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Resumo 

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) emergiram logo após a 

introdução desse fármaco para tratamento de infecções hospitalares. A emergência da 

resistência a meticilina em cepas de Staphylococcus aureus na comunidade (CA-

MRSA) instiga a pesquisa de novos tratamentos e dos mecanismos de virulência 

relacionados a essas cepas. Indivíduos que não apresentavam fatores de risco 

tradicionais para aquisição de MRSA eram gravemente afetados por cepas de CA-

MRSA que geralmente apresentam-se mais virulentas. O objetivo desse trabalho foi 

determinar a ocorrência de Staphylococcus spp. e os fatores de risco para aquisição de 

MRSA como causa de infecções de pele e/ou de tecidos moles. Durante o período de 

estudo foram atendidos 127 pacientes com diagnóstico de infecções agudas de pele, 

sendo que 19 (14,9%) pacientes apresentaram cultura bacteriológica negativa e 108 

(85,1%) apresentaram cultura positiva para Staphylococcus spp., isolando-se 116 

amostras. Dessas 116 amostras, 66 (56,9%) foram identificadas como S. aureus e 50 

(43,1%) como Estafilococos coagulase-negativa (ECN). O gene de resistência a 

meticilina foi detectado em 26 (21%) amostras, sendo sete (26,9%) em S. aureus e 19 

(73,1%) em ECN. A resistência fenotípica para os discos de cefoxitina e oxacilina foi 

detectada em seis (85,7%) das amostras de S. aureus positivas para o gene mecA e, com 

relação aos ECN, 10 (52,6%) mostraram-se resistentes à oxacilina e somente cinco 

(26,3%) amostras mostraram-se resistentes para o disco de cefoxitina. Das 7 amostras 

de S. aureus positivas para o gene mecA 1 (14,2%) foi do tipo Ia, 3 (42,9%) do tipo II e 

3 (42,9%) do tipo IV. Para os ECN foram encontrados 2 (10,5%) do tipo I e II cada, 3 

(15,8%) do tipo III, 5 (26,4%) do tipo IV e 7 (36,8%) não foram tipáveis. O gene da 

PVL foi detectado em 15,1% das amostras de S. aureus. Os fatores de risco encontrados 

para aquisição de MRSA nesse estudo foram a utilização prévia de ciprofloxacina [8,75 



 

(1,59 – 48,29) p=0,01] e ser trabalhador da área de saúde [OR: 17,5 (1,22 – 250,36) p= 

0,04].  



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abstract



xxiv 

 

 

 

Abstract 

 The emergency of methicillin resistant Staphylococcus aureus strains in the 

community (CA-MRSA), lead to the search of new options of treatment and the 

virulence factors regarded to them. Individuals without the traditional risk factors for 

acquisition of MRSA were severely affected CA-MRSA strains, usually more virulent 

than health-care associated strains (HA-MRSA). The aim of this work was determinate 

the Staphylococcus spp. occurrence and the risk factors for MRSA acquisition as the 

main cause of skin and soft tissue infections. During the study period 127 patients were 

attended and diagnosed as acute skin infections, and 19 (14.9%) of the patients had 

negative bacterial culture and 108 (85.1%) had positive culture for Staphylococcus spp. 

and from that 116 samples were recovered. From these 116 samples, 66 (56.9%) were S. 

aureus and 50 (43.1%) were CoNS (coagulase-negative Staphylococcus). The 

methicillin resistance gene mecA was detected in 26 (21%) from the strains where 7 

(26.9%) were S. aureus and 19 (73.1%) were CoNS. The phenotypic resistance for the 

cefoxitin and oxacillin discs was detected in 6 (85.7%) of S. aureus samples and, 

regarded to the CoNS samples 10 (52.6%) were resistant to the oxacillin disc and just 5 

(26.3%) samples were resistant for the cefoxitin disk. From 7 S. aureus samples mecA 

positive 1 (14.2%) was type Ia, 3 (42.9%) type II and 3 (42.9%) type IV. For the CoNS 

isolated, 2 (10.5%) were tipe I and II for each one, 3 (15.8%) type III, 5 (26.4%) type IV 

and 7 (36.8%) were not able to type. The PVL gene was detected in 10 (15.1%) on S. 

aureus samples. The risk factors attributed to the MRSA acquisition on this study were 

the previous ciprofloxacin intake [OR: 8.75 (1.59 – 48.29) p= 0.01] and work in the 

health care settings [OR: 17.5 (1.22 – 250.36) p= 0.04]. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introdução 



 

 

 

 

1 - Introdução 

Staphylococcus é uma bactéria pertencente à família Staphylococcaceae e ao 

gênero Staphylococcus atualmente com 45 espécies18 existentes onde, 17 podem ser 

isoladas de amostras humanas. O representante mais importante do gênero, 

Staphylococcus aureus, pode ser encontrado em indivíduos saudáveis e também em 

imunocomprometidos.69 

As espécies de Staphylococcus spp. são classificadas de acordo com a síntese 

da enzima coagulase, sendo os coagulase positivos representados pelas espécies 

Staphylococcus aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. schleiferi subespécie coagulans, S. 

lutrae e S. delphini. A ausência da síntese da enzima caracteriza o grupo dos coagulase 

negativos representados principalmente pelas espécies S. epidermidis, S. saprophyticus, 

S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. capitis, S. saccarolyticus, S. lugdunensis, S. 

cohnii, S. xylosus, S. simulans, S. auricularis, S. caprae e S. schleiferi subsp. schleiferi.
2, 

36, 41 

Os seres humanos constituem-se no principal reservatório de S. aureus estando 

distribuído em várias partes do corpo como a pele, garganta, intestino e fossas nasais 

sem provocar danos no hospedeiro. Em hospitais o portador assintomático pode 

disseminar S. aureus trazendo riscos a pacientes imunocomprometidos.69  Por serem 

ubíquos podem causar diversos tipos de infecções como: pneumonia necrosante, 

infecções de pele e tecidos moles, bacteremia9, bem como intoxicações alimentares 

através da produção de enterotoxinas.13, 29, 69,71 

Estafilococos Coagulase-Negativos (ECN) compõe a microbiota da pele, com 

relação benigna com o hospedeiro, atuando como comensal ou saprófita. Assim, são 

considerados patógenos oportunistas de pacientes imunocomprometidos ou submetidos 

a procedimentos invasivos em ambientes hospitalares.3,12 Processos infecciosos 



2 

 

importantes relacionados aos ECN foram relatados nas últimas décadas sendo 

comumente isolados de hemoculturas de pacientes que passam por processos invasivos 

como próteses, cateter, transplantes e em crianças prematuras.12 A presença de ECN em 

UTI Neonatal é de extrema relevância, uma vez que são considerados agentes 

importantes na participação de infecções de corrente sanguínea e, a presença de genes 

de virulência, pode representar também um fator importante no desfecho das 

infecções.14 Recém-nascidos apresentam o sistema imunológico em formação e, quando 

submetidos à procedimentos invasivos e à instalação de dispositivos, ficam vulneráveis 

à infecções por ECN.14 

As epécies de ECN freqüentemente relacionados com infecções em humanos 

são S. epidermidis (podendo causar bacteremia, osteomielite, peritonite, infecções de 

sítios cirúrgicos, infecções devido à instalação de cateter e próteses, endoftalmites, etc.), 

S. haemolyticus (infecção do trato urinário, peritonites, ferimentos, entre outros) e S. 

saprophyticus (infecção urinária e sepse). Especificamente em relação à ocorrência de 

sepses em hospitais, a espécie S. epidermidis foi encontrada como agente etiológico em 

80% dos casos.21 

As infecções causadas por espécies de Staphylococcus spp. eram tratadas com 

a penicilina introduzida em 1940, porém, apenas dois anos após sua introdução 

surgiram cepas de origem hospitalar produtoras de penicilinase o que as tornaram 

resistentes à penicilina.48 Pouco tempo depois, o mesmo ocorreu com as cepas de 

origem comunitária tornando necessário o uso de antimicrobianos alternativos para o 

tratamento de infecções causadas por S. aureus.63 

No final dos anos 1950 na Europa, amostras de S. aureus de origem hospitalar 

e comunitárias apresentavam taxas de resistência à penicilina nos valores de 90% e 

70%, respectivamente.48 Tal constatação implicou na busca de alternativas e, em 1959 a 
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adição do ácido 6-aminopenicilânico na molécula da penicilina proporcionou a 

modificação que conferiu proteção do anel beta-lactâmico à ação da beta-lactamase. A 

meticilina, penicilina semi-sintética (oxacilina, um fármaco da mesma classe presente 

no Brasil) provou ser resistente à ação da beta-lactamase. Entretanto, ambas foram 

eficientes por pouco tempo e, em 1961, surgiram as primeiras cepas resistentes às 

penicilinas semi-sintéticas. Essas novas cepas emergentes foram denominadas de 

MRSA (Methicilin Resistant Staphylococcus aureus), até então exclusivas de ambientes 

hospitalares.37, 48 

Na década de 90 ocorreram os primeiros relatos de infecções por S. aureus em 

indivíduos sem fatores de riscos para a aquisição de MRSA de origem hospitalar (HA-

MRSA), daí surgindo a denominação de CA-MRSA (S. aureus resistente a meticilina 

adquirido na comunidade) para diferenciar de HA-MRSA.48 As infecções adquiridas na 

comunidade são distintas das hospitalares, pois os CA-MRSA possuem resistência 

somente aos antibióticos beta-lactâmicos além de poder carrear o gene para a síntese da 

Leucocidina Panton-Valentine (PVL) responsável pelas infecções de pele.32 

Os critérios para que sejam considerados exemplos de CA-MRSA é acometer 

pacientes sem relatos de infecções anteriores por MRSA, apresentarem culturas 

positivas para MRSA nas primeiras 48 horas após admissão no hospital, e não terem 

sido hospitalizados nos últimos 12 meses, nem admitidos em clínicas de repouso ou 

asilos e não terem sido submetidos à diálise, cirurgia, cateteres ou qualquer tratamento 

invasivo prévio.68 

A transmissão da bactéria se dá por contato direto do indivíduo susceptível 

com o portador assintomático. Há relatos de disseminação frequente de CA-MRSA 

entre homossexuais, militares, atletas, usuários de drogas ilícitas injetáveis, prisioneiros, 

pessoas com a pele e as mucosas comprometidas, hábitos de higiene precários, mastite 
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pós-parto,60 nativos americanos,32,71 nativos do Alaska e entre crianças devido ao 

contato com secreções nasais contaminadas.32 

Tais isolados estão associados a doenças de pele e tecidos moles.62 As 

infecções atingem desde tecidos superficiais até os mais profundos onde penetram 

através do rompimento das barreiras naturais.69 As características da infecção 

apresentam-se similares às causadas por MSSA (Methicillin Sensitive S. aureus).2 

Relatos de surtos e de infecções causadas por CA-MRSA estão aumentando 

mundialmente entre todas as faixas etárias. Vários países relataram sua presença como 

patógeno emergente como os Estados Unidos, Austrália, Nova Zelândia, Samoa, vários 

países do continente Europeu62 e da América do Sul (Brasil, Uruguai e Colômbia).1 No 

Brasil há relatos da presença desse patógeno na comunidade implicados na etiologia de 

infecções como furunculose59, infecções metastáticas com grandes complicações19 e 

pneumonias16, 20. 

Reinert et al61 analisaram uma coleção de cultura obtida entre 1995 e 1999 e 

caracterizaram-nas por PFGE (Pulsed Field Gel Electroforesis). Os resultados 

mostraram que o perfil predominante (80%) correspondia ao clone endêmico brasileiro 

(BEC). Três, das 50 amostras selecionadas, carrearam o cassete do tipo IVc e os 

resultados do MLST (Multi Locus Sequence Typing) mostraram que eram diferentes 

umas das outras: ST3, ST5 e ST88. Tais dados revelam que a presença do SCCmec IV 

no Brasil é antiga e deve ter passado despercebida na prática clínica e laboratorial. Faz-

se necessário detectar e monitorar essas cepas na comunidade e no hospital para melhor 

entendimento da epidemiologia e controle de disseminação61. 

Fatores de risco de aquisição de CA-MRSA devem ser avaliados devido à 

ampla disseminação. Em locais de grande proximidade entre os indivíduos há maior 

risco de infecções por S. aureus. Estudos realizados com pessoas que mantém contatos 
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próximos demonstram que a higiene é um fator importante na aquisição de S. aureus.76 

Os objetos de uso comum (sabão e sabonetes) e o ambiente estão relacionados aos 

surtos de infecções por esse patógeno.76 Há relatos de transmissão entre humanos e 

animais e vice-versa65, de cepas patogênicas multirresistentes de CA-MRSA que podem 

carrear os genes para produção da toxina Leucocidina Panton-Valentine (PVL).77 

Cepas de CA-MRSA isoladas de crianças apresentam maior susceptibilidade a 

antimicrobianos não beta-lactâmicos em comparação às isoladas de adultos.15 Isso se 

deve aos hábitos e aos diferentes ambientes que frequentam além de que, os agentes 

antimicrobianos utilizados em crianças podem diferir daqueles ministrados a adultos, 

proporcionando assim diferente pressão seletiva na comunidade. Entre os adultos, a 

resistência do CA-MRSA à gentamicina, tetraciclina, ciprofloxacina, clindamicina e 

eritromicina é mais frequente do que observado nos isolados infantis.15 

Em decorrência dessas observações iniciaram-se estudos genéticos e 

moleculares responsáveis pela resistência dos microrganismos aos antibióticos e a 

identificação que cepas de MRSA adquiriram e integraram em seu genoma o elemento 

móvel que possui os genes de resistência, chamados de Staphylococcal cassette 

chromosome mec (SCCmec). No SCCmec está presente o gene responsável pela 

resistência à meticilina (mecA) e demais beta-lactâmicos, e os genes que determinam a 

resistência à outras classes de antibióticos. As cepas relacionadas às infecções 

comunitárias contêm o elemento móvel pequeno e mais leve, o SCCmec IV ou V (de 21 

a 25 kb) e são resistentes, geralmente, somente aos antibióticos beta-lactâmicos.80 As 

cepas de HA-MRSA carreiam os elementos móveis mais pesados (SCCmec I a III) pois 

possuem genes que codificam resistências a antibióticos de várias classes.55  

O elemento móvel SCCmec é caracterizado pela presença de elementos 

genéticos essenciais: o complexo mec (classes A a E), o complexo ccr,
22 regiões 
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Jukyards (J)82 e na extremidade 3’ está ligado o open reading frame (ORF), orfX. O 

SCCmec é integrado no cromossomo do Staphylococcus num sítio específico 

denominado attBscc localizado downstream do orfX.
81 Existem vários tipos de SCCmec 

(I a XI)28. Até o presente momento o complexo ccr possui oito tipos diferentes, sendo 

cinco alótipos diferentes para o ccrA (ccrA1 a ccrA5), para o ccrB (ccrB1 a ccrB4 e 

ccrB6) e um para o ccrC1.28 Os alótipos do complexo SCCmec são caracterizados pela 

presença de determinados genes ccr.
27 Os genes ccrA e ccrB codificam as recombinases 

da família das “invertases/resolvases”. Essas enzimas mediam a integração dentro e fora 

do cromossomo conferindo a mobilidade do cassete.80 

As regiões J codificam vários pseudogenes aparentemente sem função para o 

metabolismo bacteriano80 e também contêm genes de resistência mediados, por 

plasmídeos ou transposons, a antibióticos não beta-lactâmicos e metais pesados.82 São 

caracterizadas em três partes: J1, que é a região entre a extremidade direita e o 

complexo ccr, J2, compreendida entre as regiões ccr e mec e a J3 que se localiza entre o 

mec e o orfX. A região J1 tem sido identificada em SCCmec dos tipos II e IV. A 

presença ou ausência de genes codificadores de resistência na região J3 pode ser usado 

como marcadores para classificar os elementos SCCmec.33
 

Os SCCmec podem ser encontrados em várias espécies de Staphylococcus além 

de S. aureus, como S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis e S. warneri.
22 A origem 

do SCCmec é desconhecida e não há relatos de outros gêneros diferentes de 

Staphylococcus carrear esse cassete cromossômico. A presença do SCCmec do tipo IV 

em S. epidermidis em pessoas saudáveis, sugere ser ele o responsável pela conversão do 

CA-MSSA para CA-MRSA21 onde a transmissão ocorre principalmente pela transdução 

mediada por bacteriófagos.26 
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O gene mecA codifica a proteína ligadora de penicilina (PBP 2’ ou 2a)46 

presente na superfície da membrana citoplasmática cuja função é sintetizar a parede 

bacteriana.63 Nas cepas sensíveis as PBP’s tradicionais se ligam facilmente aos 

antibióticos beta-lactâmicos o que impede a correta formação da parede celular. No 

entanto, a PBP 2a possui baixa afinidade a essa classe de antimicrobianos conferindo a 

resistência às penicilinas semi-sintéticas.25,46 

O gene mecA é regulado por dois genes, o mecI e o mecR1 e desempenham 

funções análogas ao do mecanismo de regulação da síntese de beta-lactamase, o blaI e o 

blaR1. O preciso mecanismo de regulação ainda não está totalmente estabelecido, mas 

essencialmente o gene blaI consiste de uma proteína ligadora de DNA que reprime a 

transcrição do gene da beta-lactamase e blaR1 codifica uma PBP transdutora de sinal 

que na presença de antibióticos beta-lactâmicos lidera a transcrição da enzima.9  

Boyle-Vavra et al5 realizaram um estudo com pacientes com infecções de pele 

e de tecidos moles e outros colonizados por CA-MRSA, com o objetivo de testar a 

resistência a vários antimicrobianos bem como isolar aquelas que carregavam o gene 

mecA. Os resultados mostram que 94% das cepas recuperadas dessas infecções e 85,3% 

das cepas que colonizavam os indivíduos saudáveis apresentaram resistência a três ou 

mais antimicrobianos não beta-lactâmicos. O SCCmec IV estava presente em 34% das 

amostras dos indivíduos que possuíam pelo menos um fator de risco para aquisição de 

MRSA.5  

A presença de plasmídeos de resistência a clindamicina em USA 100 e USA 

300 sugere a transmissão horizontal desses genes da primeira para a segunda cepa, 

representando, assim, um grande desafio ao tratamento das infecções adquiridas na 

comunidade43. A resistência pode ser intrínseca, prontamente detectada em teste de 

disco-difusão ou pode ser induzida. Em cepas MLSBi positivas (macrolídeo-
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lincosamina-estreptogramina B resistentes) um indutor, como a eritromicina por 

exemplo, promove a produção de metilase pelo gene emr e a subseqüente metilação da 

unidade 23S do ribossomo faz com que a cepa expresse a resistência a lincosamina 

(como a clindamicina). Fenotipicamente as cepas são resistentes à eritromicina e 

sensíveis à clindamicina, porém quando se dispõem o disco de eritromicina a 16 

milímetros do disco da clindamicina a cepa expressa a resistência induzida formando 

uma zona em D. A presença do gene mecA no CA-MRSA não é critério, por si só, para 

que haja a resistência induzida.57 

Outros mecanismos de resistência têm sido identificados em cepas que não 

carreiam o gene mecA como, por exemplo, a hiperprodução de beta-lactamase 

responsável pela inativação da oxacilina ou a resistência modificada (MOD-SA) 

mediada por diferentes tipos de PBP’s com afinidades alteradas para este antibiótico. 

Cepas com esse perfil de resistência são denominadas borderline.78 

Os microrganismos que carreiam o SCCmec podem abrigar os genes lukS e 

lukF que codificam a produção da toxina Leucocidina Panton-Valentine (PVL).54 

Adicionalmente, podem carrear genes que codificam toxinas responsáveis pela 

síndrome do choque tóxico (TSS), escarlatina estafilocócica (staphylococcal scarlet 

fever) (ambas devido à toxina da síndrome do choque tóxico 1 [TSST1] e enterotoxinas 

estafilocócicas), síndrome da pele escaldada (SSSS, devido à esfoliatinas) e intoxicação 

alimentar (se’s, enterotoxinas estafilocócicas).69, 29, 30 

As infecções profundas de pele e de tecidos moles, como furúnculos e 

abscessos cutâneos, além de pneumonia necrosante, são atribuídas à presença da toxina 

PVL produzida por S. aureus. Através da lise das células de defesa, essa toxina 

promove grave dano tecidual. Dificilmente PVL-positivos são encontrados em 

ambientes nosocomiais associados à bacteremia.36, 44  



9 

 

A leucocidina foi associada à infecção de pele e de partes moles por dois 

estudiosos, Panton e Valentine, no ano de 1932. A aquisição dos genes que codificam a 

PVL é feita através da transdução de um tipo específico de bacteriófago, phiSLT, que 

lisogeniza uma célula portadora desse gene e a transporta para outra célula. A partir da 

sua transcrição são produzidas duas exoproteínas, a LukS-PV e a LukF-PV. Quando 

secretadas, a LukS-PV inicia uma ligação à membrana do leucócito polimorfonuclear 

(PMN) e são dimerizados com o LukF-PV alternando um e outro até a completa 

formação do heptâmero. Há a formação de canais de cálcio induzindo a produção das 

interleucinas e mediadores inflamatórios. Dependendo da concentração da toxina, os 

PMN’s podem sofrer lise ou apoptose. Devido a essas evidências, provavelmente a PVL 

não esteja diretamente associada à necrose tecidual, mas sim relacionada aos grânulos 

lisossomais citotóxicos liberados pela lise do PMN, ao oxigênio reativo liberado dos 

granulócitos ou, ainda, à cascata inflamatória.6 

A presença de PVL nos pulmões causa hemorragia, extensiva necrose dos 

septos alveolares, destruição do epitélio que recobre os brônquios e os bronquíolos80 e 

cortes histopatológicos mostram lesões necróticas na mucosa da traquéia.36 Estudos 

realizados anteriormente propuseram que a propensão do CA-MRSA causar infecções 

graves de pele e tecidos moles e, eventualmente, pneumonia necrosante, é devido ao 

gene que codifica a produção de PVL.66 

A partir dessas evidências os objetivos desse estudo foram avaliar os fatores de 

risco para aquisição de CA-MRSA, detectar os fatores de virulência TSST-1 e PVL, 

bem como traçar o perfil de susceptibilidade às drogas e a caracterização do SCCmec 

das amostras de MRSA coletadas de pacientes do serviço de Dermatologia do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. 
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2. Objetivo Geral 

Determinar a ocorrência de Staphylococcus spp. e os fatores de risco para 

aquisição de MRSA como causa de infecções de pele e/ou de tecidos moles em 

pacientes atendidos no ambulatório e/ou serviço de emergência da Dermatologia do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, SP. 

 

2.1 Objetivos Específicos 

� Identificar amostras de Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase-

negativa (ECN) isoladas de infecções de pele e/ou de tecidos moles em pacientes 

da Dermatologia da FMB.  

� Detectar a resistência à oxacilina em S. aureus e estafilococos coagulase-

negativa pelas técnicas de difusão de disco e da detecção do gene mecA . 

�  Detectar a presença dos genes responsáveis pela síntese da leucocidina Panton-

valentine (lukS-PV – lukF-PV) e pela toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico 

(TSST-1) em amostras de S. aureus e estafilococos coagulase-negativa incluídas 

no estudo. 

� Determinar o perfil de resistência aos antimicrobianos em amostras de S. aureus 

e estafilococos coagulase-negativa incluídas no estudo. 

� Caracterizar o SCCmec das amostras de MRSA e MRCo-NS (Staphylococcus 

coagulase negativa resistente à meticilina).  

� Determinar os fatores de risco para aquisição de MRSA. 
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3. Material e Métodos 

3.1 Amostragem 

As amostras foram coletadas de 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 no período de setembro de 2008 a setembro de 2009, 

totalizando 127 pacientes (amostra de conveniência). As infecções incluídas nesse 

estudo foram clinicamente diagnosticadas pelo médico responsável como: furúnculos, 

celulites/ erisipela, abscessos, hidradenites, foliculites, pés diabéticos infeccionados, 

osteomielites supurativas, infecções secundárias com secreção piogênica, impetigo 

bolhoso. O trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (Anexo C). 

As amostras de secreções foram coletadas com swab com meio de transporte 

Stuart (Loborclin®) estéril por um único pesquisador após entrega do termo de 

consentimento livre e esclarecido (Anexo B) para os pacientes que aceitaram participar 

do estudo e foram enviadas imediatamente para o Laboratório de Bacteriologia do 

Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociências. Os pacientes 

responderam a um questionário com questões para análise epidemiológica dos achados 

(Anexo A).  

 

3.2 Identificação de S. aureus e Staphylococcus coagulase-negativa 

Os swabs foram semeados em ágar Sangue de Carneiro (5%) para visualização 

da hemólise das colônias e em Manitol-Sal ágar, meio seletivo para S. aureus. As 

colônias típicas foram coradas pelo método de Gram objetivando-se sua pureza e a 

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

características, as amostras foram submetidas às provas de catalase e coagulase. O 
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gênero Staphylococcus foi diferenciado de Micrococcus com base na prova de oxidação 

e fermentação da glicose e pela resistência à bacitracina (0,04 U) indicada pela ausência 

de halo de inibição ou formação de halo de até 9 mm, e pela sensibilidade à 

furazolidona (100 µg) caracterizada por halos de inibição de 15 a 35 mm de diâmetro.12 

Para diferenciação da espécie S. aureus dos ECN foi realizada a prova da 

coagulase utilizando plasma de coelho em tubo. Essa prova foi realizada adicionando 

500µl de cultura da bactéria em Brain Heart Infusion Broth (BHI) em 250µl de plasma 

de coelho realizando leituras de 1, 4 e 24 horas.12 Para a identificação das espécies de 

ECN utilizou-se o método simplificado proposto por Cunha et al12 conforme esquema 

de provas bioquímicas, o qual estabelece a realização de testes de utilização de açúcares 

(xilose, sacarose, trealose, manitol e maltose), crescimento anaeróbico em meio 

tioglicolato, redução de nitrato, produção de hemolisinas, urease e ornitina 

descarboxilase.  

As seguintes linhagens de ECN de referência internacional S. epidermidis 

(ATCC 12228), S. simulans (ATCC 27851), S. warneri (ATCC 10209) e S. xylosus 

(ATCC 29979) foram utilizadas para controle dos resultados dos testes. 

Posteriormente à confirmação da espécie, conservaram-se as amostras em 

caldo nutriente com glicerol a -70°C. 

 

3.3. Extração do ácido nucléico 

O ácido nucléico total foi extraído a partir de linhagens de Staphylococcus spp. 

cultivadas em ágar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusão de Cérebro e 

Coração (BHI) e incubado a 37º C por 24 h.  

A extração foi realizada com o Kit Illustra (GE Healthcare®) que consiste na 

centrifugação do caldo BHI com o inóculo crescido a 37º C por 24 horas, seguida de 
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digestão inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K (20 

mg/ml). A seguir adicionou-se, 500 µl da solução de extração à mistura e esta, 

submetida à centrifugação a 5.000 x g por 1 min. Em seguida o sobrenadante foi 

transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O líquido coletado foi 

descartado e adicionou-se 500 µl de solução de extração novamente à coluna. Após a 

centrifugação e descarte do líquido coletado, adicionou-se 500 µl da solução de lavagem 

à coluna e esta centrifugada a 14.000 x rpm por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida 

para um tubo de 1,5 ml e 200 µl de água Milli Q aquecida a 70º C para a eluição.  As 

amostras foram centrifugadas a 5000 x g por 1 minuto, a coluna foi desprezada e o 

DNA extraído foi armazenado a -20º C. 

 

3.4 Determinação de amostras de Staphylococcus aureus e ECN resistentes à 

meticilina-oxacilina (MRSA)  

3.4.1 Técnica de difusão da droga em ágar com disco de oxacilina e cefoxitina 

A técnica de difusão da droga em ágar a partir de discos impregnados com 

Oxacilina (1 µg) e Cefoxitina (30 µg) foram utilizados para o teste conforme critérios 

recomendados pelo Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI (2009).10 Para o 

preparo dos inóculos foram utilizadas culturas em caldo BHI, previamente incubadas 

por 4 a 6 horas e ajustadas com a turbidez da escala 0.5 de McFarland.  

A densidade do inóculo uma vez ajustada realizou-se a semeadura através de 

swab estéril na superfície de ágar Mueller Hinton, e aplicados os discos impregnados 

com as drogas. As placas foram incubadas a temperatura de 35ºC por 24 horas sendo a 

atividade do antimicrobiano avaliada pelo diâmetro do halo de inibição através de 

interpretação em base das normas estabelecidas pelo CLSI10. A linhagem padrão de S. 

aureus ATCC 25923 foi usada como controle em todos os experimentos. 
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3.4.2 Detecção do gene mecA de resistência à meticilina 

3.4.2.1 Amplificação do ácido nucléico (PCR)  

As reações de PCR realizadas em microtubos de 0,5 ml em volumes totais de 

25 µl contendo 10 pmol de cada primer (Tabela 1), 2,0 U de Taq polimerase, 100 µM de 

desoxiribonucleotídeos trifosfatados, 0,75 µl de MgCl2 (50mM) e 5 µl de amostra. A 

incubação realizou-se em termociclador apropriado, empregando os parâmetros 

descritos por Murakami et al50 que consistiram de: 40 ciclos de desnaturação a 94º C 

por trinta segundos, anelamento dos primers a 55,5º C por trinta segundos e extensão a 

72º C por um minuto. Após completar os 40 ciclos, os tubos foram incubados a 72º C 

por cinco minutos antes de resfriar à 4º C. Em todas as reações realizadas foram 

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

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

Tabela 1. Oligonucleotídeos para a detecção do gene mecA 

Função Nome Sequência de nucleotídeos 5’a 3’ TPA* 

Primer 
mecA1 AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGGC 

533 bp 
mecA2 AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTGC 

Fonte: Murakami  et al50 *TPA: Tamanho do Produto Amplificado  

 

3.5 Detecção dos genes lukS-PV – lukF-PV da leucocidina Panton-Valentine e do 

gene tst da toxina 1 da síndrome do choque tóxico (TSST-1) em S. aureus e 

Staphylococcus coagulase-negativa 

3.5.1 Amplificação do ácido nucléico (PCR) 

Após a extração do DNA das amostras (Item 3.3), as reações de PCR foram 

realizadas em tubos de microcentrífuga de 0,5 ml em volumes totais de 25 µl contendo 

10 pmol de cada primer (Tabela 2), 2,0 U de Taq polimerase, 100 µM de 

desoxiribonucleotídeos trifosfatados, 0,75 µl de MgCl2 (50mM) e 5 µl de amostra. A 
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incubação realizou-se em termociclador apropriado, sendo que a amplificação para 

detecção dos genes lukS-PV – lukF-PV consistiu na técnica descrita por Lina et al36, ou 

seja, 30 ciclos de desnaturação a 94º C por trinta segundos, anelamento dos primers a 

55º C por trinta segundos e extensão a 72º C por um minuto. Após completar os 30 

ciclos, os tubos foram incubados a 72º C por cinco minutos antes de resfriar à 4º C. Em 

todas as reações realizadas foram utilizadas linhagens de referência internacional com 

controle positivo (S. aureus ATCC 49775) e negativo (S. aureus ATCC 29213). 

Para a detecção do gene tst foram utilizados os parâmetros preconizados por 

Johnson30 e otimizados por Cunha et al13 sendo o primeiro ciclo a 94º C por quatro 

minutos, desnaturação a 94º C por 2 minutos, anelamento dos primers a 55º C por 2 

minutos e extensão a 72º C por um minuto e 30 segundos, seguido por um segundo 

ciclo de desnaturação a 94º C por 2 minutos, anelamento dos primers a 53º C por 2 

minutos e extensão a 72º C por  um minuto e 30 segundos. No terceiro ciclo a 

temperatura de anelamento foi reduzida para 51º C por 2 minutos, seguido por mais 37 

ciclos de desnaturação a 94º C por 2 minutos, anelamento dos primers a 51º C por 2 

minutos e extensão a 72º C por um minuto e 30 segundos. Após completar os 40 ciclos, 

os tubos foram incubados a 72º C por sete minutos antes de resfriar à 4º C. 

 

Tabela 2. Oligonucleotídeos para detecção dos genes das toxinas estafilocócicas 

Função Nome Seqüência de nucleotídeos 5’a 3’ TPA* 

Primer 
Luk-PV1 ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCCA 

433pb 
Luk-PV2 GCA TCA AST GTA TTG GAT AGC AAA AGC 

Primer 
Tsst1 ATG GCA GCA TCA GCT TGA TA 

350bp 
Tsst2 TTT CCA ATA ACC ACC CGT TT 

Fonte: Lina et al36, Johnson et al30, Cunha et al13. *TPA: Tamanho do produto amplificado 
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3.6 Perfil de Sensibilidade Antimicrobiana 

Os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos Gentamicina 10µg, Linezolida 

30µg, Penicilina G 10UI, Sulfametazol/Trimetoprin 25µg, Eritromicina 15µg, 

Clindamicina 2µg e Vancomicina 30µg, foram avaliados por meio do método de disco-

difusão (Kirby-Bauer) conforme critérios recomendados pelo CLSI.10  

Para o preparo dos inóculos utilizaram-se culturas em caldo BHI, previamente 

incubadas por 4 a 6 horas e ajustadas com a turbidez da escala 0.5 de McFarland.   

Após homogeneização desta suspensão foi realizada a semeadura em uma 

placa de ágar Mueller-Hinton sendo os discos dispensados em até 15 minutos após a 

semeadura. As placas foram incubadas em estufa por 18 a 24 horas, à temperatura de 

35°C, aferindo os halos de inibição após este período. 

O teste de resistência induzida a clindamicina foi realizado conforme proposto 

pelo CLSI, dispondo o disco de clindamicina a 16 milímetros do disco de eritromicina 

no ágar Mueller-Hinton, e a observação do achatamento do halo indicativo de 

resistência induzida. 

 

3.7 Determinação do tipo de SCCmec 

3.7.1 Classificação de SCCmec em S. aureus 

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

PCR-Multiplex com o primers descritos na Tabela 3, conforme descrito por Milheiriço 

et al.47 As condições de ciclagem foram 94º C por 4 minutos; 30 ciclos de 94º C por 30 

segundos, 53º C por 30 segundos e 72º C por 1 minuto; extensão final a 72ºC por 4 

minutos.47 

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 
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para o SCCmec tipo III; HU25 para o SCCmec tipo IIIA e MW2 para o SCCmec tipo 

IV. 

Tabela 3. Oligonucleotídeos para a detecção do Cassete Cromossômico estafilocócico 

mec (SCCmec) em S. aureus 

Primer Sequência de nucleotídeos 5’a 3’ SCCmec/R* TPA** 

dcs F2 5’ – CATCCTATGATAGCTTGGTC – 3’ I, II, IV e VI, 

região J3 
342 

dcs R1 5’ – CTAAATCATAGCCATGACCG – 3’ 

mecA P4 5’ – TCCAGATTACAACTTCACCAGG – 3’ 
Controle 
interno 
positivo 

162 
mecA P7 5’ – CCACTTCATATCTTGTAACG – 3’ 

cif2 F2 5’ – TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG – 3’ 
I, região J1  495 

cif2 R2 5’ – ATTTACCACAAGGACTACCAGC – 3’ 

mecI P2 5’ – ATCAAGACTTGCATTCAGGC – 3’ II and III, 

complexo mec  
209 

mecI P3 5’ – GCGGTTTCAATTCACTTGTC – 3’ 

rif5 F10 5’ – TTCTTAAGTACACGCTGAATCG – 3’ 
III, região J3 414 

rif5 R13 5’ – GTCACAGTAATTCCATCAATGC – 3’ 

ccrC F2 5’ - GTACTCGTTACAATGTTTGG – 3’ V, complexo 

ccr 
449 

ccrC R2 5’ – ATAATGGCTTCATGCTTACC – 3’ 

kdp F1 5’ – AATCATCTGCCATTGGTGATGC – 3’ 
II, região J1 284 

kdp R1 5’ – CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG – 3’ 

SCCmec V J1 F 5’ - TTCTCCATTCTTGTTCATCC – 3’ 
V, região J1 377 

SCCmec V J1 R 5’ – AGAGACTACTGACTTAAGTGG – 3’ 

ccrB2 F2 
 

5’ – AGTTTCTCAGAATTCGAACG – 3’ 
II and IV, 

complexo ccr  
311 

ccrB2 R2 5’ – CCGATATAGAAWGGGTTAGC – 3’ 

SCCmec III J1 F 5’ – CATTTGTGAAACACAGTACG – 3’ 

III, região J1 243 

SCCmec III J1 R 5’ – GTTATTGAGACTCCTAAAGC – 3’ 

SCCmec/R*: Tipo de SCCmec/ Região 
TPA**: Tamanho do produto amplificado. 
Fonte: Milheiriço et al47 e Oliveira e Lencastre56. 
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3.7.2 Classificação de SCCmec em ECN 

Para a classificação do SCCmec em ECN foram utilizados os primers (Tabela 

4) para o locus específicos de cada tipo. As reações foram realizadas em termociclador 

apropriado empregando os parâmetros descritos por Machado et al (2007)39, que 

consistem em: 92ºC por 3 minutos seguidos por 30 ciclos de 92º C por 1 minuto, 56º C 

por 1 minuto e 72º C por 1 minuto e 30 segundos. 

 
Tabela 4. Oligonucleotídeos para a detecção do Cassete Cromossômico estafilocócico 

mec (SCCmec) em ECN 

Primer Sequência de nucleotídeos 5’a 3’ SCCmec/R* TPA** 

CIF2 F2 5’ – TTCGAGTTGCTGGATGAAGAAGG – 3’ 
I, região J1 495 

CIF2 R2 5’ – ATTTACCACAAGGACTACCAGC – 3’ 

KDP F1 5’ – AATCATCTGCCATTGGTGATGC – 3’ 
II, região J1 284 

KDP R1 5’ – CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG – 3’ 

DCS F2 5’ – CATCCTATGATAGCTTGGTC – 3’ I, II, IV 

região J3 
342 

DCS R1 5’ – CTAAATCATAGCCATGACCG – 3’ 

RIF4 F3 5’ – GTGATTGTTCGAGATATGTGG – 3’ 
III região J3 414 

RIF4 R9 5’ – CGCTTTATCTGTATCTATCGC – 3’ 

SCCmec/R*: Tipo de SCCmec/ Região amplificada 
TPA**: Tamanho do produto amplificado. 
Fonte: Milheiriço et al47, Oliveira e Lencastre56 e Machado et al39 

 

 

3.8. Visualização dos produtos amplificados 

A eficiência das amplificações foi monitorada pela eletroforese da reação em 

gel de agarose 2% preparado em tampão TBE 1,0 X e corado com Sybr Safe®. O 
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tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o marcado de peso molecular 

de 100 bp e posteriormente fotografado sob transiluminação UV. 

 

3.9 Análise Estatística 

Foram calculadas as sensibilidade e especificidade do método de disco-difusão 

com discos de oxacilina e cefoxitina comparando com a detecção do gene mecA (padrão 

ouro) para a detecção da resistência a meticilina. 

Para comparação entre as variáveis categóricas foram realizados testes não-

paramétricos para proporção: X2 e Teste Exato de Fischer (quando recomendável). 

Variáveis contínuas foram comparadas através do Teste T de Student. O teste U de 

Mann-Whitney foi usado para analisar dados numéricos. Variáveis que obtiveram p-

valor inferior a 0,1 na análise univariada foram incluídas em modelo multivariado 

(regressão logística). As análises dos dados obtidos nos questionários foram realizadas 

nos softwares EPI-INFO para Windows®, versão 3.2 (© Centers for Disease Control 

and Prevention, USA) e SPSS versão 15.0 (© SPSS, inc.). Nível de significância final 

de 0,05 foi utilizado em todos os testes. 

  

3.9.1 Análise dos Fatores de Risco do Hospedeiro Para Aquisição de MRSA 

 

Fatores de risco individuais para aquisição de MRSA foram abordados através 

de estudos “caso-controle”. Os “casos” foram selecionados entre os pacientes com 

culturas positivas para MRSA. Os “não casos” foram selecionados da mesma base 

populacional com o critério de ausência de culturas positivas para MRSA. Os fatores de 

risco foram analisados de acordo com os dados epidemiológicos coletados da população 

em estudo. Os dados do questionário (Anexo A) analisados foram: dados demográficos, 
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comorbidades, admissão em instituições de saúde, procedimentos médicos, uso de 

antimicrobianos, prática de esportes, uso de drogas ilícitas e orientação sexual. Todos os 

dados foram armazenados e analisados no software EPI-INFO (versão 3.5.2, Center for 

Disease Control and Prevention) e no SPSS versão 15.0.  



 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 



 

4. Resultados 

4.1 Amostragem 

Foram coletados swabs

dermatológico nos serviços de ambulatório e/ou emergência

período de setembro de 2008 a

apresentaram cultura bacteriológica 

apresentaram cultura positiva

(Figura 1).  

 
Figura 1. Distribuição de Staphylococcus 

 
 

Dentre elas 66 (56,9%) foram identificadas como 

26 (39,4%) de infecções secundárias, 13 (19,7%) de onicocriptose infeccionada, 8 

(12,1%) de furunculose, 6 (9,1%) isoladas de impetigo, 4 (6,1%) de pé diabético 

infeccionado, 3 (4,5%) recuperadas de celulites, 3 (4,5%) de osteomielites, 1 (1,5

foliculite, 1 (1,5%) de erisipela e 1 (1,5%) 
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swabs de 127 pacientes que procuraram atendimento 

dermatológico nos serviços de ambulatório e/ou emergência da Dermatologia

período de setembro de 2008 a setembro de 2009. Detectou-se que 19 (14,9%)

apresentaram cultura bacteriológica negativa para Staphylococcus spp.e 108

positiva para Staphylococcus spp. isolando-se 116

Staphylococcus spp. isolados de infecções de pele. 

Dentre elas 66 (56,9%) foram identificadas como Staphylococcus aureus

26 (39,4%) de infecções secundárias, 13 (19,7%) de onicocriptose infeccionada, 8 

(12,1%) de furunculose, 6 (9,1%) isoladas de impetigo, 4 (6,1%) de pé diabético 

infeccionado, 3 (4,5%) recuperadas de celulites, 3 (4,5%) de osteomielites, 1 (1,5

foliculite, 1 (1,5%) de erisipela e 1 (1,5%) de outro tipo de infecção (Figura 3

66

50

Staphylococcus aureus ECN
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que procuraram atendimento 

da Dermatologia no 

(14,9%) pacientes 

108 (85%) 

6 amostras 

 

 

aureus sendo 

26 (39,4%) de infecções secundárias, 13 (19,7%) de onicocriptose infeccionada, 8 

(12,1%) de furunculose, 6 (9,1%) isoladas de impetigo, 4 (6,1%) de pé diabético 

infeccionado, 3 (4,5%) recuperadas de celulites, 3 (4,5%) de osteomielites, 1 (1,5%) de 

Figura 3). Foram 



 

recuperadas 50 (43,1%) amostras identificadas como 

(ECN), 20 (40%) recuperadas de infecção secundária, 6 (12%) de pé diabético 

infeccionado, 5 (10%) de impetigo, 5 (10%)

infecções, 4 (8%) de hidradenite, 2 (4%) onicocriptose infeccionada, 2 (4%) de 

foliculite e 2 (4%) de osteomielite (

 
 

Figura 2. Paciente com 

 

%) amostras identificadas como Estafilococos coagulase

(ECN), 20 (40%) recuperadas de infecção secundária, 6 (12%) de pé diabético 

nfeccionado, 5 (10%) de impetigo, 5 (10%) de furunculose, 4 (8%) de outros tipos de 

infecções, 4 (8%) de hidradenite, 2 (4%) onicocriptose infeccionada, 2 (4%) de 

foliculite e 2 (4%) de osteomielite (Tabela 5, Figura 2). 

Paciente com lesão da qual foi isolada a espécie S. epidermidis
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Estafilococos coagulase-negativa 

(ECN), 20 (40%) recuperadas de infecção secundária, 6 (12%) de pé diabético 

de furunculose, 4 (8%) de outros tipos de 

infecções, 4 (8%) de hidradenite, 2 (4%) onicocriptose infeccionada, 2 (4%) de 

 
epidermidis 



 

Figura 3. Paciente com osteomielite supurativa por 
 
Tabela 5. Frequência das espécies

tipo de infecção de pele. 

Apresentação 
Clínica 

S. aureus

N 
Celulite 3 
Erisipela 1 
Foliculite 1 

Furunculose 8 
Hidradenite 0 

Impetigo 6 
Infecção secundária1 26 

Onicocriptose 13 
Osteomielite 3 

Outra2 1 
Pé diabético 4 

Total 66 
Infecção secundária1: Infecção que se origina na presença de uma porta de entrada existente, durante ou 
após um tratamento de outra infecção, podendo ocorrer também em decorrência de alterações no sistema 
imunológico. 
Outra2: Tecido necrosado, amigdalite.
 

Paciente com osteomielite supurativa por S. aureus 

Frequência das espécies de Staphylococcus spp. isoladas de acordo com o 

S. aureus ECN Negativa 
Staphylococcus 

 % N % N 
 4,5 0 0 2 
 1,5 0 0 1 
 1,5 2 4 1 
 12,1 5 10 1 
 0 4 8 1 
 9,1 5 10 0 
 39,4 20 40 6 
 19,7 2 4 1 
 4,5 2 4 1 
 1,5 4 8 4 
 6,1 6 12 1 

 100 50 100 19 
: Infecção que se origina na presença de uma porta de entrada existente, durante ou 

um tratamento de outra infecção, podendo ocorrer também em decorrência de alterações no sistema 

amigdalite.  

26 

 

as de acordo com o 

 para 
Staphylococcus spp. 

% 
10,5 
5,3 
5,3 
5,3 
5,3 
0 

31,6 
5,3 
5,3 

21,1 
5,3 

100 
: Infecção que se origina na presença de uma porta de entrada existente, durante ou 

um tratamento de outra infecção, podendo ocorrer também em decorrência de alterações no sistema 



 

4.2 Identificação bioquímica 

 A identificação fenotípica das 50

(48%) como S. epidermidis, 7

S. xylosus, 3 (6%) S. schleiferi

(4%) S. cohnii subsp cohnii, 1 (2%)
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Figura 4. Distribuição de espéci

pele. 

bioquímica de Estafilococos coagulase-negativa (ECN) 

identificação fenotípica das 50 amostras de ECN (Figura 4) caracterizou 2

7 (14%) S. haemolyticus, 6 (12%) S. saprophyticus

schleiferi subsp schleiferi, 2 (4%) S. cohnii subsp urealyticus

, 1 (2%) S. warneri, 1 (2%) S. lugdunensis e 1 (2%) 

6
3 3 2 2 1

Espécies 

Distribuição de espécies de Estafilococos coagulase-negativa isolada
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) caracterizou 24 

S. saprophyticus, 3 (6%) 

urealyticus, 2 

e 1 (2%) S. 

1 1

negativa isoladas de infecções de 



 

Figura 5. Distribuição das espécies de Estafilococos 

material clínico. 

 

4.3 Determinação da resistência à meticilina em

 A determinação da resistência a meticilina pelo método de disco

30 (24%) amostras resistentes a

Dessas 30 (23,8%) amostras resistentes
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Distribuição das espécies de Estafilococos coagulase-negativa segundo 

da resistência à meticilina em amostras de S. aureus e ECN

A determinação da resistência a meticilina pelo método de disco-difusão revelou 

esistentes ao disco de oxacilina e 19 (15%) resistentes a cefoxitina.

%) amostras resistentes a oxacilina, 9 (30%) eram da espécie 
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eram da espécie S. aureus. 
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Quanto ao disco de cefoxitina

mostraram-se resistentes (Figura 

 Vinte e uma (70%) das amostras

a sensibilidade a cefoxitina, somente 11

fenotipicamente (Figura 7).  

Figura 6. Distribuição de 

resistentes a oxacilina pelo método de difusão 

Quanto ao disco de cefoxitina, das 19 resistentes, 8 (42%) amostras de 

Figura 6). 

Vinte e uma (70%) das amostras resistentes a oxacilina eram ECN. Com relação 

bilidade a cefoxitina, somente 11 (57,9%) mostraram-se resistentes 

de S. aureus e Estafilococos coagulase-negativa (ECN) 

resistentes a oxacilina pelo método de difusão em ágar com disco de oxacilina.
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Figura 7. Distribuição de 

resistentes a cefoxitina pelo método de difusão em ágar com disco de cefoxitina.

 
 

Figura 8. Total de amostras resistentes a oxacilina e 
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de S. aureus e Estafilococos coagulase-negativa (ECN) 

resistentes a cefoxitina pelo método de difusão em ágar com disco de cefoxitina.

Total de amostras resistentes a oxacilina e cefoxitina 
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resistentes a cefoxitina pelo método de difusão em ágar com disco de cefoxitina. 
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Com relação ao total de espécies de ECN, o teste de disco-difusão revelou que a 

resistência a oxacilina predominou em S. epidermidis (33,3%), seguido por S. 

saprophyticus (23,8%), S. haemolyticus (14,2%), S. capitis, S. cohnii subsp. cohnii, S. 

warneri, S. cohnii subsp. urealyticus, S. xylosus e S. schleiferi subsp. schleiferi  com 

4,7% de resistência para cada uma dessas espécies. Para o disco de cefoxitina a 

resistência também predominou em S. epidermidis (36,3%), seguido de S. haemolyticus 

(27,3%) S. xylosus, S. warneri,  S. cohnii subsp. cohnii e S. saprophyticus com 

frequencia de 9,1% para cada espécie (Tabela 6). 

 
Tabela 6. Distribuição da resistência a oxacilina e cefoxitina nas amostras de 

Staphylococcus spp. isoladas 

Espécie Total 
Resistente a 
cefoxitina 

N(%) 

Resistente a 
oxacilina 

N(%) 

Gene mecA 
N(%) 

Staphylococcus aureus 66 8 (12) 9 (13) 7 (11) 
Estafilococos coagulase 

negativa 
50 11 (22) 21(42)  19(38) 

S. epidermidis 24 4 (17) 7 (29) 10(42) 
S. haemolyticus 7 3 4 2 
S. saprophyticus 6 1 5 2 

S. capitis 1 0 1 1 
S. cohnii subsp. cohnii 2 1 1 1 

S. warneri 1 1 1 1 
S. schleiferi subsp. 

schleiferi 

3 0 1 1 

S. xylosus 3 1 1 0 
S. cohnii subsp. urealyticus 2 0 1 0 

S. lugdunensis 1 0 0 1 
 
4.4 Detecção do gene mecA de resistência à meticilina 

Do total de 116 amostras de Staphylococcus spp. estudadas, o gene mecA foi 

detectado em 26 (22,4%) das amostras (Figura 9).  



 

 

Das 26 amostras positivas para o gene 

sendo que 10 (53%) mostraram

de disco, enquanto para o disco de cefoxitina, somente 

resistentes. Os resultados revelam

oxacilina e 4 (8%) resistentes a cefoxitina pelo método fenotípico, mas foram negativas 

para o gene mecA.  (Tabela 7)
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Tabela 7. Determinação da sensibilidade a oxacilina e cefoxitina em amostras de 

Estafilococos coagulase-negativa por métodos fenotípicos e genotípicos 

PCR Espécie 

Disco-difusão 

Oxacilina Cefoxitina 
Sensível Resistente Sensível Resistente 

N % N % N % N % 

mecA+ 

S. epidermidis 6 31,6 4 21,1 7 36,8 3 15,8 
S. cohnii subsp. 

cohnii 1 5,3 0 0 1 5,3 0 0 

S. haemolyticus 0 
 

2 10,5 0 0 2 10,5 
S. lugdunensis 1 5,3 0 0 1 5,3 0 0 

S. saprophyticus 1 5,3 1 5,3 2 
 

0 0 
S. capitis 0 0 1 5,3 1 5,3 0 0 

S. schleiferi 
subsp. schleiferi 0 0 1 5,3 1 5,3 0 0 

S. warnerii 0 0 1 5,3 0 0 1 5,3 

ECN total 9 47,4 10 52,6 13 68,4 6 31,5 

mecA- 

S. epidermidis 11 35,5 3 9,7 13 41,9 1 3,2 
S. cohnii subsp. 

cohnii 0 0 1 3,2 0 0 1 3,2 

S. haemolyticus 3 9,7 2 6,5 4 12,9 1 3,2 
S. lugdunensis 0 0 0 0 0 0 0 0 

S. saprophyticus 0 0 4 12,9 3 9,7 1 3,2 
S. schleiferi 

subsp. schleiferi 2 6,5 0 0 2 6,5 0 0 

S. cohnii subsp. 
urealyticus 

1 3,2 1 3,2 2 6,5 0 0 

S. xylosus 2 6,5 1 3,2 2 6,5 1 3,2 

ECN total 19 61,3 12 38,7 26 83,9 5 16,1 
ECN: Estafilococos coagulase-negativa 
PCR: Reação em cadeia da polimerase. 
mecA+: Amostras positivas para o gene mecA. 
mecA-: Amostras negativas para o gene mecA. 

  

Das 19 amostras de ECN positivas para o gene mecA, 10 foram da espécie S. 

epidermidis, 2 S. haemolyticus, 2 S. saprophyticus, e um de cada uma das espécies S. 

cohnii subsp. cohnii, S. lugdunensis, S. capitis, S. schleiferi subsp. schleiferi e S. 

warneri. 



 

Figura 10. Distribuição do gene 

isoladas. 

Quanto aos S. aureus, 

(Figura 11). Dessas, 6 mostraram

fenotípico e 6 foram resistentes ao disco de cefoxitina.

mostraram-se resistentes ao disco de

não foi detectado (Tabela 8). 
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agulase-negativa 

%) das amostras isoladas 

se resistentes ao disco de oxacilina no teste 

Três das amostras de S. aureus 

o de cefoxitina, porém o gene mecA 

mecA

Total



 

Tabela 8. Determinação da sensibilidade 

aureus por métodos genotípicos e fenotípicos

PCR 
Oxacilina

Resistente 

 
N % 

mecA+ 6 9,1 
Nt=7 

   
mecA- 3 4,5 
Nt=59 

   Total 
(N=66) 9 13,6 

PCR: Reação em cadeia da polimerase.
mecA+: Amostras positivas para o gene 
mecA-: Amostras negativas para o gene 

 

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose

spp. mecA positivas poços 1 a 10, 1

positivo 17 S. aureus ATCC 33591, controle negativo 18 

19. 
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Determinação da sensibilidade a oxacilina e cefoxitina em amostras de 

típicos e fenotípicos 

Teste de disco-difusão para S. aureus 

Oxacilina Cefoxitina 
Sensível Resistente Sensível

N % N % N 
1 1,5 6 9,1 1 

     56 84,8 2 3,0 57 

     

57 86,4 8 10,6 58 

PCR: Reação em cadeia da polimerase. 
Amostras positivas para o gene mecA. 
mostras negativas para o gene mecA. 

gel de agarose evidenciando amostras de Staphylococcus

poços 1 a 10, 12, 14 e 15, e negativas poços 11, 13 e 16, controle 

ATCC 33591, controle negativo 18 S. aureus ATCC 25923, água 
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4.5 Detecção dos genes lukS

gene tst da Toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico (TSST

Estafilococos coagulase-negativa

 O gene que codifica a PVL foi detectado em 

(Figura 13) e não foi detectado em amostras de ECN

carreavam os genes da PVL,

secundárias e 2 de impetigo

carreavam o gene da TSST-1 nas amostras isoladas.

Figura 12. Distribuição do gene da toxina PVL (Leucocidina Panton

segundo material clínico. 

Impetigo
20%

Infecção 
secundária

20%

lukS-PV – lukF-PV da leucocidina Panton-Valentine e do 

da Toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico (TSST-1) em S. aureus

negativa 

ne que codifica a PVL foi detectado em 10 (15,1%) amostras de 

e não foi detectado em amostras de ECN. Das amostras de S. aureus 

PVL, 6 foram recuperadas de furúnculo, 2 de infecções 

de impetigo (Figura 12). Não foram encontradas amostras que 

1 nas amostras isoladas. 

Distribuição do gene da toxina PVL (Leucocidina Panton-

Furúnculo
60%

Infecção 
secundária

20%
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose evidenciando a detecção dos genes lukS-PV e 

lukF-PV (433pb). Colunas 1-5 e 9-12 amostras de S. aureus positivas, 13 água, 14 

controle negativo para PVL ATCC 29213, 15 controle positivo S. aureus ATCC 49775 

e 19 ladder 100 pb. 

 
 
4.6 Perfil de Sensibilidade Antimicrobiana 

Os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-difusão 

revelam maior resistência a penicilina (71,5%) seguida por eritromicina (37,8%) e 

clindamicina (20,7%). Os menores percentuais de resistência foram verificados para 

gentamicina (8,6%), trimetoprim-sulfametoxazol (4,3%), e nenhuma resistência à 

vancomicina ou a linezolida (Tabela 9). 
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Tabela 9. Resistência a drogas em amostras de S. aureus e Estafilococos coagulase-

negativa (ECN) 

Resistência 

Antimicrobiano 
Total S. aureus ECN 

N= 116 % N= 66 % N= 50 % 

Penicilina 83 71,5 53 80,3 30 60 

Eritromicina 44 37,9 22 33,3 22 44 

Clindamicina 24 20,7 10 15,1 14 28 

Gentamicina 10 8,6 2 3,0 8 16 

Teste D 7 6,0 4 6,0 3 6 

Trimetoprim/Sulfametoxazol 5 4,3 0 0 5 10 

Linezolida 0 0 0 0 0 0 

Vancomicina 0 0 0 0 0 0 
 

 

Os resultados mostraram maior percentual de resistência em amostras de ECN 

quando comparados com S. aureus, com exceção somente da penicilina com o maior 

percentual de resistência em S. aureus (80,3%) comparado com 60% em ECN. Maior 

percentual de resistência à penicilina, eritromicina e clindamicina foi verificado em 

amostras de MRSA quando comparado às amostras de MSSA, e em MRSCN 

comparando com os MSSCN (Tabela 10). 
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Tabela 10. Resistência a drogas em amostras de S. aureus e Estafilococos coagulase-

negativa (ECN) 

Resistência 

Antimicrobiano 
MRSAa MSSAb MRSCNc MSSCNd 

N= 7 % N= 59 % N= 19 % N= 31 % 

Penicilina 7 100 46 77,9 13 68,4 17 54,8 

Eritromicina 3 42,8 19 32,2 12 63,1 10 32,2 

Clindamicina 3 42,8 7 11,8 9 47,3 5 16,1 

Gentamicina 0 0 2 3,3 4 21,1 4 12,9 

Teste D 0 0 4 6,7 1 5,2 2 6,4 

Trimetoprim/Sulfametoxazol 0 0 0 0 3 15,8 2 6,4 

Linezolida 0 0 0 0 0 0 0 0 

Vancomicina 0 0 0 0 0 0 0 0 
MRSAa: S. aureus resistente a meticilina (mecA positivo) 
MSSAb: S. aureus sensível a meticilina (mecA negativo) 
MRSCNc: Estafilococos coagulase-negativa resistente a meticilina (mecA positivo) 
MSSCNd: Estafilococos coagulase-negativa sensível a meticilina (mecA negativo 

 

4.7 Determinação do tipo de SCCmec 

4.7.1 Classificação do SCCmec em S. aureus 

 Das 7 (10,6%) amostras de S. aureus que apresentaram o gene mecA, 1 

apresentou o SCCmec do tipo I, 3 do tipo II e 3 do tipo IV (Tabela 11, Figura 14). 

 

Tabela 11. Frequência de cassetes cromossômicos encontrados em S. aureus 

Tipos de SCCmec No 

I 1 

II 3 

III 0 

IV 3 

Total 7 

 



 

Figura 24. Gel de agarose 2% corado com Sybr ® Safe evidenciando produtos 

amplificados do SCCmec em 

cepas controle: 9: COL, 10:N315, 11: PER34, 12: AN546, 13: HU25, 14: MW2, 15: 

água. 

A amostra de S. aureus 

resistência somente a penicilina. Quanto ao cassete do tipo II todas as 3 amostras 

apresentaram resistência aos seguintes antimicrobianos: cefoxitina, clindamicina, 

eritromicina, oxacilina e penicilina. Quanto às amostras do tipo IV, foi possível 

observar que todas apresentaram resistência a cefoxitina, oxacilina e penicilina e 

somente 1 apresentou resistência a clindamicina e 1
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resistência somente a penicilina. Quanto ao cassete do tipo II todas as 3 amostras 

apresentaram resistência aos seguintes antimicrobianos: cefoxitina, clindamicina, 

oxacilina e penicilina. Quanto às amostras do tipo IV, foi possível 

observar que todas apresentaram resistência a cefoxitina, oxacilina e penicilina e 

somente 1 apresentou resistência a clindamicina e 1 a eritromicina (Figura 15
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Gel de agarose 2% corado com Sybr ® Safe evidenciando produtos 

mec positivas, 

cepas controle: 9: COL, 10:N315, 11: PER34, 12: AN546, 13: HU25, 14: MW2, 15: 

tipo I apresentou um perfil de 

resistência somente a penicilina. Quanto ao cassete do tipo II todas as 3 amostras 

apresentaram resistência aos seguintes antimicrobianos: cefoxitina, clindamicina, 

oxacilina e penicilina. Quanto às amostras do tipo IV, foi possível 

observar que todas apresentaram resistência a cefoxitina, oxacilina e penicilina e 

5). 
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Figura 15. Distribuição das resistências fenotípicas encontradas nas amostras de 

aureus de acordo com o tipo de cassete.

 

4.7.2 Classificação de SCCmec

 Das 19 amostras de ECN 

amostras sendo o tipo IV o mais encontrado (26%).

Tabela 12. Tipos de SCCmec 

Tipos de SCCmec  

I 
II 
III 
IV 

Não tipável*  
Total 

Não Tipável*: Amostras mecA positivas 
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Das 19 amostras de ECN mecA positivas encontradas, foi possível tipar 12 

amostras sendo o tipo IV o mais encontrado (26%). (Tabela 12). 

 encontrados em ECN 

ECN 
No % 
2 10 
2 10 
3 16 
5 26 
7 37 

19 100% 
positivas que não tiveram o SCCmec tipados pela técnica utilizada

Figura 16 apresentam o perfil de resistência dos tipos de 

encontrados. Foi verificado um perfil de multirresistência em praticamente 
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todos os tipos de cassetes onde, somente uma amostra do tipo II foi sensível a todas as 

drogas testadas.  

 

Tabela 13. Relação das espécies de Estafilococos coagulase-negativa, os tipos de 

cassete encontrados e os respectivos perfis de susceptibilidade encontrados 

Espécie SCCmec* Resistências 

S. haemolyticus I Cefo, Oxa, Pen, Clin, Gen(I)* 

S. haemolyticus III Cefo, Oxa, Pen, Clin, Eri, Genta 

S. saprophyticus I Eri 

S. saprophyticus Não tipado** Oxa, Clin, Eri 

S. lugdunensis II Nenhuma 

S. epidermidis II Oxa, Pen, Clin, Eri, Gen (I)* 

S. epidermidis III trm/stx, Pen, Clin, Eri, Genta 

S. epidermidis III Pen 

S. epidermidis IV Pen, Clin, Eri, trm/stx 

S. epidermidis IV Cefo, Oxa, Pen, Eri, trm/stx 

S. epidermidis IV Oxa, Pen, Eri 

S. epidermidis IV Oxa, Eri, trm/stx 

S. epidermidis IV Pen, Clin 

S. epidermidis Não tipado** Eri, Teste D 

S. epidermidis Não tipado** Cefo, Pen, Clin, Eri 

S. schleiferi subsp. schleiferi Não tipado** Oxa, Pen 

S. warneri Não tipado** Cefo, Oxa, Pen 

S. capitis Não tipado** Oxa, Pen, Clin 

S. cohnii subsp. cohnii Não tipado** Eri 
Cefo: cefoxitina 30µg, Clinda: clindamicina 2µg, Oxa: oxacilina 1µg, Pen: Penicilina G 10U, Eri: 
eritromicina 15µg, trm/stx: trimetoprim/sulfametoxazol 25µg, linez: linezolida 30µg, Teste D: Teste de 
resistência induzida a clindamicina, Gen(I)*: Resistência intermediária a gentamicina. SCCmec*: Cassete 
cromossômico Estafilococico mec. 
Não tipado**: amostras mecA positivas cujo cassetes não foram tipados pelo protocolo utilizado. 
 



 

Figura 16. Resistência a antimicrobianos 
 
 
4.8 Análise Estatística 

 A avaliação da sensibilidade e 

detecção da resistência a oxacilina compara

ouro) mostrou para o disco de cefoxitina

de 87,1% e, para o disco de oxacilina, a sensibilidade foi de 

64,5% para as espécies de ECN. Para as amostras de 

disco de cefoxitina foi maior, 

disco de oxacilina, a sensibilidade foi a mesma, e a especificidade foi ligeiramente 

menor, 94,9% (Tabela 14). 
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Tabela 14. Comparação da presença do gene mecA com métodos fenotípicos de 

detecção da resistência a oxacilina e cefoxitina por difusão de disco. 

Métodos 
Fenotípicos 

ECN S. aureus 

Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade 

 
% % % % 

Cefoxitina 26,3 87,1 85,7 96,6 

Oxacilina 52,6 64,5 85,7 94,9 

 

Com relação a faixa etária estudada e o tipo de SCCmec encontrado nas 

amostras nas amostras de Staphylococcus aureus estudadas, os tipos II e III estiveram 

mais presentes em pacientes entre 41 a 80 anos de idade, enquanto que o SCCmec do 

tipo IV apresentou distribuição predominante na faixa etária de 11 a 50 anos. Amostras 

de MSSA positivas para o gene da PVL apresentaram distribuição variada entre as 

faixas etárias tendo maior frequência em indivíduos jovens (Tabela 15). 

 

Tabela 15. Relação do tipo de SCCmec, amostras PVL positiva e a Faixa Etária da 
população estudada em S. aureus 

SCCmec1 PVL2 

Faixa etária I II III IV N/T3 Positivo 
0 – 10 0 0 0 0 2 1 

11 – 20 0 0 0 3 2 1 
21 – 30 1 0 0 1 1 1 
31 – 40 0 0 0 0 0 3 
41 – 50 0 2 0 2 0 2 
51 – 60 0 1 1 2 1 1 
61 – 70 0 2 0 1 0 0 
71 – 80 2 0 2 0 0 1 
81 – 90 0 0 0 0 0 0 
Total 3 5 3 9 6 10 

SCCmec
1: Staphylococcal cassete chromossome mec 

PVL2: Leucocidina Panton-Valentine 
N/T3: Não tipáveis pela técnica utilizada 
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4.8.1 Fatores de risco do hospedeiro para aquisição de MRSA 

A análise univariada dos fatores de risco do hospedeiro revelou, que o fator de 

risco para aquisição de MRSA foi a utilização prévia do antimicrobiano ciprofloxacina 

[OR: 8,75 (1,59-48,29). p= 0,04]. No entanto, pela análise multivariada, além da 

ciprofloxacina [OR: 8,75 (1,59-48,29) p=0,01], trabalhar na área da saúde também 

representou um fator de risco para aquisição de MRSA [OR: 17,5 (1,22-250,36) p= 

0,04] (Tabela 16). 
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Tabela 16. Análise univariada e multivariada dos fatores de risco para aquisição de 

MRSA. 

Fator de Risco 
Análise Univariada Análise Multivariada 

Casos (7) Não casos(119) OR (95%CI) p OR (95%CI) p 
Dados demográficos 

Gênero Feminino 6 (89,7) 57 (47,9) 6,53 (0,76-55,88) 0,052 
Idade em anos (média) 48 (13-72) 46 (0-82) ... 0,64 
Residência em área urbana 7 (100,0) 107 (89,9) ... 1,00 
Trabalhar na área rural 1 (14,3) 16 (13,4) 1,07 (0,12-9,51) 1,00 
Trabalhador da área da saúde 1 (14,3) 2 (1,7) 9,75 (0,77-123,23) 0,16 17,5 (1,22-250,36) 0,04 
Paciente aposentado 2 (28,6) 18 (15,1) 2,24 (0,40-12,57) 0,31 
Salário >R$1.000,00* 2 (28,6) 35 (29,4) 0,96 (0,18-5,19) 1,00 

Admissão previa em hospital e procedimentos 
Admissão prévia em hospital 2 (28,6) 20 (16,8) 1,98 (0,36-10,93) 0,61 
Cirurgia anterior 1 (14,3) 10 (8,4) 1,82 (0,20-16,62) 0,48 
Drenagem de abscesso 0 (0,0) 6 (5,0) 0,0 (...) 1,00 

Comorbidade de base 
Diabetes mellitus 2 (28,6) 21 (17,6) 1,87 (0,34-10,28) 0,61 
Uso de insulina 1 (14,3) 6 (5,0) 3,14 (0,32-30,40) 0,34 
Doenças dermatológicas de 
base 0 (0,0) 4 (3,4) 0,0 (...) 1,00 

Características da infecção presente 
Secundária ao trauma local 3 (42,9) 49 (41,2) 1,07 (0,23-5,00) 1,00 
Duração > 30 dias 4 (57,1) 56 (47,1) 1,50 (0,32-6,99) 0,78 

Uso prévio de antimicrobianos 
Qualquer antimicrobiano 4 (57,1) 40 (33,6) 2,63 (0,56-12,34) 0,24 
Penicilina benzatina 0 2 (1,7) 0,0 (...) 1,00 
Amoxilina 2 (18,6) 16 (13,4) 2,58 (0,46-14,14) 0,26 
Cefalexina 0 (0,0) 26 (21,4) 0,0 (...) 0,34 
Clindamicina 2 (28,6) 11 (9,2) 3,93 (0,68-22,67) 0,15 
Ciprofloxacina 3 (42,9) 12 (10,1) 6,69 (1,34-33,41) 0,04 8,75 (1,59-48,29) 0,01 
Macrolídeos 0 (0,0) 3 (2,5) 0,0 (...) 1,00 

Outros dados relevantes 
Prática de esportes 0 (0,0) 17 (14,3) 0,0 (...) 0,59 
Uso de drogas ilícitas 0 (0,0) 12 (10,1) 0,0 (...) 1,00   

Nota: Dados estão em número (%), ou estão especificados 

*Aproximadamente US$ 500,00 

OR, Odds Ratio. CI, Intervalo de Confiança. 
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5. DISCUSSÃO 

Nesse estudo foram analisadas culturas de infecções de pele obtidas de pacientes 

atendidos na triagem da dermatologia do HC da FMB. As culturas recuperaram em 

maior frequência S. aureus em 56,9% das amostras coletadas e 43,1% de ECN. S. 

aureus foi considerado o principal agente de infecções de pele como impetigo, celulite, 

furúnculo, carbúnculo e foliculites, onde outras espécies do gênero Staphylococcus 

raramente são citadas ou caracterizadas como agentes principais dessas infecções.72 

Estudos realizados no âmbito da colonização em indivíduos com infecções de pele 

relatam que a colonização por S. aureus predispõe o hospedeiro a infecções.35 Altas 

frequências de isolamento de S. aureus em infecções primárias e secundárias são 

comuns podendo chegar até 72%.24 

Estafilococos coagulase-negativa (ECN) isolados das infecções de pele como 

impetigo, infecção secundária, onicocriptose, furunculose, osteomielite, hidradenite e 

celulite, foram identificados em nível de espécie. As espécies de ECN são agentes de 

infecções hospitalares como bacteremia, infecções relacionadas a cateter, infecções do 

sistema nervoso, endocardites, infecção do trato urinário, de sítio cirúrgico e 

endoftalmites.23 Estão frequentemente relacionados a infecções em indivíduos 

imunocomprometidos17 ou com o sistema imunológico em formação, como é o caso de 

recém nascidos principalmente submetidos a procedimentos invasivos, muito frequente 

em UTI Neonatal.14 A presença de espécies de ECN compondo a microbiota da pele 

predispõe o hospedeiro a infecções oportunistas através do rompimento de barreiras 

naturais por meio de lesões cutâneas, cateteres e agulhas em conjunto com os fatores 

bacterianos de adesão que contribuirão para o sucesso da invasão no hospedeiro.34 Nos 

casos onde isolaram-se espécies de ECN nesse estudo, os pacientes apresentaram 

rompimento das barreiras naturais, o que explica seu isolamento.  
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Pôde-se isolar 8 espécies diferentes de Staphylococcus spp. dos 23 pacientes 

portadores de Diabetes Mellitus: 14 (61%) S. aureus, 2 (9%) S. cohnii subsp. 

urealyticus, 1 (4%) de cada uma das seguintes espécies S. epidermidis, S. haemolyticus, 

S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. warneri e S. xylosus. O sistema imunológico de 

pacientes diabéticos apresenta-se mais susceptível a infecções devido à menor 

capacidade de fagocitose pelos polimorfonucleares, atividade diretamente influenciada 

pela hiperglicemia e acidose, às alterações das atividades de opsonização, aderência e 

quimiotaxia dos leucócitos, alteração do sistema antioxidante e menor produção de 

interleucinas (IL2).64 

Foram realizados teste de disco-difusão para investigar as características da 

resistência fenotípica a meticilina e detecção genotípica do gene mecA que confere essa 

resistência nos microrganismos isolados. Das 7 amostras de S. aureus mecA positivas, 6 

demonstraram resistência a oxacilina e a cefoxitina no teste de disco-difusão. Para as 

amostras de ECN, pode-se observar que das 19 amostras que carrearam o gene mecA, 

somente 10 foram resistentes a oxacilina e 5 a cefoxitina. Dificuldades na detecção da 

resistência fenotípica a oxacilina são um desafio para o microbiologista clínico, visto 

que a expressão do gene mecA difere entre populações de uma mesma linhagem.70 A 

PCR é a técnica padrão ouro para detecção do gene mecA, porém ela detecta 

qualitativamente não sendo possível quantificar a expressão nas subpopulações 

bacterianas. 

Das 90 amostras negativas para o gene mecA, 7 (7%) apresentaram resistência ao 

disco de cefoxitina e 14 (15%) ao disco de oxacilina. Tal fato pode ser devido à 

hiperprodução de beta-lactamase, na qual cepas negativas para o gene mecA são capazes 

de inativar antimicrobianos estáveis a ação das penicilinases, caracterizando a 

resistência ou sensibilidade borderline a oxacilina.42 Cepas com esse tipo de resistência 
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são denominadas BORSA (S. aureus com resistência borderline a oxacilina) e, em 

relatos anteriores, estavam associadas a casos de infecções de sítio cirúrgico em 

pacientes profilaticamente tratados com cefazolina.31 A detecção da hiperprodução da 

enzima pode contribuir para a escolha correta do tratamento, uma vez que a ação da 

beta-lactamase pode ser inibida eficientemente pelo ácido clavulânico e pelo sulbactam 

adicionado ao tratamento com beta-lactâmicos.42  

Além da detecção do gene de resistência, foram traçados os perfis toxigênicos 

das amostras para os genes da PVL e da TSST-1 em todas as amostras recuperadas. 

Nenhuma amostra apresentou o gene da TSST-1. Relatos anteriores mostram que as 

cepas oriundas de infecções de pele, que não possuam evidências de esfoliação, 

dificilmente carreavam o gene da TSST-1.53 

Das dez amostras de S. aureus que apresentaram o gene da PVL (Leucocidina 

Panton-Valentine) todas foram sensíveis à oxacilina e resistentes a penicilina, e sete 

amostras foram resistentes somente a penicilina. Nenhuma das amostras de CA-MRSA 

(SCCmec IV) carreou o gene da PVL. Estudo realizado com amostras de CA-MRSA 

revelam a presença da PVL em todas as cepas analisadas.53 Em contraste, algumas 

cepas isoladas anteriormente não carrearam os genes lukS-PV e lukF-PV mesmo 

possuindo propriedades genotípicas e fenotípicas idênticas e características clínicas 

similares às PVL positivas.83 Têm-se observado em modelos animais que cepas 

USA300 e USA400 Knockout para a PVL podem apresentar características tão letais e 

virulentas quanto o tipo selvagem causando doenças de pele similares e com a mesma 

capacidade de lisar neutrófilos humanos sobrevivendo após a fagocitose.78 

As amostras que carrearam os genes lukS-PV e lukF-PV, no presente estudo, 

foram responsáveis por ambas infecções primárias (furúnculo e impetigo) e secundárias. 

Apesar de carrearem os genes da toxina, não foram resistentes a oxacilina nem positivas 
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para o gene de resistência mecA. Esses achados concordam com estudos anteriores, 

onde amostras de S. aureus isoladas de ambos os tipos de infecções carrearam os genes 

PVL, mas não carrearam o gene mecA.24 

Com relação à sensibilidade antimicrobiana do total das amostras do gênero 

Staphylococcus estudadas, notou-se que 83 (71,5%) amostras apresentaram resistência a 

penicilina, 44 (37,9%) a eritromicina, 30 (25,8%) a oxacilina, 24 (20,7%) a 

clindamicina sendo 7 (6,0%) com resistência induzida a clindamicina, 19 (16,4) a 

cefoxitina, 8 (6,9%) a gentamicina, 5 (4,3%) foram resistente a 

trimetoprim/sulfametoxazol, nenhuma a vancomicina e a linezolida. Em estudo 

realizado com pacientes sem fatores de risco, as amostras de S. aureus isoladas 

apresentaram valores de resistências para penicilina de 100%, 15,7% para eritromicina, 

2,4% para clindamicina, 6,0% para gentamicina e 24,1% para 

trimetoprim/sulfametoxazol.74 As amostras do presente trabalho apresentaram valores 

de resistência similares somente à gentamicina, e quanto às outras drogas as diferenças 

foram significativas. Diferenças na sensibilidade de S. aureus isolados de amostras da 

comunidade podem ser atribuídas às diferenças regionais de tratamento antimicrobiano.  

A classificação do cassete cromossômico revelou que os cassetes mais comuns 

foram do tipo Ia, II e IV em pacientes com infecções por MRSA. Evidências anteriores 

apontam esses três tipos de SCCmec como os mais encontrados colonizando indivíduos 

na comunidade, prevalecendo o tipo IV.38 

Nas amostras com SCCmec IV houve variação no perfil de resistência, as três as 

amostras foram resistentes a penicilina, oxacilina e cefoxitina, e uma foi adicionalmente 

resistente a clindamicina e a eritromicina. Esse perfil de resistência entre amostras de 

CA-MRSA foi encontrado anteriormente em estudo realizado no Brasil, onde amostras 

de S. aureus resistentes a meticilina foram analisadas quanto ao perfil de sensibilidade 
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entre pacientes sem fatores de risco. Observou-se que 100% das amostras foram 

resistentes a penicilina e a oxacilina, 25,5% a clindamicina e 33,3% a eritromicina.52 No 

presente estudo foi possível observar índices de resistência nas amostras de CA-MRSA 

similares aos encontrados por Nascimento-Carvalho et al52 para os antimicrobianos 

citados. Em contrapartida, outros estudos brasileiros relatam que as cepas isoladas 

apresentaram resistência somente a beta-lactâmicos.20, 59, 69 

A amostra de S. aureus que apresentou o SCCmec do tipo Ia foi resistente 

fenotipicamente somente a penicilina, isso pode estar relacionado ao fato de que esse 

cassete é pequeno e carreia somente o gene mecA.40 Das amostras de S. aureus com o 

SCCmec do tipo II, todas as três apresentaram resistência a cefoxitina, oxacilina, 

penicilina, clindamicina e eritromicina. Outros estudos relatam a ocorrência de cepas 

hospitalares recuperadas de infecções de pele o que reforça a importância de identificar 

molecularmente o tipo de cassete cromossômico para confirmar a origem do isolado.55 

Essas altas taxas de resistência em amostras que carreiam o cassete do tipo II já foram 

relatadas anteriormente49 onde foi observado que 100% das amostras apresentaram 

resistência a penicilina, oxacilina e eritromicina e 42% resistente a clindamicina. O 

cassete do tipo II carreia genes de resistência a várias classes de antimicrobianos e, por 

essa razão, é um dos cassetes cromossômicos maiores e mais pesados, caracterizando 

cepas multirresistentes.40  

A taxa de isolamento de MRSA na comunidade obtida por esse estudo, dentre os 

S. aureus isolados, foi de 10,6%. Estudos similares evidenciaram valores próximos aos 

encontrados por esse estudo, compreendendo valores entre 9,6%74 a 10,9%.51 

Dentre as amostras de MSSA, foi possível observar que 45 (76,2%) 

apresentaram resistência a penicilina, 17 (28,8%) a eritromicina, 6 (10,2%) a 

clindamicina, 3 (5,1%) a gentamicina e  4 (8%) resistência induzida MLSBi. Com 



53 

 

exceção da gentamicina, Saikia et al (2009)67 observaram em MSSA de origem 

hospitalar, um padrão de resistência similar ao encontrado no presente estudo com 

valores de 72,8% para gentamicina, 25% para eritromicina, 9,4% para clindamicina, e 

3,3% das amostras mostraram resistência induzida MLSBi. O perfil de resistência dos 

MSSA obtidos nesse estudo se assemelharam ao perfil apresentado pelos MSSA 

isolados em ambientes hospitalares.67 Estudo realizado com MSSA de origem 

comunitária revelou alto nível de resistência a penicilina (100%), enquanto que para 

outras drogas como gentamicina (6,7%), clindamicina (1,3%) e eritromicina (8,0%) os 

níveis foram menores.74 Com relação a taxa de resistência a gentamicina (6,7%), o dado 

foi similar ao encontrado no presente estudo (5,1%). No entanto, para a penicilina a taxa 

de resistência detectada nesse estudo foi menor (76,2%), enquanto que para 

clindamicina e eritromicina os percentuais de resistência apresentaram-se mais 

elevados.74  

A técnica utilizada para classificar os cassetes foi eficiente para 75% das 

amostras de ECN positivas para o gene mecA. Essa dificuldade em tipar certos cassetes 

cromossômicos de Staphylococcus spp. foi relatada por outros autores40,75 e pode ser 

atribuída às novas estruturas no cassete decorrentes de rearranjos em regiões 

específicas.40 Outros estudos tentaram tipar os SCCmec em MRSA pela técnica de 

Oliveira e Lencastre56 não sendo possível tipar 2,93% das cepas na Espanha e 3,54% 

das cepas isoladas na Flórida. Outro método desenvolvido por Zhang et al80 também 

não conseguiu tipar 100% dos SCCmec, provavelmente em decorrência da presença de 

novos tipos e subtipos estruturais ou rearranjos e recombinação do elemento mec.
80

 

Com relação às resistências fenotípicas apresentadas pelos tipos de SCCmec das 

amostras de ECN, pode-se observar que mesmo apresentando o gene mecA não foi 

possível detectar a resistência a oxacilina fenotipicamente em todas as amostras. Mesmo 
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com a presença do gene, houve 9 (47,4%) amostras sensíveis a oxacilina resultando uma 

sensibilidade de 52,6% e especificidade de 64,5% com relação ao teste de difusão com 

disco de oxacilina. Com relação ao disco de cefoxitina, a sensibilidade foi de 26,3% e a 

especificidade foi de 87,1%. Tais resultados contradizem com estudos anteriores de 

Pereira et al58 onde foram observados valores de especificidade de 98,8% para os discos 

de oxacilina e de cefoxitina, e sensibilidade de 100% para cefoxitina e 94,4% para 

oxacilina em amostras isoladas da Unidade Neonatal de Terapia Intensiva (UTI-NEO). 

A origem das amostras pode explicar tal discrepância, uma vez que dentro do ambiente 

hospitalar o contato com antimicrobianos é frequente e o patógeno está mais adaptado a 

essa pressão seletiva expressando prontamente genes de resistência, facilitando a 

detecção no teste in vitro. Já patógenos comunitários, não enfrentam tal pressão seletiva 

com a mesma frequência não necessitando da expressão frequente dos genes de 

resistência.  

Resistência a antimicrobianos não beta-lactâmicos foram observadas em todos 

os tipos de SCCmec, inclusive naqueles não caracterizados. Foi possível observar que o 

SCCmec III em ECN apresentaram resistências fenotípicas a ampla gama de 

antimicrobianos devido aos vários genes de resistência presentes no cassete, 

concordando com dados encontrados anteriormente.25, 26 Vale ressaltar que apesar de 

considerados como agentes colonizadores e contaminantes de culturas, é comprovado 

que os ECN podem servir como fontes de genes de resistência e virulência para o S. 

aureus. 

 A avaliação dos dados coletados da população estudada revelou como fatores de 

risco para aquisição de MRSA, a utilização prévia de ciprofloxacina e trabalhar na área 

da saúde. Estudos45,73 verificaram que a utilização de fluorquinolonas, com destaque 

para a ciprofloxacina, favoreceu significativamente a colonização de pacientes 
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hospitalizados por MRSA. Antimicrobianos atingem níveis de concentração diferentes 

em determinados sítios de infecção e, com isso, podem atingir níveis subinibitórios para 

o tratamento. Estudo indica que esses níveis podem contribuir para um aumento na 

expressão de proteínas ligadoras de fibronectina em amostras que possuem genes 

mutantes para os genes da topoisomerase IV e DNA girase (grlA e gyrA 

respectivamente) das cepas de MRSA.4 Bisognano et al4 notaram que a mutação nos 

sítios que conferem a resistência a fluorquinolonas sob concentrações subinibitórias de 

ciprofloxacina aumenta, de alguma forma, a expressão dos genes fnb que codificam a 

proteína ligadora de fibronectina, mas os mecanismos ainda não foram definidos. No 

presente estudo pacientes que fizeram uso prévio de ciprofloxacina apresentaram chance 

de 8,75 (p= 0,01) maior de serem colonizados por MRSA.  

 Outro fator de risco encontrado para aquisição de MRSA foi trabalhar na área da 

saúde onde o contato e a exposição aos pacientes e fômites colonizados dentro do 

ambiente hospitalar proporciona a colonização da equipe. Alguns estudos mostram que 

enfermeiros podem carrear mais do que os próprios pacientes.79 Em um surto ocorrido 

na Califórnia em uma base de treinamento militar, foram apontados como principais 

fatores de risco para a aquisição de CA-MRSA, a presença de algum colega de quarto 

com infecções primárias de pele e o contato com pessoas que trabalham em setores de 

saúde7 demonstrando assim a importância da influência desse ambiente na colonização 

dos indivíduos e da transmissão às pessoas de contato próximo. 

 Lu et al38 verificaram que a colonização por S. aureus em voluntários da 

comunidade era maior do que a de indivíduos em ambientes de sistemas de saúde. No 

entanto, a colonização por MRSA foi significativamente maior em indivíduos de 

ambientes hospitalares. Como fatores de risco de aquisição de cepas resistentes 
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apontaram que o contato com sistema de saúde favorece colonização por MRSA 

concordando com dados obtidos no presente trabalho. 

 Com relação à faixa etária e o tipo de SCCmec encontrado, observou-se que o 

tipo IV e os não tipáveis estavam predominando nos pacientes mais jovens comparado à 

faixa etária predominante dos tipos I, II e III. Esses resultados estão de acordo com 

estudos anteriores que defendem a relação entre a faixa etária e a distribuição dos tipos 

de SCCmec encontrados, onde o tipo IV estava mais relacionado a pacientes jovens e o 

tipo II, a pacientes idosos.11 A predominância das cepas positivas para o gene da PVL 

foi diferente com relação à predominância do cassete do tipo IV, tendo uma distribuição 

homogênea nas faixas etárias estudadas o que discorda de estudos que defendem que a 

distribuição da PVL é igual ao do cassete do tipo IV.11  

 
 



 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusões 

  



58 

 

6. Conclusões 

• S. aureus foram os principais agentes causadores de infecções de pele nos 

pacientes estudados da comunidade, sendo 10,6% MRSA, com a maioria 

apresentandoSCCmec tipo IV e II.  

• Apesar da menor frequência com que foram isolados das infecções de pele, os 

ECN apresentaram maior número de amostras resistentes e com o gene mecA 

(38%), com maior frequência do SCCmec tipo IV.  

• A resistência a outras classes de antimicrobianos foi encontrada tanto em cepas 

que carrearam o gene mecA quanto em amostras negativas para este. Amostras 

de ambas as espécies carrearam cassetes característicos de ambientes 

hospitalares, porém não houve diferença em relação à susceptibilidade aos 

antimicrobianos entre o SCCmec do tipo IV e os outros tipos de SCCmec. 

• Os métodos fenotípicos de detecção da resistência a meticilina foram mais 

sensíveis e específicos para amostras de S. aureus do que para ECN. 

• No presente estudo não foi encontrado MRSA carreando o gene da toxina PVL e 

nem da TSST-1 em amostras de S. aureus  e ECN. Porém, outras investigações 

deverão ser realizadas para a pesquisa de outros genes de virulência nessas 

amostras. 

• Os fatores de risco encontrados para o carreamento de MRSA foram o uso 

prévio da ciprofloxacina e o contato com serviços de saúde concordando com 

outros estudos anteriores.  
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ANEXO A 

Questionário 

Identificação (Nome e RG Unesp): _______________________________________. 

Profissão (se aposentado, qual era sua profissão?): _____________________________.  

Sexo (  ) Feminino (  ) Masculino Idade:___________ Tel. para contato:____________. 

Reside na Cidade de _________________________na ( ) Zona Rural ( ) Zona Urbana 

Leve em consideração os últimos 12 meses para responder as questões abaixo: 

1. Já teve alguma infecção anteriormente que necessitou de tratamento com 

antibiótico(s)? Qual(is) antibiótico(s) foi(ram) utilizado(s)? 

( ) Não ( ) Sim, ______________________________________________________. 

2. Nos últimos 12 meses teve algum dos tratamentos abaixo: 

(   )Diálise   (   )Cirurgia   (   ) Cateterismo  (   )Drenagem de Abscesso   

(   )Nenhum  

3. Nos últimos 12 meses foi admitido em alguma instituição abaixo? 

(   ) Clínica de repouso/reabilitação (   ) Hospital (internado) (    ) Asilo (   ) Foi 

preso (   ) Tiro de guerra (   ) Time esportivo (   ) Nenhuma 

4. Pratica algum esporte? Qual? ________________________________________. 

5. Faz uso de seringas de insulina? (    ) Sim    (   )Não. 

6. Faz uso de drogas ilícitas? (   ) Sim, sempre na veia.  (   ) Sim, às vezes na veia.   

(   ) Sim, mas nunca na veia.  (   ) Não, nenhum tipo. 

7. Há quanto tempo apresenta a infecção (aproximadamente)? É de repetição? 

__________________________________________________________________. 

8. Utilizou ou está utilizando algum antibiótico? Se positivo, qual? Por quanto tempo? 

(   ) Não  (   ) Sim, ____________________________________________________.  

9. Trata de outra(s) doença(s), qual(is)? (  )Não  (  ) Sim, _______________________. 

10. Se diabetes: (   ) Tipo I        (   ) Tipo II      (   ) Não 

11. Trauma precedente na lesão? Qual? (exemplo: picada de algum inseto) 

________________________________________________________________. 

12. Mantém relações sexuais com pessoa do mesmo sexo? (   ) Sim  (   ) Não 

13. Por gentileza, informe sua renda familiar (aproximadamente):______________. 

14. Apresentação clínica (diagnóstico):_______________________________________. 

Biopsia: (   ) S (    ) N       Foto: (    )S (    )N 

Obrigada pela colaboração! 
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ANEXO B 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participação em pesquisa 

científica 

Projeto de Pesquisa: “Determinação da virulência e da resistência antimicrobiana em CA-

MRSA e Estafilococos Coagulase-Negativa isolados de pacientes da Dermatologia do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, SP”. 

 O objetivo da pesquisa é verificar a presença das bactérias denominadas Staphylococcus 

aureus e estafilococos coagulase-negativa, resistentes à oxacilina, um tipo de antibiótico, 

em pacientes com infecções de pele e tecidos moles na comunidade. Solicito seu 

consentimento para participar desta pesquisa, nos permitindo coletar uma amostra do local 

da infecção, através de um leve esfregaço com o swab (material similar a um cotonete 

destinado a pesquisa), e responder um questionário contendo dados de identificação e 

informações básicas referentes à sua saúde. Suas informações serão utilizadas 

exclusivamente pela pesquisadora, que manterá sigilo sobre sua identidade. A pesquisadora 

estará disponível para responder quaisquer perguntas e você poderá retirar seu 

consentimento a qualquer momento. Tendo sido satisfatoriamente informado sobre a 

pesquisa “Determinação da virulência e da resistência antimicrobiana em CA-MRSA e 

Estafilococos Coagulase-Negativa isolados de pacientes da Dermatologia do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, SP” sob responsabilidade de Mariana 

Fávero Bonesso, orientada pela professora Dra. Maria de Lourdes Ribeiro de Souza da 

Cunha responsável pelo Laboratório de Bacteriologia do Departamento de Microbiologia e 

Imunologia do Instituto de Biociências da Unesp, e co-orientador Dr. Silvio Alencar 

Marques do Departamento de Dermatologia e Radioterapia da Faculdade de Medicina da 

Unesp, declaro que concordo em participar da mesma, aceitando à coleta de material do 

sítio de infecção com swab e respondendo às perguntas apresentadas em questionário. 

Esclarecimentos adicionais poderão ser obtidos com a pesquisadora pelo telefone: 3811-

6058. 

Botucatu, _____de ________________, 20___. 

 

_______________________________               _____________________________ 

Assinatura do Sujeito da Pesquisa                             Assinatura da Pesquisadora  

Nome por extenso: 

Pesquisadora:____________________________________________________________________ 

Sujeito da Pesquisa:______________________________________________________________ 

Endereço e telefone do pesquisador: Rua Capitão Andrade, 270, Bairro Alto, Botucatu-SP. CEP: 

18601- 200; tel. (14) 8153-1632. Endereço e telefone da orientadora: Rua Carlos Guadanini, 2556. 

Altos do Paraíso, Botucatu-SP. CEP 18610-120; tel. (14) 3815-8272.  
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