uma baixa prevalência destes genes em amostras 

nosocomiais de S. aureus. Em geral o gene codificador da enterotoxina A (sea) tem 

sido detectado em incidência inferior a 50%, enquanto que os genes responsáveis 

pela expressão das enterotoxinas C (sec) e E (see), e da toxina da síndrome do 

choque tóxico (tsst) continuam sendo encontrados em prevalência inferior a 20% 

(VERKAIK et al., 2010; GUIMARÃES et al., 2014; SABOUNI et al., 2014). 

O gene lukS-F responsável pela expressão da Leucocidina de Panton-Valentine 

(PVL)  foi detectado em 22 amostras de S. aureus, sendo 17 MRSA e cinco MSSA. 

Dentre as 17 amostras de MRSA portadoras do gene lukS-F, onze albergam o 

SCCmec IV, três o SCCmecII e outras três foram não tipáveis. No estudo de 

CAVALCANTE et al. (2012) foi detectada a presença deste gene em três dentre 20 

amostras de MRSA oriundas do Hospital Universitário Clementino Fraga Filho (Rio 

de Janeiro), além disso, todas as três amostram albergavam o SCCmec IV, sendo 

duas dessas de origem comunitária. Similarmente, um estudo realizado por BRUST 

et al. (2013) avaliando a colonização nasal de 80 pacientes internados em um 

Hospital Geral de Niterói (RJ) detectou 16 amostras de S. aureus, sendo 13 

resistentes à meticilina. Todas as amostras de MRSA apresentaram o SCCmecIII e 

as 16 amostras apresentaram o gene da PVL. Em um recente estudo, LIMA et al. 

(2014) encontraram o gene da PVL em 13 de 28 amostras de MRSA isoladas em 

crianças com fibrose cística, no qual cinco (38,4%) amostras apresentaram o 

SCCmecIV, três (23%) o SCCmecII, duas (15,3%) o tipo I e duas (15,3%) amostras 

apresentaram o SCCmec não tipável. GELATTI et al. (2013) anaromperam, em um 

hospital de Porto Alegre, 58 amostras de S. aureus, sendo cinco (8,6%) destas 

amostras caracterizadas como CA-MRSA e, dessas, três (60%) amostras 

albergavam o gene da PVL e apresentavam SCCmecIV. 

A existência de amostras clínicas de S. aureus portadoras do gene lukS-F nos 

hospitais investigados neste estudo revela-se um dado relevante, pois, infecções 

causadas por estas cepas, normalmente, apresentam maior severidade em 

decorrência do papel pró-inflamatório e citolítico da PVL, sendo comumente 
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associadas a infecções de pele e tecidos moles, assim como infecções invasivas e 

graves, como sepse e pneumonia necrotizante. Esta última tem sido frequentemente 

associada aos CA-MRSA produtores de PVL em vários países, apresentando uma 

alta taxa de mortalidade (GILLET et al., 2002, SHALLCROSS et al. 2013 e CHEN et 

al. 2014). 

Apesar de os testes estatísticos terem envidenciado que o grupo das amostras de 

MSSA deste estudo são mais virulentas que as MRSA, ainda não há consenso, na 

literatura, se os MRSA ou os MSSA tendem a ser o grupo de maior virulência, diante 

da aleatoriedade destes resultados em estudos simiares ao nosso. Entretanto, 

alguns autores  afirmam a facilidade na aquisição de genes de virulência em cepas 

S. aureus que apresentam menos genes de resistência em seu genoma, 

especialmente em cepas de MSSA e de MRSA com SCCmec menores (COLLINS et 

al., 2010; JIMENEZ et al., 2011).  

A análise da diversidade clonal das 59 amostras de MRSA do presente estudo 

revelou a presença oito genótipos, nomeados de A até H, cujas amostras 

apresentaram nove perfis de virulência distintos.  

Ainda são escassas na literatura nacional publicações que correlacionem genótipos 

detectados em análise por PFGE e seus respectivos perfis de virulência. Ao 

comparar nossos resultados com o estudo realizado por SCHUENCK et al. (2012), 

foi observada uma menor prevalência de genes de virulência nos perfis do nosso 

estudo, sendo encontrados de um a três genes por perfil, ao passo que no trabalho 

destes autores os perfis apresentavam de três a seis genes de virulência. Além 

disso, em nosso estudo foi observado que no genótipo das amostras com 

SCCmecIV houve predomínio dos genes fnbB e lukS-F  enquanto que no outro 

estudo os genes cna, fnbA e ebpS mostraram-se mais presentes. Outra diferença 

relevante entre os dois estudos foi que neste trabalho o gene fnbB foi encontrado 

apenas em amsotras com o SCCmecIV enquanto que no estudo daqueles autores 

esse gene foi específico de amostras com SCCmecIII.  

Um estudo epidemiológico feito por RODRÍGUEZ et al. (2014) em 159 amostras de 

S. aureus provenientes de colonização nasal de pacientes de zero a cinco anos de 

idade detectou 21 amostras de MRSA, sendo 12 com SCCmecIV e nove não 
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tipáveis distribuídas em seis complexos clonais. Neste trabalho o gene PVL mostrou-

se o mais prevalente, estando presente em 16 cepas, seguido pelo gene tsst, 

detectado em 13 cepas. Os demais genes de virulência associados à expressão de 

enterotoxinas, como sea, seb, sec e see apresentaram baixa prevalência. 

Diferentemente de nosso trabalho, os genes associados à adesinas não foram 

investigados nesta pesquisa. Outro estudo similar, realizado por PANIAGUA-

CONTRERAS et al. (2014), com 21 amostras clínicas de MRSA (três com SCCmecI, 

seis com SCCmecII e 12 com SCCmecIV) provenientes de infecções relacionadas a 

cateter foram divididas em 15 genótipos distintos, apresentando dez perfis de 

virulência. No referido trabalho, foi detectada uma alta prevalência de genes de 

adesinas em todos os MRSA pesquisados: todas as amostras apresentaram os 

genes cna e bbp, enquanto que os genes ebpS, fnbA e fnbB apresentaram taxas de 

prevalência de 90, 90, e 80% respectivamente. Os genes associados a toxinas não 

foram avaliados. 

Em nosso estudo, o genótipo A foi identificado com maior prevalência, sendo 

composto por todas as 29 amostras de MRSA com SCCmecII e mais oito amostras 

de MRSA não tipáveis, abrangendo 63% (n=37) do total de MRSA. Foram 

detectados 10 pulsotipos no genótipo A (A1 ao A10) entre os quais o pulsotipo A1 foi 

o mais prevalente, abrangendo 19 amostras. Todas as 19 amostras de MRSA com 

SCCmecIV juntamente com outras três amostras não tipáveis foram encontradas 

nos outros genótipos, sendo o genótipo B o segundo mais prevalente, contendo 15 

amostras. Assim, ficou caracterizada a circulação de dois genótipos dominantes nos 

hospitais pesquisados. Este pequeno número de genótipos circulantes nos hospitais 

estudados indica a necessidade de melhorias no sistema de vigilância e a adoção de 

medidas eficazes de controle que evitem a disseminação intra-hospitalar destes 

genótipos. 

 No estudo realizado por PEREIRA et al. (2014) foram detectados em três genótipos 

distintos em 21 estirpes de MRSA identificadas em infecções diversas em pacientes 

de uma UTI pediátrica (Botucatu – São Paulo). Nove destas amostras apresentaram 

o  SCCmecIII e foram correlacionadas ao clone epidêmico brasileiro (CEB), e outras 

12 amostras com o SCCmecIV estavam associadas à dois clones CA-MRSA, um 

americano (USA800) e outro japonês (JCSC4469). Em contraste, não foram 

detectadas amostras carreadoras do SCCmecIII em nosso estudo, e por 
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consequência, não foram detectadas amostras relacionadas ao CEB dentre os 59 

MRSA analisados. 

Todas as amostras albergando o SCCmecII foram classificadas no mesmo genótipo, 

enquanto que as amostras com o SCCmecIV apresentaram uma maior diversidade 

genotípica por estarem distribuídos em sete genótipos distintos, indicando que a 

presença dos MRSA com SCCmecIV nas instituições de saúde pesquisadas possui 

origem policlonal. Essa diversidade genotípica característica das amostras com 

SCCmecIV também foi verificada em outros estudos (RODRIGUES et al., 2013; 

SCHUENCK et al., 2009; BARTELS et al., 2007). De acordo com ROBINSON & 

ENRIGHT (2003) esta alta diversidade é causada não somente pela dispersão 

destes genótipos entre os pacientes, mas também pela disseminação de elementos 

SCCmecIV nos Staphylococcus aureus sensíveis à meticilina (MSSA). 

 Os resultados apresentados neste estudo evidenciam que é cada vez mais 

importante a realização de uma vigilância epidemiológica ativa nas instituições de 

saúde, objetivando a detecção e a caracterização de cepas de MRSA, não somente 

quanto aos tipos SCCmec, como também em relação aos genótipos e a presença de 

determinantes de virulência. O conhecimento da epidemiologia local dos principais 

agentes etiológicos das infecções associadas aos cuidados de saúde (IRAS) , assim 

como os Staphylococcus aureus, é imprescindível para o estabelecimento de 

medidas de prevenção e controle da disseminação destes microrganismos. Além 

disso, estes estudos epidemiológicos permitem identificar importantes mudanças no 

perfil de resistência aos antimicrobianos utilizados na pratica clínica, 

compreendendo assim o perfil da população de microrganismos de cada hospital no 

intuito final de estabelecer medidas eficazes de combate às altas taxas de 

mortalidade e morbidade associadas às IRAS por S. aureus no Brasil. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 As amostras de MRSA deste estudo apresentaram um alto índice de 

resistência aos fármacos comumente utilizados na prática clínica como oxacilina, 

eritromicina, ciprofloxacina, norfloxacina, rifampicina e clindamicina.  

 

 Foi verificada uma elevada taxa de sensibilidade das amostras de MRSA a 

trimetoprima/sulfametoxazol, tetraciclina e gentamicina, revelando-se importantes 

alternativas terapêuticas em infecções por este agente; 

 

 Este estudo demonstrou a prevalência dos SCCmec tipo II e IV nas amostras 

de MRSA das instituições de saúde pesquisadas. Foi observada a ausência do 

Clone Epidêmico Brasileiro (SCCmecIII) nos hospitais e no período pesquisados;  

 

 Ficou evidente a limitação dos testes fenotípicos de sensibilidade aos 

antimicrobianos para a detecção de algumas cepas de MRSA comumente utilizados 

na rotina clínica, como o teste de determinação da concentração mínima inibitória e 

o teste de difusão a partir do disco de antimicrobiano. 

 

 As amostras de MRSA do presente estudo revelaram-se pouco virulentas 

diante da existência de um número reduzido de genes nos perfis de virulência 

identificados.  

 

 Os genes de virulência ebpS e fnbA  mostraram-se os mais disseminados 

entre as amostras analisadas enquanto os genes associados à expressão de toxinas 

mostraram-se pouco frequentes ou ausentes; 

 

 Os genes cna, bbp e fnbA apresentaram relevante prevalência nas amostras 

de MSSA, denotando maior virulência destas em comparação às MRSA estudadas. 
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 O gene da PVL mostrou-se mais frequente em amostras com o SCCmecIV 

(genótipo B), demonstrando uma característica de maior facilidade de se inserir em 

amostras que apresentam SCCmec menores; 

 

 Houve a prevalência de dois genótipos dominantes (A e B) nos hospitais de 

nossa região em relação às amostras de MRSA analisadas. 

 

 O perfil de virulência dos dois genótipos dominantes mostrou-se específico 

aos mesmos diante da dominância do gene ebpS no genótipo A e dos genes fnbB e 

lukS-F  no genótipo B;  

 

 Foi observada uma possível entrada de diferentes clones albergando o 

SCCmecIV nas instituições hospitalares analisadas em função da grande 

diversidade genotípica destas amostras. 
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