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Resumo 

 

Staphylococcus aureus se destaca por sua patogenicidade e alta frequência, permitindo que 

este agente seja capaz de produzir doenças tanto em indivíduos sadios quanto em 

imunocomprometidos por sua fácil disseminação. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a 

distribuição de clones de S. aureus sensíveis e resistentes à meticilina (MSSA/MRSA) em 50 

isolados provenientes de pacientes com infecções de pele da Seção de Dermatologia do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina (FMB) de Botucatu, 50 isolados de idosos de 

Instituições de Longa Permanência (ILP) de Bauru e 50 isolados provenientes de detentos do 

Centro de Ressocialização (CR) de Avaré. Os isolados de S. aureus foram submetidos à 

técnica de E-test para determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM). Para 

determinação do perfil de virulência e resistência à oxacilina nos 150 isolados de S. aureus 

foram realizadas reações em cadeia da polimerase (PCR) para a detecção dos genes mecA, 

cassete cromossômico estafilocócio mec (SCCmec), genes codificadores das enterotoxinas 

(sea, seb e sec-1), toxinas esfoliativas A e B (eta e etb), toxina 1 da síndrome do choque 

tóxico (tst), leucocidina de Panton-Valentine (lukS-PV e lukF-PV), hemolisinas alfa e delta 

(hla e hld) e biofilme (icaA e icaD). O perfil clonal dos isolados MSSA e MRSA foi 

caracterizado por Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), e os clones de MRSA foram 

submetidos a tipagem molecular por Multilocus Sequence Typing (MLST) e spa typing. Os 

resultados revelaram maior prevalência de MRSA nas instituições de longa permanência, 

além de apresentarem CIM90 64µg/mL para oxacilina e CIM90 >256 µg/mL para clindamicina. 

Das 150 amostras de S. aureus estudadas, 20 (13,3%) eram carreadoras do gene mecA, sendo  

detectados sete isolados albergando o SCCmec tipo IV, nove carreando o SCCmec tipo II, 

apenas um isolado carreando o SCCmec tipo I e 3 isolados não foram tipados pelo protocolo 

utilizado. Entre os fatores de virulência, a enterotoxina A foi a de maior prevalência em todas 

as origens. É importante ressaltar que 10% dos isolados provenientes do Centro de 



 

Ressocialização (CR) carreavam o gene tst e 20% dos S. aureus de pacientes da Dermatologia 

apresentaram o gene luk-PV. Apenas isolados do CR e da Dermatologia apresentaram o gene 

que codifica a toxina esfoliatina A, além disso, mais de 90% dos isolados de S. aureus de 

todas as origens foram positivos para os genes das hemolisinas (hla e hld) e biofilme (icaA e 

icaD). A tipagem molecular para a determinação dos clusters sensíveis e resistentes realizada 

pela técnica de PFGE demonstrou grande disseminação de cepas entre pacientes, detentos e 

idosos. Através da técnica de MLST foi possível observar nas ILPs a presença de diferentes 

sequence types (STs) (2594, 2599, 105 e 1176), porém todas pertencentes ao mesmo spa type 

(t002). No CR os dois MRSA foram tipados como ST5, porém, os spa types foram distintos 

(t002 e t1062). Os três clusters obtidos na Dermatologia revelaram STs diferentes (83, 105 e 

1176), assim como os spa types (t7083, t954 e t002). Apesar da distribuição de diferentes 

STs, todos pertenciam ao mesmo complexo clonal (CC5), provando que pertencem a uma 

origem comum. O estudo revelou que indivíduos assintomáticos apresentam uma prevalência 

significativa dos genes de virulência entre os isolados de S. aureus, com uma maior presença 

dos genes de produção do biofilme e hemolisinas. Além disso, os clusters encontrados no 

estudo demonstram a importância da implantação de novas medidas de prevenção e controle 

da disseminação desses micro-organismos nos hospitais e nas instituições fechadas. 

 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, MRSA, genes de virulência, resistência. 

 

 



 

Abstract 

 

Staphylococcus aureus is distinguished by its high pathogenicity and frequency, allowing that 

this agent is capable of producing diseases in both healthy individuals and 

immunocompromised due to its easy dissemination. The aim of this work was to characterize 

the distribution of clones of S. aureus sensitive and resistant (MSSA/MRSA) in 50 isolates 

from patients with skin infections of Section of Dermatology of the University Hospital of the 

Botucatu Medical School Hospital of the (FMB), 50 isolates of elderly residents of nursing 

homes of Bauru and 50 isolates from inmates of Detention Center of Avare. The isolates of S. 

aureus were subjected to the technique of E-test for determination of Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC). To determine the virulence profile and oxacillin resistance in 150 

isolates of S. aureus was used Polymerase Chain Reaction (PCR) for the detection of mecA 

gene, staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), genes encoding enterotoxins (sea, 

seb and sec-1), exfoliative toxins A and B (eta e etb), toxic shock syndrome toxin 1 (tst), 

Panton-Valentine leukocidin (lukS-PV and lukF-PV), alpha and delta hemolysin (hla and hld) 

and biofilm (icaA and icaD). The clonal profile of MRSA and MSSA isolates were 

characterized by Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE), and MRSA clones were subjected 

to molecular typing Multilocus Sequence Typing (MLST) and spa typing. The results 

revealed a higher prevalence of MRSA in institutional settings, besides having MIC90 

64μg/mL for oxacillin and MIC90 > 256 mg/mL for clindamycin. Of the 150 samples of S. 

aureus studied, 20 (13.3%) were mecA carriers, being detected seven isolates harboring 

SCCmec type IV nine carrying the SCCmec type II, only one isolate carrying the SCCmec 

type I and 3 isolates were not typed by the protocol used. Among the virulence factors, 

enterotoxin A was the most prevalent in all sources. Is important to note, 10% of isolates from 

Center Resocialization (CR) carried the tst gene and 20% of S. aureus in dermatology patients 



 

had the luk-PV gene. Only isolates of CR and Dermatology showed the gene encoding the 

esfoliatin A toxin addition, over 90% of the isolates of S. aureus from all sources were 

positive for hemolysin genes (hla and hld) and biofilm (icaA and icaD). The molecular typing 

for the determination of the sensitive and resistant clusters using the technique of PFGE 

showed great spread of strains between patients, inmates and the elderly. Through the 

technique of MLST was observed in ILPs the presence of different sequence types (STs) 

(2594, 2599 and 105 in 1176), but all belonging to the same spa type (t002). In CR the two 

MRSA were typed as ST5, however, were different spa types (t1062 and t002). The three 

clusters obtained in Dermatology revealed different STs (83, 105 and 1176) and the spa types 

(t7083, t954 and t002). Although the distribution of different STs, all belonged to the same 

clonal complex (CC5), proving that belong to a common origin. The study showed that 

asymptomatic individuals show a significant prevalence of virulence among isolates of S. 

aureus, with a greater presence of genes for production of the biofilm and hemolysin. 

Moreover, the clusters found in this study show the importance of implementing new 

measures to prevent and control the spread of these microorganisms in hospitals and 

institutional settings. 

 

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, MRSA, virulence genes, resistant. 
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1. Introdução 
 

Staphylococcus aureus é um dos patógenos mais isolados tanto em infecções no 

ambiente hospitalar quanto na comunidade e representa um grande problema para os sistemas 

de saúde pública devido à facilidade de adquirir resistência aos antimicrobianos utilizados. É 

responsável por uma grande variedade de infecções, atingindo desde tecidos superficiais até 

os mais profundos onde penetram através do rompimento das barreiras naturais, sendo assim 

associados a doenças de pele e tecidos moles, a infecções graves como síndrome do choque 

tóxico e sepse que podem ser fatais. Com isso, destaca-se por sua patogenicidade e alta 

frequência, causando doenças tanto em indivíduos imunocomprometidos quanto em 

sadios.1,2,3 

A colonização nasal pelo S. aureus é desprovida de sintomas, ou seja, o indivíduo não 

desenvolve infecção. Essa colonização assintomática tem grande importância clínica, uma vez 

que, com as narinas colonizadas, o indivíduo contamina as próprias mãos e passa a ser veículo 

de transferência da bactéria no mecanismo de infecções por contato.4 

Em 1961 houve relatos de S. aureus resistente à meticilina (MRSA) e até a década de 

1990 foi considerado um patógeno nosocomial chamado de HA-MRSA (Health-Care-

associated Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) com um número limitado de clones 

causando infecções graves em indivíduos com fatores de risco associados aos cuidados de 

saúde. No entanto, a transmissão na comunidade entre indivíduos sem fatores de risco tem 

sido reportada nos últimos anos. Nesse contexto, identificaram-se isolados com características 

genéticas específicas, denominados CA-MRSA (Community-associated Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus).5 

Apesar da dificuldade na distinção entre essas cepas, CA-MRSA caracterizam-se por 

apresentarem maior susceptibilidade aos agentes não beta-lactâmicos, carrearem 
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principalmente o SCCmec tipo IV e possuírem com maior frequência o gene da leucocidina 

Panton-Valentine (PVL).6 

A incidência de CA-MRSA varia geograficamente e de acordo com sexo e idade, até a 

atual data há relatos que  CA-MRSA tem afetado jovens, adultos e crianças. A transmissão 

tem ocorrido com facilidade entre detentos, atletas, soldados militares, homens que fazem 

sexo com homem, usuários de drogas injetáveis, pessoas com pele e mucosas comprometidas, 

hábitos de higiene precários e entre crianças de creches devido ao contato com secreções 

nasais contaminadas.7,8 

Um fator comum desta propagação é a concentração de pessoas, contato físico pele a 

pele com lesões infecciosas ou danos na pele, o uso indiscriminado de antibióticos, partilha de 

objetos de uso pessoal que podem estar contaminados e que entram em contato com a pele 

não íntegra, além da prática deficiente de regras de higiene, como a falta de lavagem de mãos 

que podem propiciar a transmissão da bactéria.9 Tal fato ocorre com frequência em ambientes 

prisionais que são focos de transmissão de patógenos, tornando essencial que as práticas de 

controle de infecção sejam reavaliadas e novas atitudes possam proteger a propagação deste 

micro-organismo, uma vez que os indivíduos mantidos no sistema prisional recebem 

frequentemente visitas familiares e íntimas podendo levar a uma disseminação para a 

comunidade. 

Infecções de pele e tecidos moles estão entre as infecções bacterianas mais comuns em 

seres humanos, tanto na comunidade quanto em hospitais, e o tratamento é dificultado pelo 

aumento da frequência de MRSA nesses ambientes.10 

Mais recentemente, as instituições de longa permanência (ILP) têm sido cada vez mais 

reconhecidas como reservatórios deste patógeno, isto pode ser devido à idade avançada dos 

idosos, estilo de vida, a necessidade de dispositivos invasivos, a presença de feridas crônicas, 

a dependência dos trabalhadores de saúde e hospitalização anterior, resultando em muitos 
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casos de colonização por MRSA que permanecem não reconhecidos e que levam a uma 

disseminação entre idosos, familiares e profissionais da área da saúde devido ao contato direto 

entre eles. Além disso, os idosos são considerados um grupo vulnerável que é internado nos 

hospitais com maior frequência podendo ser fonte desses micro-organismos na interface 

ambiente hospitalar e comunidade.11,12 

Após a entrada no hospedeiro, um passo crítico para a infecção é a capacidade do 

agente patogênico de escapar do reconhecimento e destruição pelo sistema imunológico do 

hospedeiro. Para este fim, S. aureus expressa diversos fatores de virulência que promovem a 

sobrevivência no hospedeiro e facilitam a patogênese. Isto inclui a produção de moléculas que 

provocam a lise da célula hospedeira e as que podem inibir as principais funções dos 

leucócitos, incluindo o recrutamento para o local da infecção, a fagocitose e atividade 

bactericida. Para o sucesso da infecção, S. aureus produz e secreta uma grande variedade de 

toxinas, proteínas de adesão, enzimas extracelulares e exotoxinas que são responsáveis pelos 

sintomas e gravidade das infecções.13 

S. aureus produz algumas exotoxinas como a toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico 

(TSST-1), enterotoxinas estafilocócicas (SEs) e as toxinas esfoliativas (ETs). Entre elas, a 

TSST-1 e as enterotoxinas são conhecidas como superantígenos por possuírem a capacidade 

de estimular a proliferação de linfócitos T.14 As enterotoxinas estão associadas a quadros de 

intoxicação alimentar, incluindo êmese, e atualmente são nomeadas de A-E, G-I, R, S e T.15 

A leucocidina Panton Valentine, característica das cepas de CA-MRSA, é uma toxina 

formadora de poros codificada pelos genes LukS-PV e lukF-PV e que causam destruição de 

leucócitos e necrose do tecido. Cepas produtoras de PVL têm sido associadas com a formação 

de abscesso na pele, furunculose e casos graves de pneumonia necrotizante.16 

As hemolisinas são toxinas que apresentam atividade hemolítica, ou seja, capacidade 

de formar poros na membrana das células do sistema imune, atividade dermonecrótica 
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importante em infecções de pele e efeitos neurotóxicos.3 

Além de expressar diversos fatores de virulência, S. aureus tem capacidade de formar 

biofilme na superfície de materiais estranhos ao organismo, como cateteres endovenosos e 

próteses, que funcionam como locais protegidos contra ação de antibióticos e do sistema 

imunológico do hospedeiro, levando a dificuldades no tratamento.17 

É importante ressaltar que a presença de MSSA também é de grande relevância por 

possuírem fatores de virulência que aumentam sua capacidade de invasão e sobrevivência 

levando a um maior poder de disseminação, e pelo fato desses micro-organismos serem a 

provável origem de cepas MRSA. 

O surgimento de cepas MRSA é um desafio importante na terapia estafilocócica, uma 

vez que estas cepas são predominantemente resistentes a todos os beta-lactâmicos. O alvo de 

atuação dos antibióticos beta-lactâmicos são as chamadas proteínas ligadoras de penicilina 

(Penicillin-Binding Protein-PBP), proteínas de membrana envolvidas na biossíntese da parede 

celular bacteriana. Os beta-lactâmicos que interagem com as PBPs, impedem a formação 

completa da camada de peptideoglicano, desencadeando a morte bacteriana. Porém, na 

presença do gene mecA, ocorrem alterações das proteínas de ligação através da codificação de 

uma nova proteína alvo, denominada PBP 2a que apresenta baixa afinidade aos beta-

lactâmicos. Os antibióticos beta-lactâmicos que são usados clinicamente não se ligam à PBP 

2a em concentrações terapêuticas e, portanto, levam a uma falta de eficácia contra infecções 

causadas por MRSA.18,19 

O gene mecA está localizado em um complexo genético móvel chamado 

Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec). Até o momento, onze tipos de 

SCCmec têm sido descritos para S. aureus, utilizando a combinação de duas partes: o 

complexo ccr e o complexo mec, com três genes ccr filogeneticamente distintos classificados 

como: ccrA, ccrB e ccrC. Além disso, há seis classes do complexo gene mec (classe A, B, C1, 
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C2, D e classe E), sendo que na classe D não temos nenhum SCCmec descrito até o 

momento.19,20 

Os diferentes tipos de SCCmec são classificados como: SCCmec tipo I (complexo 

gene mec classe B e ccrA1B1), SCCmec tipo II (complexo gene mec classe A e ccrA2B2), 

SCCmec tipo III (complexo gene mec classe A e ccrA3B3), SCCmec tipo IV (complexo gene 

mec classe B e ccrA2B2), e SCCmec tipo V (complexo gene mec classe C2 e ccrC), SCCmec 

tipo VI (complexo gene mec classe B e ccrA4B4), SCCmec tipo VII (complexo gene mec 

classe C1 e ccrC) e SCCmec tipo VIII (complexo gene mec classe A e ccrA4B4), SCCmec 

tipo IX (complexo gene mec classe C2 e ccrA1B1), SCCmec tipo X (complexo gene mec 

classe C1 e ccrA1B6) e SCCmec tipo XII (complexo gene mec classe E e ccrA1B3). A região 

restante do SCCmec é chamada de região J (Joining region), que possui componentes não 

essenciais do cassete que podem carrear determinantes de resistência antimicrobiana 

adicionais.20 

Os métodos de tipagem surgiram devido às necessidades de técnicas eficazes para 

determinação da origem dos agentes patogênicos com alta taxa de virulência, 

transmissibilidade e resistência aos antibióticos. O método de tipagem mais utilizado é a 

Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE), que se baseia na análise de fragmentos de DNA 

digerido por Smal. Os fragmentos são comparados por PFGE e tipicamente agrupados de 

acordo com um coeficiente de similaridade de 80%, mas embora seja "padrão ouro" para 

MRSA apresenta várias desvantagens: requer habilidades, técnicas únicas, tem um custo 

elevado de instalação, e na comparação interlaboratorial dos resultados não é o melhor 

método, por isso as abordagens baseadas na sequência de DNA estão se tornando mais 

frequentemente utilizadas, pois as sequências podem ser facilmente transferidas entre 

laboratórios de diversos países.21,22 

O Multilocus Sequence Typing (MLST) é um método altamente discriminatório para 
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tipagem de cepas e caracteriza isolados com base na sequência de fragmentos internos de 

aproximadamente 450 pb de sete genes constitucionais (housekeeping), isto é, arcC, aroE, 

glpF, gmk_, pta_, tpi_ e yqiL. Cada alelo recebe um número, onde através da combinação de 

alelos dos sete genes housekeeping é possível classificar cada isolado com um tipo de 

sequência (ST) que definem a origem evolutiva dos isolados, onde aqueles que compartilham 

mais de cinco alelos idênticos são agrupados em um mesmo complexo clonal, através da 

comparação com os alelos conhecidos em cada locus no banco de dados do MLST 

(http://saureus.mlst.net), sendo possível trabalhar com a epidemiologia local e global, a curto 

e a longo prazo.5,23 

Outra técnica utilizada para tipagem de S. aureus é o spa typing, um método de 

sequenciamento de um único locus que determina as variações na sequência da região 

polimórfica X ou sequência de repetições curtas (SSR) do gene da proteína A, uma proteína 

de superfície que atua como um disfarce imunológico, sendo considerada um potente fator de 

virulência. A diversidade do gene spa consiste no número de pequenas sequências de 

repetições (repeats) contidas na região X, onde a diversidade da região SSR parece surgir da 

deleção e duplicação de repetitivas unidades e também por pontos de mutação. Um código 

alfa numérico é atribuído a diferentes repetições, definindo a ordem de repetições específicas 

como tipos de spa. Este locus é altamente polimórfico, devido a uma região interna de 

repetições curtas variáveis em tandem, que variam não só em número, mas também devido a 

substituições de nucleotídeos dentro das unidades de repetição individuais.5,21,24  

A técnica fornece dados portáteis e inequívocos que têm demonstrado a sua utilidade 

para fins epidemiológicos como a transmissão e investigações de surtos em vários níveis 

geográficos com vantagens em termos de velocidade, facilidade de uso, padronização e 

reprodutibilidade quando comparada com a técnica de MLST.25 

Controlar e entender S. aureus em ambos os ambientes hospitalares e da comunidade é 
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uma preocupação importante de saúde pública que é ressaltada pela contínua evolução e 

desenvolvimento de MRSA. Esse impacto causado na saúde humana levou a intensa 

investigação deste organismo nos últimos anos e a tipagem molecular tem uma importante 

contribuição por ser uma ferramenta que permite o estudo da origem clonal e epidemiologia 

de surtos de S. aureus desempenhando um papel crescente no controle de S. aureus.21 

Os dados da literatura são escassos em relação aos isolados de MSSA, porém 

apresentam uma importância significativa, pois é necessário controlar e entender a 

disseminação de isolados sensíveis, uma vez que estes são a origem dos isolados resistentes e 

são disseminados muitas vezes de forma assintomática. Portanto, devido aos aspectos 

observados nos últimos anos o estudo da epidemiologia de MSSA é de extrema importância 

para melhor conhecimento do potencial patogênico desse micro-organismo visando melhores 

medidas de controle para a redução do risco de transmissão de S. aureus entre a população e 

no ambiente hospitalar. 
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2. Objetivos 
 

2.1 Objetivo geral 

Caracterizar a distribuição de clones de MSSA e MRSA em amostras provenientes de 

três cidades do interior de São Paulo, identificando a prevalência de fatores de virulência e 

resistência aos antimicrobianos nos isolados incluídos no estudo. 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Determinar a Concentração Inibitória Miníma (CIM) de Oxacilina, Clindamicina, 

Trimetoprim/Sulfametoxazol, Linezolida, Quinupristina/Dalfopristina e Vancomicina  

• Detectar o gene mecA nas amostras de S. aureus. 

• Caracterizar os tipos de SCCmec nas amostras de MRSA. 

• Determinar genotipicamente os fatores de virulência para a produção das enterotoxinas 

clássicas, toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico, biofilme, leucocidina Panton Valentine, 

hemolisina alfa e delta e toxinas esfoliativas. 

• Determinar a similaridade genética dos isolados pela técnica de eletroforese em campo 

pulsado (PFGE). 

• Verificar a distribuição de clones de MRSA pelas técnicas de MLST e spa typing. 
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3. Material e Métodos 
 

3.1 Amostragem 

 Foram analisadas um total de 150 amostras de S. aureus, sendo 50 amostras de S. 

aureus isoladas de pacientes com infecções purulentas de pele e/ou de tecidos moles que 

procuraram atendimento em ambulatório de Dermatologia do Hospital das Clínicas (HC) da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), 50 swabs nasais de presidiários mantidos no 

Centro de Ressocialização de Avaré, SP (CR) por um período mínimo de três meses, 50 

swabs nasais de idosos acima de 60 anos mantidos em ILPs de Bauru, SP.  

Foram excluídos do estudo amostras isoladas de indivíduos que foram internados em 

ambiente hospitalar até um ano antes da coleta, foram submetidos a procedimentos invasivos 

nos últimos doze meses e/ou fizeram uso de antibióticos nos trinta dias anteriores à coleta.  

 

3.2 Local de estudo 

A população carcerária que participou deste estudo é proveniente do Centro de 

Ressocialização, um presídio Estadual administrado pelo Sistema de Administração 

Penitenciária (SAP) do Estado de São Paulo, possui 210 vagas distribuídas em três módulos, 

em forma da letra “U”; cada módulo possui seis alojamentos, e cada alojamento acolhe 12 

detentos. Os detentos entram em contato com a população externa do presídio uma a duas 

vezes por semana, sendo obrigatoriamente parentes. Existiam exigências quanto ao banho 

diário, às roupas limpas, higiene pessoal e orientações constantes quanto a doenças 

infectocontagiosas. Todos os detentos que são inclusos no sistema passam pela enfermaria e 

recebem vacinas (hepatite B, tétano, sarampo, rubéola e caxumba) e as vacinas de febre 

amarela e influenza que são administradas quando orientado pela Secretaria de Saúde. Além 

disso, são realizados testes sorológicos (VDRL, HIV, hepatite B e C) na admissão do detento. 

Os idosos incluídos nesse estudo são provenientes de 7 Instituições de Longa 

Permanência na cidade de Bauru e as características dessas ILPs são descritas no Anexo B. 
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 Também foram incluídos no estudo pacientes com infecções purulentas de pele e/ou 

de tecidos moles que procuraram atendimento em ambulatório e/ou serviço de emergência do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, SP, na especialidade da 

Dermatologia. O Hospital das Clínicas da FMB possui nível de atendimento terciário, sendo 

referência para pacientes da cidade de Botucatu e de toda região. 

 

3.3 Identificação de S. aureus 

Os micro-organismos isolados foram submetidos à coloração de Gram objetivando-se 

a observação de sua morfologia e coloração específica. Após a confirmação dessas 

características, foram realizadas as provas de catalase, coagulase em tubo e as provas 

bioquímicas maltose, trealose e manitol para diferenciação de S. aureus de outras espécies de 

Staphylococcus coagulase positiva.26,27 

A confirmação genotípica para os isolados de S. aureus foi realizada através da 

detecção do gene 16S RNAr e SA442 após a extração do DNA (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Oligonucleotídeos utilizados para a detecção dos genes 16S RNAr e SA442. 

Primer Sequência de nucleotídeos Produto amplificado 

16S RNAr 1 

16S RNAr 2 

CCT ATA AGA CTG GGA TAA CTT CGG G 

CTT TGA GTT TCA ACC TTG CGG TCG 
791 

SA442 1 

SA442 2 

AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATA TTC TTC ACG 

CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA 
241 

Fonte: Mason et al.28; Martineau et al.29 

 

3.4 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

 A sensibilidade antimicrobiana in vitro das cepas de S. aureus foi avaliada para 

oxacilina, clindamicina, linezolida, quinupristina/dalfopristina, sulfametoxazol/trimetropim e 

vancomicina. Para tanto, foi determinada a concentração inibitória mínima (CIM) dessas 
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drogas, através do método de E-test. Este procedimento é um método quantitativo, que utiliza 

tira de plástico inerte e transparente, medindo 60 mm de comprimento por 5,5 mm de largura, 

na qual é incorporado um gradiente de concentração estabilizado do antimicrobiano a ser 

pesquisado. A concentração das diversas drogas no E-test varia de 0,002 a 256 µg/ml.  

 O resultado da CIM foi denominado sensível, intermediário ou resistente de acordo 

com as definições pré-estabelecidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI).30 

 

3.5 Extração do ácido nucléico 

 O ácido nucléico foi extraído a partir de linhagens de S. aureus cultivadas em ágar 

sangue, inoculadas individualmente em caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI) e 

incubadas a 37oC por 24 h.  

 Para a extração foi utilizado o Kit Illustra (GE Healthcare) que consiste na digestão 

inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K (20 mg/ml). A 

seguir, 500 l da solução de extração foi adicionada à mistura e esta centrifugada a 5.000 x g 

por 1 min. Em seguida o sobrenadante foi transferido para a coluna GFX e centrifugado a 

5.000 x g por 1 minuto. O líquido coletado foi descartado e 500 l de solução de extração foi 

adicionado novamente à coluna. Após a centrifugação e descarte do líquido coletado, 500 l 

da solução de lavagem foi adicionada à coluna e esta submetida à centrifugação a 14.000 x 

rpm por 3 min. A coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200  l de água MilliQ 

aquecida a 70oC que foi utilizada para a eluição. As amostras foram centrifugadas novamente 

a 5000 x g por 1 minuto, e a coluna de GFX desprezada. O DNA extraído foi mantido a -

20°C. 
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3.6 Detecção do gene de resistência à meticilina em S. aureus (mecA) 

 As reações de PCR para a detecção do gene mecA foram realizadas conforme os 

parâmetros descritos por Murakami et al. (Tabela 2) 31 Em todas as reações realizadas foram 

utilizadas linhagens de referência internacional, como controle positivo (S. aureus ATCC 

33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923). 

 

Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados para a detecção do gene mecA 

Primer Sequência de nucleotídeos  Produto amplificado 

mecA1 AAA  ATC  GAT  GGT  AAA  GGT  TGG 
 

533 pb 

mecA2 AGT   TCT  GCA  GTA  CCG  GAT  TTG 
 

Fonte: Murakami et al.31 

 

3.7 Determinação do tipo de SCCmec (Staphylococcal Cassette Chromosome mec)  

A determinação do tipo de SCCmec foi realizada utilizando-se o método de reação de 

PCR Multiplex, conforme descrito por Oliveira e de Lencastre32 e atualizado por Milheiriço et 

al.33  

Como controle para a tipagem do SCCmec foram utilizadas as cepas COL para 

SCCmec tipo I; N315 para SCCmec tipo IA; PER34 para o SCCmec tipo II; AN546 para o 

SCCmec tipo III; HU25 para o SCCmec tipo IIIA e MW2 para o SCCmec tipo IV (Tabela 3). 
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Tabela 3. Oligonucleotídeos utilizados para a detecção do Cassete Cromossômico 

Estafilocócico mec (SCCmec) em S. aureus. 

Fonte: Oliveira e Lencastre32; Milheiriço et al.33 

 

3.8 Detecção dos genes de virulência 

As reações de PCR para os genes das hemolisinas alfa e delta (hla e hld), assim como 

os primers utilizados, foram segundo descrito por Marconi et al.34 As reações de amplificação 

dos genes das enterotoxinas (sea, seb e sec-1), e para o gene da toxina da síndrome do choque 

tóxico (tst) foram realizadas segundo Cunha et al.35 e Johnson et al.36 As reações para o gene 

leucocidina Panton-Valentine (pvl) e genes das toxinas esfoliativas (eta, etb) foram realizadas 

segundo descrito por Tristan et al.37 e Koning et al.38 Amplificação dos genes icaA e icaD, 

Primer Sequência de nucleotídeos SCCmec/Região J Produto (pb) 

dcs F2 

dcs R1 

5’ – CATCCTATGATAGCTTGGTC – 3’ 

5’ – CTAAATCATAGCCATGACCG – 3’ 
I, II, IV e VI, região J3 342 

mecA P4 

mecA P7 

5’ – TCCAGATTACAACTTCACCAGG – 3’ 

5’ – CCACTTCATATCTTGTAACG – 3’ 

Controle interno 

positivo 
162 

cif2 F2 

cif2 R2 

5’ – TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG – 3’ 

5’ – ATTTACCACAAGGACTACCAGC – 3’ 
I, região J1 495 

mecI P2 

mecI P3 

5’ – ATCAAGACTTGCATTCAGGC – 3’ 

5’ – GCGGTTTCAATTCACTTGTC – 3’ 
II e III, complexo mec 209 

rif5 F10 

rif5 R13 

5’ – TTCTTAAGTACACGCTGAATCG – 3’ 

5’ – GTCACAGTAATTCCATCAATGC – 3’ 
III, região J3 414 

ccrC F2 

ccrC R2 

5’ - GTACTCGTTACAATGTTTGG – 3’ 

5’ – ATAATGGCTTCATGCTTACC – 3’ 
V, complexo ccr 449 

kdp F1 

kdp R1 

5’ – AATCATCTGCCATTGGTGATGC – 3’ 

5’ – CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG – 3’ 
II, região J1 284 

SCCmec V J1 F 

SCCmec V J1 R 

5’ - TTCTCCATTCTTGTTCATCC – 3’ 

5’ – AGAGACTACTGACTTAAGTGG – 3’ 
V, região J1 377 

ccrB2 F2 

ccrB2 R2 

5’ – AGTTTCTCAGAATTCGAACG – 3’ 

5’ – CCGATATAGAAWGGGTTAGC – 3’ 
II and IV, complexo ccr 311 

SCCmec III J1 F 

SCCmec III J1 R 

5’ – CATTTGTGAAACACAGTACG – 3’ 

5’ – GTTATTGAGACTCCTAAAGC – 3’ 
III, região J1 243 
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relacionados com a produção de biofilme, foi realizada conforme descrito por Arciola et al.39 

(Tabela 4). 

 

Tabela 4. Oligonucleotídeos utilizados para a detecção de genes de virulência. 

Fator de 

virulência 
Gene Primer Sequência de nucleotídeos 

Produto 

(pb) 
Controle 

Enterotoxina A sea 
SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA 

120 
ATCC 

13565 SEA-2 GAACCTTCCATCAAAAACA 

Enterotoxina B seb 
SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAACG 

478 
ATCC 

14458 SEB-2 GACGGTACTCTATAAGTGCC 

Enterotoxina C sec 
SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 

257 
ATCC 

19095 SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC 

Tox. 1 da Sínd. 

Choque Tóxico 
tst 

TSST-1 ATGGCAGCATCAGCTTGATA 
350 N315* 

TSST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT 

Biofilme 

icaA 
ICAA-1 TCTCTTGCAGGAGCAATCAA 

188 
ATCC 

35983 ICAA-2 TCAGGCACTAACATCCAGCA 

icaD 
ICAD-1 ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 

198 
ATCC 

35983 ICAD-2 CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA 

Toxina 

Esfoliativa A 
eta 

ETA-1 CTAGTGCATTTGTTATTCAA 
119 N5* 

ETA-2 TGCATTGACACCATAGTACT 

Toxina 

Esfoliativa B 
etb 

ETB-1 ACGGCTATATACATTCAATT 
200 ZM* 

ETB-2 TCCATCGATAATATACCTAA 

Hemolisina α hla 
HLA-1 CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG 

209 
N315 

 HLA-2 CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT 

Hemolisina δ hld 
HLD-1 ATGGCAGCAGATATCATTTC 

357 N315 
HLD-2 CGTGAGCTTGGGAGAGAC 

 

3.9 Visualização dos produtos amplificados 

A eficiência das amplificações foi confirmada pela eletroforese da reação em gel de 

agarose 2% preparado em tampão Tris-Borato-EDTA (TBE) 1,0X. Como padrão foi utilizado 

um marcador de peso molecular de 100 pb. O DNA foi corado com SYBR Safe e 

posteriormente fotografado sob transiluminação ultravioleta. 
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3.10 PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis 

A tipagem por PFGE dos isolados foi realizada segundo o protocolo modificado de 

McDougal et al.22 As amostras foram colocadas em caldo BHI para crescimento durante 24h. 

Em um microtubo foi colocado 400µl da amostra crescida e centrifugada a 12.000 rpm por 

50s. Depois de desprezado o sobrenadante e adicionado 300μl de solução TE (10mM de Tris, 

1mM EDTA [pH 8,0]). As amostras foram deixadas em banho-maria por 10min a 37°C. Após 

agitação em vortex, foram adicionados 5μl de Lisostafina (1mg/ml em 20mM de acetato de 

sódio [pH 4,5]) e 300μl de agarose low melt.  

As amostras foram distribuídas nos moldes para plugues, após a solidificação foram 

colocadas em placa de 24 poços com 2 ml de solução EC (6mM Tris-HCl, 1M NaCl, 100mM 

EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de sódio, 0,5% laurilsarcosil sódico) e incubadas à 

37°C por no mínimo 4 horas. O EC foi retirado e os plugues lavados com 2 ml de TE quatro 

vezes à temperatura ambiente com intervalos de meia hora. 

Para a restrição do DNA genômico foi utilizada a enzima SmaI (Fast Digest SmaI, 

Fermentas Life Science, Canadá). A eletroforese foi executada em aparelho CHEF-DR III 

System (BioRad Laboratories, EUA) em gel de agarose a 1% preparado com TBE 0,5M 

(Pulsed Field Certified Agarose, BioRad Laboratories, EUA) sob as seguintes condições de 

corrida: intervalos de tempo de pulso de 5 a 40s por 21h; em rampa linear; 6V/cm; ângulo de 

120°; 14°C; 0,5M TBE como tampão de corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker 

(New England BioLabs) como marcador molecular. O gel foi corado com GelRed (10.000X 

em água, Biotium, EUA) por 1 hora, e fotografado sob transiluminação UV.  

A análise de similaridade foi realizada utilizando-se o software BioNumerics (versão 

7.1; Applied Maths, Bélgica). A criação do dendrograma foi realizada pelo método UPGMA 

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com tolerância da posição das 

bandas e a otimização ajustadas para 1,25 e 0,5% respectivamente. O coeficiente de 

similaridade de Dice ≥80% foi escolhido para determinação dos clusters. 
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3.11 MLST – Multilocus Sequence Typing 

O MLST foi realizado segundo as normas descritas por Enright et al.40 Cada par de 

primer amplifica um fragmento interno do gene housekeeping (cerca de 500 pb), estes são 

demonstrados na Tabela 5: carbamatoquinase (arcC) desidrogenase, do chiquimato (aroE), 

glicerol quinase (glpF), guanilatoquinase (gmk_), acetiltransferase fosfato (pta_), 

triosefosfatoisomerase (tpi_), e acetil coenzima A acetiltransferase (yqiL).  

Após a amplificação e sequenciamento dos sete genes housekeeping, as sequências 

foram analisadas e submetidas no site de forma a obter o número de identificação 

correspondente a cada um dos alelos. A combinação desses alelos indicou o tipo de sequência 

(ST) e o complexo clonal (CC) a que pertencem os isolados 

 A purificação foi realizada pelo Kit HiYield™ Gel/PCR Fragments Extraction e a 

reação de seqüenciamento é descrita no item 3.12. A análise e comparação das sequências 

foram realizadas por banco de dados via internet (http://www.mlst.net). 
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 Tabela 5. Oligonucleotídeos utilizados para a detecção dos sete genes housekeeping. 

Gene Primer Sequência de nucleotídeos Produto  (pb) 

Carbamato quinase 
arcC-Up 

arcC-Dn 

TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC 

AGGTATCTGCTTCAATCAGCG 
456 

Desidrogenase do 

chiquimato 

aroE-Up 

aroE-Dn 

ATCGGAAATCCTATTTCACATTC 

GGTGTTGTATTAATAACGATATC 
456 

Glicerol quinase 
glpF-Up 

glpF-Dn 

CTAGGAACTGCAATCTTAATCC 

TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC 
465 

Guanilato quinase 
gmk-Up 

gmk-Dn 

ATCGTTTTATCGGGACCATC 

TCATTAACTACAACGTAATCGTA 
429 

Fosfato 

acetiltransferase 

pta-Up 

pta-Dn 

GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG 

GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA 
474 

Triose-fosfato 

isomerase 

tpi-Up 

tpi-Dn 

TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA 

TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC 
402 

Acetil coenzima A 

acetil transferase 

yqiL-Up 

yqiL-Dn 

CAGCATACAGGACACCTATTGGC 

CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC 
516 

Fonte: Enright et al.40 

 

3.12 Reação de sequenciamento 

 As reações foram realizadas em sequenciador ABI3500 de 8 capilares (de 50cm) 

usando como polímero o POP7 (Applied Biosystems). A visualização das sequências 

(eletroforograma) foi realizada pelos programas Mega, Laser Gene e Bionumerics (versão 7.1; 

Applied Maths, Bélgica).   

 

3.13 spa typing 

 O spa typing foi realizado segundo as normas descritas por Shopsin et al.41, utilizando 

um controle negativo (água destilada estéril) e um controle positivo (ATCC 33591). Os 

primers utilizados são descritos na Tabela 6. A purificação do produto amplificado e o 

sequenciamento seguiram o mesmo protocolo da técnica de MLST, citado anteriormente, 

modificando somente os primers específicos. 

 A análise das sequências foi realizada pelo software BioNumerics (versão 6.1; Applied 

Maths, Bélgica) que sincroniza os dados com SeqNet/Ridom Spa Server  (Ridom Staphtype, 
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Ridom GmbH, Wurzburg, Alemanha).  

 

Tabela 6. Oligonucleotídeos utilizados para a detecção do gene spa 

Primer Sequência de nucleotídeos 

Spa 1 

Spa 2 

AGACGATCCTTCGGTGAGC 

GCTTTTGCAATGTCATTTACTG 

 

3.14 Análise estatística 

Para comparação entre as variáveis categóricas foram realizados testes não-

paramétricos para proporção: Chi-quadrado e Teste Exato de Fischer (quando recomendável). 

Foi utilizado parâmetro de significância de 0,05. 



Resultados  23 
 
 

4. Resultados 
 

4.1 Amostragem 

Foram estudadas 150 amostras de S. aureus, sendo 50 provenientes de swabs nasais de 

reeducandos do Centro de Ressocialização de Avaré isoladas no período de 2009 a 2010, 50 

de swabs nasais de idosos de sete ILPs da cidade de Bauru isoladas de 2011 a 2012 e 50 

swabs de infecções de pele de pacientes do ambulatório da Seção de Dermatologia do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu isoladas no período de 2008 a 

2009. A prevalência de S. aureus dos estudos originais é demonstrada no Anexo A. As 

características dos idosos, detentos e pacientes estudados são demonstrados na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Características dos idosos, detentos e pacientes estudados. 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p≤0,05) (a≠b≠c) 

 
Instituição de 

Longa 
Permanência (%) 

Centro de 
Ressocialização 

(%) 

Dermatologia 
(%) 

Feminino 66a 0 b 52 a 
Idade (Média) 78,5a 33,4 b 41,5 b 
Hospitalização 26 a 2 b 14 a 
Antibiótico 28 a 6  b 60 c 
Beta-Lactâmicos 16 a 2  b 34 c 
Quinolonas 8ab 0 a 10 b 
Macrolídeos 2 a 0 a 0 a 
Clindamicina 0 a 0 a 4 a 
Infecção de Pele 14 a 56 b 100 c 
Pneumonia 8 a 0 a 0 a 
MRSA 22 a 4 b 14 a 



Resultados  24 
 
 
 
4.2 Determinação da sensibilidade in vitro aos antimicrobianos 

A Tabela 7 apresenta a CIM 50% e CIM 90% dos 150 S. aureus incluídos no estudo. 

A CIM mais alta foi observada entre os isolados das instituições de longa permanência (ILPs), 

com MIC90 de 64µg/mL para oxacilina e MIC90 >256 µg/mL para clindamicina. 

  

Tabela 8. Determinação da suscetibilidade antimicrobiana através do método de E-test. 

 ILPs CR Dermatologia 

 CIM50 
(µg/mL) 

CIM90 
(µg/mL) 

CIM50 
(µg/mL) 

CIM90 
(µg/mL) 

CIM50 
(µg/mL) 

CIM90 
(µg/mL) 

Oxacilina 0,19 64 0,25 0,38 0,19 1,0 

Trim/Sulfa 0,016 0,047 0,023 0,047 0,023 0,032 

Clindamicina 0,016 >256 0,023 0,047 0,023 0,064 

Linezolida 0,38 0,5 0,5 0,75 0,5 1,0 

Quin/Dalfo 0,25 0,5 0,5 1,0 0,38 0,75 

Vancomicina 0,5 1,0 0,75 1,0 0,75 1,0 
Trim/Sulfa: Trimetoprim/Sulfametoxazol 

Quin/Dalfo: Quinupristina/Dalfopristina 

 

4.3 Detecção do gene mecA e caracterização do SCCmec 

 Das 150 amostras de S. aureus estudadas, 20 (13,3%) eram carreadoras do gene mecA 

(Tabela 9) com uma maior prevalência nos isolados provenientes de idosos das ILPs de 

Bauru/SP, sendo detectados sete isolados albergando o SCCmec tipo IV, nove carreando o 

SCCmec tipo II e apenas um isolado carreando o SCCmec tipo I (Tabela 10). As ILPs 

apresentaram SCCmec tanto de origem comunitária quanto relacionado à ambiente de 

assistência à saúde, uma vez que  apesar de ser um ambiente comunitário, ocorre uma grande 

circulação de profissionais da saúde e além disso, os idosos se internam com freqüência 

(Figura 1). 
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Tabela 9. Presença do gene de resistência à meticilina em S. aureus isolados de idosos, 

detentos e pacientes com infecções de pele. 

Origem MRSA MSSA 

Instituição de Longa Permanência 11 39 

Centro de Ressocialização 02 48 

Dermatologia 07 43 

 

 

Tabela 10 Classificação de SCCmec em S. aureus isolados de idosos, detentos e pacientes 

com infecções de pele. 

Tipo de SCCmec ILPs CR Dermatologia 

SCCmec I 0 0 1 

SCCmec II 6 0 3 

SCCmec IV 2 2 3 

Não Tipados 3 0 0 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2% (corado com SYBR® Safe) evidenciando 

os produtos amplificados do SCCmec nos isolados de MRSA das ILPs. L: Ladder 

100pb; Amostras SCCmec II: 1 e 3-7; Amostras SCCmec IV: 2 e 11; Amostras não 

tipadas: 8-10. 
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4.4 Distribuição dos genes de virulência 

Todas as amostras foram avaliadas quanto ao perfil genotípico de virulência pela 

técnica de PCR, com a detecção dos genes das enterotoxinas A, B e C (sea, seb e sec-1), 

toxina da síndrome do choque tóxico (tst), leucocidina de Panton Valentine (LukPV), 

hemolisina alfa e delta (hla e hld), toxinas esfoliativas A e B (eta, etb) e biofilme (icaA e 

icaD). 

Os isolados avaliados apresentaram um perfil genotípico de virulência distinto entre 

origens. Em relação aos genes das enterotoxinas, 32% (16) das amostras isoladas de 

presidiários do Centro de Ressocialização foram positivas para o gene sea, 26% (13) positivas 

para o gene seb e 16% (8) positivas para o gene sec-1. Na Seção de Dermatologia 36% (18) 

dos isolados foram positivas para o gene sea, 20% (10) positivas para o gene seb e 16% (8) 

positivas para o gene sec-1 e nas ILPs estudadas, 44% (22) foram positivas o gene sea, 30% 

(15) positivas para o gene seb e 4% (02) positivas para o gene sec-1. Um percentual 

considerável de isolados do Centro de Ressocialização 10% (5) apresentaram o gene da toxina 

1 da síndrome do choque tóxico, porém, nenhum isolado das outras origens carreava o gene 

tst (Figura 2). A presença do gene pvl foi detectada apenas em isolados provenientes da 

Seção de Dermatologia em uma quantidade significativa de 20% (10). O gene da esfoliatina A 

(eta) era carreado por 4% (2) dos isolados do CR e por apenas 2% (1) da Dermatologia, já o 

gene etb não foi detectado nas amostras estudadas. Em relação aos genes das hemolisinas alfa 

e beta, foram detectados, em respectivamente, 90% e 88% na Dermatologia e ambos os genes 

em 98% no CR e 100% nos isolados das ILP. Em relação à produção de biofilme 100% (50) 

foram positivas para o gene icaA e 94% (47) para o icaD dos isolados provenientes da 

Dermatologia, o CR apresentou 100% (50) para o gene icaA e 90% (45) para o icaD e nas ILP 

100% (50) foram positivas para o gene icaA e 100% dos isolados carreavam o gene icaD. A 

distribuição dos fatores de virulência em relação aos isolados sensíveis e resistentes é 

demonstrada na Tabela 11 e 12, onde é possível observar que não houve diferença estatística 
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na virulência de isolados MRSA e MSSA demonstrando que os isolados sensíveis não são 

menos virulentos que os isolados resistentes. A análise da distribuição dos fatores de 

virulência é demonstrada na Tabela 13. 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 2% (corado com SYBR® Safe) evidenciando 

amostras de Staphylococcus aureus positivas para o gene da Toxina 1 da Síndrome do 

Choque Tóxico (tst). L: Ladder 100pb; C+: Controle positivo da reação; C -: Controle 

negativo; Amostras positivas: 1 – 5.  

350pb  
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Tabela 11. Distribuição dos fatores de virulência entre os isolados de S. aureus sensíveis e resistentes. 

 

 

 

 

Origem 
 Enterotoxinas Esfoliatinas Hemolisinas Leucocidina TSST-1 Biofilme 

sea seb sec-1 eta etb hla hld pvl tst icaA icaD 

ILPs  

MRSA 
(n=11)  

06 
(54,5%) 

01 
(9%) 0 0 0 11 

(100%) 
11 

(100%) 0 0 11 
(100%) 

11 
(100%) 

MSSA 
(n=39)  

16 
(41%) 

14 
(36%) 

02 
(5,1%) 0 0 39 

(100%) 
39 

(100%) 0 0 39 
(100%) 

39 
(100%) 

Centro  
de 

Ressocialização  

MRSA 
(n=02)  0 0 01 

(50%) 0 0 02 
(100%) 

02 
(100%) 0 0 02 

(100%) 
01 

(50%) 
MSSA 
(n=48)  

16 
(33,3%) 

13 
(27%) 

07 
(14,6%) 

02 
(4,1%) 0 47 

(97,9%) 
47 

(97,9%) 0 09 
(18,8%)  

48 
(100%) 

43 
(89,6%) 

Dermatologia  

MRSA 
(n=07)  

02 
(28,5%) 

01 
(14,2%) 0 0 0 06 

(85,7%) 
05 

(71,4%) 0 0 07 
(100%) 

07 
(100%) 

MSSA 
(n=43)  

16 
(37,2%) 

09 
(21%) 

08 
(18,6%) 

01 
(2,3%) 0 39 

(90,7%) 
39 

(90,7%) 
10 

(23,6%) 0 43 
(100%) 

40 
(93%) 
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Tabela 12. Análise da presença de genes de fatores de virulência em relação às amostras 

MRSA/MSSA. 

Nível de significância p≤0,05 

 

Tabela 13. Análise dos fatores de virulência dos isolados de S. aureus provenientes de idosos, 

detentos e pacientes com infecções de pele 

 MRSA (20)  
nº (%) 

MSSA (130) 
nº (%) 

OR (IC 95%) p 

pvl 0 (0,0) 10 (7,7) - 0,4 

tst 0 (0,0) 5 (3,8) - 1,0 

sea 8 (40,0) 48 (36,2) 1,17 (0,45-3,09) 0,7 

seb 2 (10,0) 36 (27,7) 0,29 (0,06-1,31) 0,09 

sec-1 1 (5,0) 17 (13,1) 0,35 (0,04-2,79) 0,5 

icaA 20 (20) 130 (100) - - 

icaD 20 (10,0) 122 (93,8) - 0,6 

eta 0 (0,0) 3 (2,3) - 1,0 

etb 0 (0,0) 0 (0,0) - - 

hla 19 (95,0) 125 (96,2) 9,76 (0,08-6,86) 0,6 

hld 18 (90,0) 125 (26,2) 0,36 (0,07-1,99) 0,2 

 
Instituição de 

Longa 
Permanência (%) 

Centro de 
Ressocialização 

(%) 

Dermatologia 
(%) 

pvl 0 a 0 a 20 b 
tst 0 a 10 b 0 a 
sea 44 a 32 a 36 a 
seb 30 a 26 a 20 a 
sec 4 a 16 a 16 a 

icaA 100 a 100 a 100 a 
icaD 100 a 90 a 94 a 
eta 0 a 4 a 2 a 
etb 0 a 0 a 0 a 
hla 100 a 98 a 90 b 
hld 100 a 98 a 88 b 

Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística (p≤0,05) (a≠b≠c) 
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4.5 Perfil clonal dos isolados de S. aureus – Pulsed Field Gel Electrophoresis 

A análise do perfil de macrorrestrição do DNA cromossômico dos isolados de S. 

aureus sensíveis provenientes das ILPs permitiu identificar a presença de 4 clusters com 

similaridade ≥80%, que foram nomeados de A-D, onde no cluster A, 4 das 5 amostras se 

apresentaram como idênticas, demonstrando a grande transmissão entre os idosos (Figura 3) 

e entre as diferentes ILP, o cluster B apresentou isolados de uma única ILP, assim como o 

cluster C, onde todas foram idênticas demonstrando a intensa disseminação de cepas. No 

Centro de Ressocialização, dentre os agrupamentos encontrados foram identificados 4 clusters 

majoritários (E-H), onde no cluster G, 4 das 5 amostras se apresentaram como idênticas, 

comprovando a disseminação no interior do presídio (Figura 4). A Seção de Dermatologia 

apresentou 4 clusters (I-L), apresentando isolados idênticos em diversas áreas do 

dendrograma (Figura 5). Entre os isolados resistentes do CR não ocorreu agrupamento, 

porém, entre os pacientes da dermatologia houve a presença de dois clusters, já os idosos 

apresentaram três clusters. Além disso, não foi possível observar a presença de clone único 

entre as três origens.  

Após a triagem pela técnica de PFGE os clones foram caracterizados através da 

técnica de MLST conforme protocolo desenvolvido por Enright et al.40 
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Figura 3. Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths) de 

isolados carreados por idosos mantidos em Instituições de Longa Permanência. 
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Figura 4. Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths) 

de isolados carreados por detentos do Centro de Ressocialização. 
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Figura 5. Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied Maths) de 

isolados carreados por pacientes da Dermatologia. 
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4.6 Multilocus Sequence Typing – MLST 

 Dentro de cada perfil clonal de MRSA foi selecionado um isolado para ser submetido 

à técnica de MLST através da amplificação dos sete genes housekeeping (Figura 6). Com 

isso, é possível observar que os STs foram distintos (Tabela 14), porém todos provenientes 

do mesmo complexo clonal (CC) revelando uma origem comum. A relação entre virulência, 

resistência e perfil clonal é descrita na Tabela 16, demonstrando a presença de STs e SCCmec 

distintos dentro do mesmo CC. 

 

Tabela 14. Identificação do sequence type (ST) dos isolados de MRSA 

 

* Isolado sensível agrupado com isolado resistente através do método de PFGE. 
 

Origem Amostra 
Alelos 

ST CC 

arcC aroE glpF gmk_ pta_ tpi_ yqiL 

ILPs 

02 1 31 1 4 12 1 28 2599 5 

220 1 4 1 4 12 1 28 105 5 

241 1 4 320 4 12 1 10 2594 5 

265 1 4 1 4 12 1 130 1176 5 

229* 1 223 1 4 12 1 10 1635 5 

CR 
123 1 4 1 4 12 1 10 5 5 

251 1 4 1 4 12 1 10 5 5 

Dermatologia 

16 1 4 1 4 12 1 1 83 5 

22 1 4 1 4 12 1 28 105 5 

84 1 4 1 4 12 1 130 1176 5 
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4.7 spa typing 

Após a análise pelo MLST o isolado foi submetido à técnica de spa typing, 

demonstrando uma grande prevalência do t002 e isolados com spa types distintos, porém 

sabe-se que todos apresentam uma origem comum (Tabela 15). A relação entre virulência, 

resistência e perfil clonal é descrita na Tabela 16, onde é possível observar que isolados com 

o mesmo ST podem apresentar spa types distintos, mas com a mesma origem clonal. 

 

Tabela 15. Identificação do spa type de MRSA. 

* Isolado sensível agrupado com isolado resistente através do método de PFGE. 

Origem Amostra spa type Repeat sequence 

 
ILPs 

02 t002 26 23 17 34 17 20 17 12 17 16 
220 t002 26 23 17 34 17 20 17 12 17 16 
241 t002 26 23 17 34 17 20 17 12 17 16 
265 t002 26 23 17 34 17 20 17 12 17 16 
229* t002 26 23 17 34 17 20 17 12 17 16 

CR 123 t002 26 23 17 34 17 20 17 12 17 16 
251 t1062 26 23 17 34 17 02 17 12 17 16 

 
Dermatologia 

16 t7083 26 23 17 34 17 20  12 17 16 
22 t954 26 23 17 34 17  17   16 
84 t002 26 23 17 34 17 20 23 17 34 17 

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 2% (corado com SYBR® Safe) evidenciando 

amostras de Staphylococcus aureus positivas para os 7 genes housekeeping. L: Ladder 100pb; 

Amostras positivas: 1-arcC 570pb, 2-aroE 536pb, 3-glpF 534pb, 4-gmk_488pb, 5-pta_575pb, 

6-tpi_475pb e 7-yqiL598pb.  
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Tabela 16. Características de virulência, resistência e perfil clonal dos isolados MRSA. 

 

Origem Amostra 
Fatores de virulência 

SCCmec ST 

 

CC spa 

sea seb sec-1 eta etb hla hld pvl tst icaA icaD 

ILPs 

02            II 2599 5 t002 

220            II 105 5 t002 

241            NT 2594 5 t002 

265            NT 1176 5 t002 

229*            _ 1635 5 t002 

CR 
123            IV 5 5 t002 

251            IV 5 5 t1062 

Dermatologia 

16            I 83 5 t7083 

22            IV 105 5 t954 

84            II 1176 5 t002 
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5. Discussão 
 

O uso excessivo de antibióticos na medicina moderna exerce uma pressão seletiva 

sobre bactérias, impulsionando a ascensão de bactérias multirresistentes, entre elas MRSA 

que constitui uma das principais ameaças à saúde pública.42,43  

Em nosso estudo realizado em ambiente prisional, apenas dois detentos estavam 

colonizados com S. aureus resistentes a oxacilina e os demais isolados se apresentaram 

sensíveis para todos os antimicrobianos testados, apresentando tanto CIM50 quanto CIM90 

sensíveis. Corroborando com estudos realizados por Maree et al.44 que encontraram 100% de 

sensibilidade ao trimetoprim/sulfametoxazol e vancomicina e 95% de sensibilidade para 

clindamicina em isolados provenientes de uma população carcerária de uma prisão de Los 

Angeles. 

A baixa prevalência de MRSA nesse presídio pode ser explicada pelo fato de possuir 

somente 210 detentos, sendo possível um melhor controle da saúde local, o que permite uma 

educação em saúde mais frequente e voltada para a realidade local. Porém, estratégias para o 

controle de antimicrobianos é essencial para prevenir a disseminação destas cepas na 

comunidade carcerária, devido à aglomeração de pessoas compartilhando objetos pessoais, 

além de manterem contato direto, pele a pele e visitas que podem facilitar a transmissão 

cruzada de cepas de S. aureus.  

Em relação às ILPs, estas apresentaram onze isolados resistentes a oxacilina, entre 

estes, sete isolados apresentaram resistência simultânea à clindamicina. A CIM50 foi sensível 

para todas as drogas testadas, porém, a CIM90 se apresentou resistente para oxacilina com 

64µg e para clindamicina ≥256µg. Nossos resultados se apresentam semelhantes aos 

encontrados por Denis et al.45 que estudavam cepas provenientes de residentes na Bélgica, 

onde 26% dos MRSA eram resistentes a clindamicina e 100% sensível a linezolida. Além 

disso, CIMs semelhantes para trimetoprim/sulfametoxazol, quinupristina/dalfopristina, 
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linezolida e vancomicina foram encontrados por McDanel et al.46 enquanto analisavam 

isolados de S. aureus provenientes de residentes de uma casa de repouso na Califórnia. Os 

profissionais de saúde devem estar atentos em relação às medidas de prevenção e controle em 

ambientes como ILP, além disso, a educação em saúde dos profissionais que atuam nessas 

instituições se faz necessária para esse controle.  

Na Seção de Dermatologia, sete isolados apresentaram resistência a oxacilina, com 

quatro destes apresentando CIM ≥256µg para clindamicina. Os três isolados resistentes a 

oxacilina, porém, sensíveis a clindamicina carreavam o SCCmec Tipo IV, corroborando com 

a literatura que relata que isolados com esse tipo de SCCmec são sensíveis à clindamicina.  

Em relação à pesquisa do gene de resistência à oxacilina (mecA), as duas amostras 

isoladas de detentos que foram positivas para o gene, albergavam SCCmec Tipo IV, 

concordando com estudos realizados por Lowy et al.47 que determinaram a prevalência de 

colonização nasal por S. aureus em duas prisões do Estado de Nova York e todos os MRSA 

carreavam o SCCmec Tipo IV, tipicamente presente na comunidade. Na Seção de 

Dermatologia, sete isolados eram carreadores do gene mecA, apenas um com o SCCmec Tipo 

I, três com SCCmec Tipo II e três com SCCmec Tipo IV. Estudos realizados por Miller et al.48 

com isolados provenientes de pacientes com infecções de pele também encontraram SCCmec 

Tipo II e IV sendo os mais prevalentes. Entre os onze idosos com amostras de MRSA, seis 

apresentavam SCCmec Tipo II, dois isolados eram SCCmec Tipo IV e três não foram tipados 

pela técnica utilizada.  

O conhecimento do perfil patogênico de S. aureus colabora para um melhor 

entendimento e estratégias de controle e tratamento das infecções causadas por esses micro-

organismos. Um fato relevante é que apenas os pacientes da Dermatologia carreavam 

amostras positivas para o gene pvl, sendo representadas por 20% (10), estas foram isoladas de 

infecções primárias e secundárias e apresentaram sensibilidade à oxacilina, ou seja, nenhum 
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isolado de MRSA carreou o gene da PVL, demonstrando que este estudo contrapõe a 

afirmativa de que o gene da PVL seja um bom marcador entre cepas de CA-MRSA, pois tal 

resultado não foi obtido neste trabalho. Porém, estes resultados estão de acordo com o estudo 

realizado por Boyle-Vavra e Daum49, que sugerem que primeiramente S. aureus sensível à 

oxacilina é infectado e lisogenizado pelo fago que carreia os genes da PVL e, posteriormente 

adquirem o gene mecA através da transferência horizontal. Chen et al.50 também não 

encontraram isolados de S. aureus carreando o gene da PVL entre MRSA estudados. De 

forma similar, Horner et al.12 também não encontraram MRSA carreando o gene pvl isolados 

de idosos de 65 casas de repouso do Reino Unido.  

Um total de 85 indivíduos apresentava infecção de pele no momento da coleta e 

apenas 10 (11,8%) carreavam o gene pvl, demonstrando uma significância estatística (p≤0,05) 

e sua relação com infecções de pele, uma vez que pode levar a necrose tecidual devido a 

liberação de espécies reativas de oxigênio e mediadores inflamatórios. 

As exotoxinas possuem propriedades superantigênicas que são responsáveis pelas 

respostas inflamatórias que contribuem para a gravidade de infecções estafilocócicas. Entre 

elas estão as enterotoxinas e a toxina 1 da síndrome do choque tóxico51.  Um fato relevante é a 

presença do gene da toxina 1 da síndrome do choque tóxico em 10% (5) dos isolados do 

Centro de Ressocialização. A TSST-1 é um superantígeno pirogênico conhecido por causar 

alteração da homeostase do sistema imune do hospedeiro, com proliferação de células T e 

liberação descontrolada de citocinas pró-inflamatórias, por se ligar de forma inespecífica ao 

complexo principal de histocompatibilidade classe II (MHC-II) e células apresentadoras de 

antígeno e receptores de células T, levando a uma produção exacerbada de citocinas.52 

Diante da distribuição dos genes de virulência relacionados às enterotoxinas clássicas. 

O gene sea esteve presente em 36% (18) dos S. aureus isolados de pacientes da Dermatologia, 

seguido das amostras isoladas de detentos com 44% (22) e finalmente dos idosos 
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apresentando 30% (15) de positividade para o gene. O gene seb esteve presente em maior 

número nas amostras de S. aureus isoladas de idosos 30% (15), seguido dos detentos com 

26% (13) e por fim, os pacientes da Dermatologia com 20% (10). A enterotoxina B além de 

ser responsável por intoxicações alimentares também pode levar a TSS não menstrual.53 Em 

relação ao gene sec, os detentos e os pacientes ambos carreavam o gene em 16% (8) e apenas 

4% (2) das amostras de idosos foram positivas. 

Nossos resultados apontam para uma maior prevalência do gene da enterotoxina A, 

corroborando com estudos realizados por Ghaznavi-Rad et al.51 e Lim et al.54 que também 

relataram uma maior prevalência do gene sea quando comparado as outras enterotoxinas em 

amostras de S. aureus isoladas de pacientes hospitalizados, entretanto a maior prevalência em 

S. aureus com esse gene em indivíduos sadios é um dado novo. 

Um total de 42% (63) dos isolados não carreavam nenhum dos genes das 

enterotoxinas, 58% (87) carreavam ao menos um gene para as enterotoxinas clássicas e entre 

essas apenas três carreavam simultaneamente os três genes para as enterotoxinas, sendo um 

isolado da Seção de Dermatologia e dois do Centro de Ressocialização. 

A presença de genes dessas toxinas em MRSA e MSSA de pacientes e indivíduos 

sadios implica na possibilidade de maior disseminação bacteriana e infecções mais graves, já 

que essas toxinas permitem a ativação inespecífica de células T e liberação exacerbada de 

citocinas, podendo causar episódios de sepse grave.53 

A colonização por S. aureus é uma característica de várias doenças inflamatórias da 

pele, que muitas vezes é seguida de dano epidérmico e infecção invasiva. As hemolisinas são 

grandes responsáveis por esses danos devido a sua atividade dermonecrótica.55 A alfa-

hemolisina atua criando poros na membrana alvo e a hemolisina delta tem ação surfactante, 

ambas agindo na lise dos eritrócitos.56 Os resultados mostraram uma grande prevalência do 
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gene da hemolisina alfa e delta, sendo detectados, em respectivamente, 90% e 88% em 

pacientes na Dermatologia e ambos os genes em 98% no CR e 100% nos isolados das ILPs.  

Segundo Lo et al.57, a capacidade hemolítica determina a patogenicidade de diversos 

agentes bacterianos, uma vez que ao degradar os tecidos do hospedeiro permitem a invasão, 

disseminação e escape do sistema imune. 

Diversos fatores de virulência implicam na patogênese de S. aureus e entre eles as 

esfoliatinas. Entre os isolados do CR 4% (2) carreavam o gene eta e apenas um paciente da 

Dermatologia que no momento da coleta apresentava impetigo bolhoso, o que pode ser devido 

a uma expressão do gene eta pela bactéria. Porém, o gene etb não foi encontrado, 

corroborando com resultados obtidos por Lim et al.54 em estudo com isolados de MRSA e 

MSSA que não carreavam esfoliatina B.  

Além deste, outro fato relevante é a presença de genes responsáveis pela produção de 

biofilme em praticamente 100% das amostras estudadas, explicando porque os 

Staphylococcus spp. são reconhecidos como os principais agentes causadores de infecções 

associadas a dispositivos médicos, como cateteres e próteses.58 O gene icaA codifica a enzima 

responsável pela síntese do polissacarídeo de adesão intracelular (PIA), e a co-expressão do 

icaD leva a um aumento da atividade do icaA.59 Os resultados mostram 98% (48) de 

positividade para o gene icaA e 94% (47) para o icaD nos isolados provenientes da 

Dermatologia, o CR apresentou 100% (50) para o gene icaA e 90% (45) para o icaD e nas 

ILPs 100% (50) foram positivas para o gene icaA e 100% dos isolados carreavam o gene 

icaD. Os resultados apresentados são diferentes dos encontrados por Diemond-Hernández et 

al.59 que sugerem que isolados invasivos são mais propensos a produzir biofilme que isolados 

carreados por indivíduos saudáveis. 

Através do conhecimento do perfil patogênico de S. aureus é possível se obter um 

melhor entendimento e maior controle já que se tornaram um dos principais agentes 
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causadores de doenças relacionadas à assistência à sáude (IRAS). No entanto, apesar do 

grande conhecimento sobre a disseminação clonal de MRSA, sabe-se pouco sobre a 

epidemiologia molecular das cepas de MSSA. 

A análise do perfil de macrorrestrição do DNA cromossômico dos isolados sensíveis 

provenientes das ILPs permitiu identificar a presença de 4 clusters majoritários (A-D), sendo 

que no cluster A, três isolados da mesma ILP (A) se apresentaram como idênticas (100% de 

similaridade), demonstrando a grande transmissão de uma única cepa sensível entre os idosos 

de uma mesma ILP. Porém, é importante lembrar que nesta ILP não foi encontrado nenhum 

isolado resistente e demonstrava excelente higiene. No cluster B e C (G e A) também 

observou-se que todos isolados são da mesma ILP com alta taxa de similaridade, 

demonstrando disseminação de um mesmo clone entre os vários idosos de uma mesma 

instituição. Porém, mais preocupante foi o cluster D que revelou isolados similares 

pertencentes à ILPs distintas, podendo sugerir a disseminação por transferência de idosos ou 

por profissionais de saúde em comum entre as ILPs. 

 Em relação aos MRSA, os agrupamentos aconteceram entre distintas ILPs, 

demonstrando uma maior disseminação. É importante ressaltar um isolado sensível (229) que 

agrupou com isolado resistente com similaridade de 88,9%, segundo Enright et al.40 a 

explicação mais provável para a relação entre essas cepas é a origem do MRSA a partir de 

cepas MSSA que adquirem o gene mecA de resistência a meticilina por transferência 

horizontal. Esses autores relataram que três clones de MSSA representam clones virulentos e 

com maior capacidade de causar doença em indivíduos saudáveis. Entre eles, o clone mais 

prevalente era constituído por 17 isolados e esteve intimamente relacionado com um clone de 

MRSA e que o sucesso do clone em causar infecções graves é devido à sua emergência a 

partir de um clone de MSSA virulento que já era uma das principais causas de doença 

invasiva, tanto na comunidade como em ambientes hospitalares. 
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No Centro de Ressocialização, os agrupamentos de MSSA revelaram quatro clusters 

majoritários (E-H), onde os presidiários de cada cluster apresentavam ligações entre os 

isolados, sendo do mesmo alojamento, trabalho ou provenientes da mesma unidade prisional. 

No cluster E, quatro detentos (34, 163, 179 e 180) apresentavam a mesma unidade prisional 

como origem. Dois clusters (F e G) se destacaram pelo fato de possuírem positividade para os 

mesmos genes revelando a presença de clones virulentos que podem se disseminar para a 

comunidade com maior facilidade. Um fato importante é a presença do gene tst em amostras 

de S. aureus isoladas de presidiários. Essa toxina é um superantígeno pirogênico conhecido 

por causar a síndrome do choque tóxico com profundas perturbações na homeostasia do 

sistema imune.52 

No cluster F dois isolados (56 e 153) eram provenientes da mesma unidade prisional e 

todos faziam uso de álcool, tabaco e apresentavam doença de pele no momento da coleta. Já o 

cluster G, apresentou quatro isolados idênticos, comprovando a disseminação de clones entre 

os presidiários estudados. Além disso, dois isolados (7 e 18) trabalhavam na faxina. 

O cluster H apresentou dois isolados (192 e 196) do mesmo alojamento, e dois que 

trabalhavam na faxina (196 e 223) e todos pertenciam a unidades prisionais distintas e faziam 

uso de tabaco e maconha. 

Em relação aos isolados resistentes, estes tinham características em comum como o 

uso de álcool, tabaco, maconha e cocaína, ambos apresentavam doença de pele no momento 

da coleta e recebiam visita íntima com frequência. 

A presença de clusters entre os isolados provenientes da Dermatologia, como o cluster 

de isolados resistentes e idênticos, chama a atenção para a necessidade da implantação de 

medidas de controle mais eficazes, uma vez que eram pacientes atendidos em ambulatórios, 

sem contato entre si, demonstrando a disseminação das cepas no ambiente hospitalar que 

podem ser levadas para a comunidade gerando graves infecções.  
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Grundmann et al.60 relatam que pouco se sabe sobre a abundância geográfica de 

MSSA, que é o reservatório genético a partir do qual emerge o MRSA, revelando a 

importância de estudos relacionados a cepas sensíveis. Além disso, as diferenças na 

patogenicidade e virulência entre MRSA e MSSA continuam sendo uma questão não 

resolvida, já que não se sabe se os clones de MSSA que circulam no ambiente hospitalar ou 

comunidade tem capacidade especial para causar infecções graves.61 

O estudo revelou uma prevalência significativa dos genes de virulência em cepas de 

MSSA e MRSA de portadores assintomáticos de S. aureus, com uma maior presença dos 

genes de produção do biofilme e hemolisinas.  Além disso, demonstra que não houve 

diferença significativa entre isolados resistentes e sensíveis em relação a virulência, o que 

reforça a necessidade de uma maior atenção aos isolados sensíveis. 

Os clusters encontrados no estudo demonstram a importância da implantação de novas 

medidas de prevenção e controle da disseminação desses micro-organismos nas instituições 

fechadas e no ambiente hospitalar. 

A tipagem molecular de S. aureus é comumente usada para a identificação de supostas 

transmissões entre indivíduos, bem como para a vigilância de clones nacionais e 

internacionais.62 Para a análise das relações evolutivas entre MRSA foi utilizado o algoritmo 

eBURST, a fim de identificar grupos de genótipos relacionados, ou seja, CCs, e prever o 

genótipo ancestral de cada grupo. 

Segundo Rodriguez-Noriega et al.63 vários clones estão sendo detectados nas regiões 

do Brasil e em particular, clones relacionados ao clone pediátrico, pertencente ao CC5, que se 

disseminaram amplamente e desenvolveram resistência a múltiplas drogas na América Latina, 

estando entre os cinco maiores complexos clonais causadores de infecções em todo o mundo, 

pois é composto por diversos clones pandêmicos de MRSA. Nossos resultados também 
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demonstram a grande disseminação do complexo clonal 5, uma vez que todos isolados tipados 

são pertencentes ao CC5.  

No Ambulatório da Dermatologia foram encontrados três diferentes STs (83, 105 e 

1176). Estudos realizados por Pacheco et al.64 no Hospital das Clínicas da Universidade de 

São Paulo com pacientes da Dermatologia também encontraram o ST1176, além disso, 

nenhum isolado carreava o gene tst concordando com nosso estudo. Os achados também 

corroboram com estudos realizados em dois hospitais de Miami, onde também foi encontrado 

o ST83 e 105, variantes do ST5. O ST105 se difere do ST5 por uma única mutação de uma 

base do alelo yqiL.65,66 

No Centro de Ressocialização ambos isolados se apresentaram como SCCmec IV e 

ST5, porém com spa distintos (t002 e t1062), porém, é importante ressaltar que a diferença 

entre eles está em apenas um repeat, demonstrando uma origem comum entre os isolados. 

Estudos com resultados semelhantes foram realizados por Gardella et al.67 onde 

demonstraram a prevalência de SCCmec tipo IV, ST5 e spa distintos em crianças saudáveis 

com menos de 48 horas de admissão em seis centros de saúde da Argentina 

Em relação aos isolados provenientes das ILPs, apresentaram STs distintos (105, 1176, 

2594 e 2596), mas todos pertencem ao spa t002. Os resultados demonstram uma origem 

comum, onde os isolados sofreram mutações em genes específicos que consequentemente 

levaram a uma mudança no ST, porém todas fazem parte do mesmo complexo clonal 5. 

Hudson et al.68 realizaram tipagem molecular de isolados MRSA provenientes de idosos de 26 

casas de repouso da Califórnia, e relataram que dentre os diferentes tipos de STs encontrados 

64% pertenciam ao CC5 e que o spa type t002 foi o terceiro mais frequente, demonstrando 

uma disseminação mundial desses isolados. 

O ST1176 foi descrito pela primeira vez por Carmo et al.69 em isolados de pacientes 

do Hospital São Paulo e posteriormente por Pires70 em indivíduos saudáveis do município de 
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Botucatu. O fato de este clone ter sido identificado em diferentes indivíduos em cidades 

distintas sugere ampla disseminação do clone no Estado de São Paulo. Também é importante 

destacar que o ST2594 foi relatado pela primeira vez por Pires70, isolado de swab nasal de 

portador saudável em estudo de base populacional na cidade de Botucatu. 

Tavares et al.71 realizaram estudos sobre epidemiologia de MSSA através da análise da 

evolução da população de S. aureus durante 19 anos em Portugal. Os resultados 

demonstraram que o ST5 (t002) foi o segundo tipo mais encontrado no estudo. Com base 

nesses resultados, é importante ressaltar que nosso estudo no CR também apresentou ST5 

(t002), além de todas as origens apresentarem o spa type t002. Além disso, em uma das ILPs 

um isolado de MSSA revelou-se com o mesmo spa type (t002) dos isolados resistentes, 

demonstrando a relação evolutiva entre eles. 

É importante ressaltar que com exceção do ST2599 que é um double-locus variant 

(DLV), ou seja, varia em dois locus do ST5, todos STs encontrados no estudo são single-locus 

variant (SLV) do ST5 ou seja, variam em apenas um locus do genótipo ancestral ST5.  Esta 

prevalência do ST5 entre pacientes em diferentes áreas geográficas sugere que esta cepa pode 

ter características genéticas que facilitem a disseminação na comunidade, confirmando que é 

um das principais linhagens epidêmicas mundiais. 

Desde a descoberta das técnicas de tipagem baseadas na sequência de DNA, 

numerosos estudos têm utilizado a técnica provando ser adequada e útil em aplicações 

epidemiológicas a curto prazo e a longo prazo. Além disso, a tipagem de isolados de MRSA e 

MSSA por MLST e spa typing é necessária para a elucidação da origem evolutiva desses 

microrganismos  e  possíveis vias de transmissão, controle e tratamento. Grundmann et al.60 

descrevem que existe uma ampla distribuição geográfica entre determinados spa types e que a 

distância média entre onde estão localizados esses spa types foi menor para os isolados de 

MRSA que MSSA, o que sugere um maior grau de aglomeração geográfica entre MRSA e um 
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maior poder de disseminação entre MSSA. Além disso, a diversidade genética foi muito 

menor para MRSA quando comparado ao MSSA. Com isso, relatam em seu estudo que pouco 

se sabe sobre a estrutura da população e abundância geográfica de MSSA, que é o 

reservatório genético a partir do qual emerge o MRSA. 

O estudo ressalta a importância de relatar as taxas de colonização por S. aureus fora do 

ambiente tradicional de cuidados à saúde, com uma prevalência elevada associada a diversos 

fatores de virulência, agindo como um potencial reservatório de infecções por MRSA tanto 

nos ambientes estudados, quanto para a comunidade aberta. A pesquisa ilustra a necessidade 

de uma investigação mais profunda sobre estratégias eficazes de prevenção e intervenções 

apropriadas em ambulatórios, ILPs e prisões para minimizar a transmissão entre eles. 
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6. Conclusão  
 

 Prevalência significativa de diversos genes de virulência entre isolados de MRSA e MSSA 

provenientes de diferentes origens, ressaltando a importância de MSSA.  

 

 Predomínio de S. aureus com SCCmec Tipo IV no Centro de Ressocialização e S. aureus 

com SCCmec Tipo IV e SCCmec Tipo II em pacientes da Dermatologia e idosos das ILPs. 

 

 Cepas virulentas e com altos níveis de resistência à oxacilina e outros antimicrobianos em 

MRSA SCCmec Tipo II, sendo encontradas principalmente na interface comunidade e 

hospital.  

 

 MRSA com SCCmec IV no Centro de Ressocialização, ILPs e Dermatologia virulentas, 

porém sensíveis a outras classes de antimicrobianos. 

 

 Intensa disseminação de MSSA e MRSA nos três ambientes estudados e a necessidade de 

melhores medidas de controle para evitar infecções decorrentes da colonização 

assintomática. 

 

 Existência de um complexo clonal (CC5) disseminado nas três cidades do interior de São 

Paulo (Avaré, Botucatu e Bauru), que reforça a necessidade de um melhor direcionamento 

para a implantação de novas medidas de prevenção de disseminação de S. aureus nesses 

ambientes. 
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ANEXO A. Fluxograma da prevalência de Staphylococcus aureus isoladas nos estudos originais e das amostras incluídas nesse estudo. 

 

 

302 swabs nasais 

Centro de  
Ressocialização 

 
Avaré/SP 

300 swabs nasais 

Instituição de Longa 
Permanência 

Bauru/SP 

127 swabs de infecções de 
pele e tecidos moles 

Dermatologia (HC-FMB) 

Botucatu/SP 

S. aureus 17,3 (52) 
MRSA 3,67 (11) 

S. aureus 16,5 (50) 
MRSA 0,7 (2) 

S. aureus 39,4 (66) 
MRSA 10,6 (7) 

50 S. aureus 
11 MRSA 

 

50 S. aureus 
2 MRSA 

50 S. aureus 
7 MRSA 

 

150 isolados 

de S. aureus 

Estudo original 
S. aureus % (nº) 
MRSA % (nº) 

 

Nº S. aureus e MRSA 
Incluídos nesse estudo 



                                                      Anexos      60 
  

 
 

 

ANEXO B. Características das Instituições de Longa Permanência (ILPs) 

ILPs A B C D E F G 

Nº de idosos 115 16 14 29 51 14 39 

Nº de cuidadores 13 5 6 7 8 3 11 

Leitos / Quartos Até 4 leitos por quarto Entre 2 a 3 leitos por 
quarto 

8 quartos com 2 leitos, 1 
com 3 leitos e 1 quarto 

com 4 leitos 

15 quartos com 2 
leitos e 2 quartos são 

individuais com 
apenas 1 leito 

Entre 4, 3 e 2 
leitos 

1 quarto com 3 
leitos, 1 com 4 

leitos, e 2 
quartos com 2 

leitos 

2 leitos por 
quarto 

Nº de quartos 57 6 10 17 21 4 29 

Visitas externas Quinzenalmente À vontade À vontade 14 às 17 horas À vontade À vontade 
14 às 16 horas 

diariamente 

Profissionais da 

saúde 

6 horas mensais (Clínico 
geral) e 2 horas semanais 

(Psiquiatra) 

Psicólogo, fisioterapeuta e 
nutricionista. 

Quando necessário 
Médico a cada 15 dias 

Fisioterapeuta 
diariamente 

Quando necessário 

Infectologista 1 
vez por semana 

Fisioterapeuta 
3 vezes por 

semana 

Visita média 2 
vezes ao mês 

Fisioterapeuta 
3 vezes por 

semana 

Médico vascular 
quinzenalmente 

Estagiários em 
fisioterapia 
(semanal), 

psicólogos e 
assistentes 

sociais 

Atividades 
comunitárias 

Banho de sol, televisão, 
cinema, feira livre, bailes, 

festas de aniversário 
mensalmente, entre outras 

Banho de sol e televisão 

Banho de sol, televisão, 
atividades em grupo e/ou 

individuais com 
fisioterapeuta 

Banho de sol e 
televisão. 

Banho de sol, 
televisão, jogos 

e festas 

Jogos, banhos 
de sol e 

televisão. 

Banhos de sol, 
televisão, igreja 

interna, 
artesanato, teatro 

e musicais 
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ANEXO C. Aprovação do Comitê de Ética 


