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RESUMO 

 

 

Infecções causadas por Staphylococcus aureus resistente à meticilina podem ter 
consequências graves para os pacientes de serviços de saúde. Diversas medidas de 
controle são implementadas no sentido de conter a dispersão destes 
microrganismos, mas nem sempre são suficientes. O objetivo deste trabalho foi 
identificar cepas de S. aureus sensíveis (MSSA) e meticilina-resistentes (MRSA) 
pertencentes ao banco de dados do Laboratório de Análises Clínicas da Prefeitura 
Municipal de Ipatinga/ MG isoladas de amostras clínicas de pacientes colonizados 
por S. aureus internados no período de abril de 2008 a abril de 2009. Durante um 
ano foram identificados 439 isolados e deste conjunto, 50 (11,4%) apresentaram 
características morfológicas e fenotípicas de S. aureus e destes seis (12%) isolados 
mostraram resistência a pelo menos um dos 18 antibióticos testados, enquanto 
nenhuma cepa foi resistente à vancomicina. Para analisar a estrutura populacional 
de S.aureus foi utilizada a técnica de  PCR - eletroforese em gel de poliacrilamida 
desnaturante (DGGE). Inicialmente, o DNA genômico foi extraído e os amplicons 
específicos para as regiões V5-V3 do 16S DNAr bacteriano foram obtidos e 
analisados por DGGE. Nossos resultados sugerem grandes variações genéticas 
anos isolados de S. aureus. As cepas de MRSA também foram caracterizadas 
através da análise da expressão de genes envolvidos em resistência utilizando a 
técnica de qRT-PCR. Nossos resultados mostram uma variação significativa no perfil 
de expressão entre os genes mecA-1, mecR1-2, mecl3, norA4 e norA5 quando 
comparamos os isolados de MRSA, sugerindo que o perfil de expressão pode ser 
influenciado pela variação genotípica observado entre os isolados. Em conjuntos os 
resultados permitem concluir que vários clones de S. aureus circulavam entre os 
pacientes de internados no Hospital Municipal de Ipatinga. Futuros experimentos 
serão realizados para aperfeiçoar o uso da técnica de PCR-DGGE para a 
identificação rápida de S. aureus. 
  
Palavras-chave : Caracterização molecular. Staphylococcus aureus. Hospital 
Municipal de Ipatinga. Resistência a antimicrobianos. Β- lactâmicos. 
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ABSTRACT 

 

 

Infections caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus can have serious 
consequences for patients of health services. Several control measures are 
implemented to contain the spread of these microorganisms, but not always 
sufficient. This work was identifying strains sensitive of Staphylococcus aureus 
(MSSA) and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) belonging to the 
database of the Clinical Laboratory of the Municipality of Ipatinga / MG isolated from 
clinical specimens from patients colonized with S. aureus hospitalized from april 2008 
to april 2009. During one year was identified 439 isolates and these set, 50 (11.4%) 
showed morphological and phenotype characteristic of S. aureus and 6 (12%) 
isolates were resistant to at least one antibiotic while no strain was resistant to 
vancomycin. To analyze the population structure of S.aureus we using PCR-
Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) approach. Initially the genomic DNA 
was been extracted and amplicons specific to V3-V5 regions of the bacterial 16S 
DNAr were obtained and analyzed by DGGE. Our results suggest a high genetic 
variation in S. aureus isolates. The MRSA strains were further characterized by 
testing for various multi drugs genes using qRT-PCR. Our results showed a variation 
on profile of expression between mecA-1, mecR1-2, mecl3, norA4 and norA5 genes 
in MRSA strains isolated, suggesting that the profile of expression can be influenced 
by the genotype variation observed among these isolates. We concluded that various 
clones of S. aureus was been circulating in the patients from Ipatinga. According to 
our results, future efforts should be directed toward optimizing the use of PCR-DGGE 
as a toll to rapid identified S. aureus. 

Keywords : Molecular characterization. Staphylococcus aureus. Ipatinga Municipal 
Hospital. Antimicrobial resistance. B-lactamics.. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 O gênero Staphylococcus  

 

 

Os Staphylococcus foram descritos pela primeira vez em 1880, em pus de 

abscessos cirúrgicos, pelo cirurgião escocês Alexandre Ogston, e atualmente é um 

dos microrganismos mais comuns nas infecções piogênicas em todo o mundo. Os 

Staphylococcus são pequenos cocos Gram-positivos que se apresentam isolados, 

aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados (com aspecto semelhante a um cacho 

de uvas), com aproximadamente 0,5 a 1,5 µm de diâmetro, imóveis, não-

esporulados e geralmente não-encapsulados. Eles formam colônias normalmente 

grandes (1 a 2 mm de diâmetro) e cremosas, com pigmentos que variam do branco 

a vários tons de amarelo, dependendo da espécie, segundo demonstrado na Figura 

01 (SANTOS et al., 2007). 

 

 
Figura 01- A: morfologia celular de S. aureus;  B: morfologia colonial de S. aureus.  
Fonte: Laboratório de Análises Clínicas – HMI. 

 

O gênero Staphylococcus pertence à família Micrococcaceae, que possui 33 

espécies, sendo algumas associadas a uma ampla variedade de infecções de 

caráter oportunista em seres humanos e animais. As principais espécies envolvidas 

em processos patogênicos humanos são: S.aureus, S. epidermidis e S. 

saprophyticus. A espécie de maior interesse médico, principalmente em ambiente 

nosocomial, é o S. aureus, que está frequentemente relacionado com diversas 

infecções em seres humanos (SANTOS et al., 2007). 
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Os Staphylococcus são mesófilos, crescem em meios comuns, caldo ou Ágar 

simples, pH entre 6,0 e 7,0; a temperatura de crescimento pode variar de 4 a 46°C. 

As colônias formadas em Ágar sangue de carneiro após 18-24 horas de incubação 

apresentam-se arredondadas, lisas e brilhantes, com coloração variando de 

acinzentado até o amarelo-ouro, podendo apresentar halo de hemólise característico 

(SANTOS et al., 2007). 

 
 

1.2 O Staphylococcus aureus  

 
 
 
Os humanos são reservatórios naturais do S. aureus, tendo sua pele e mucosas 

colonizadas por este microrganismo, o qual frequentemente integra-se à flora 

comensal do hospedeiro, caracterizando um estado de portador crônico. O indivíduo 

portador transmite o S. aureus por contato direto entre pessoas e as taxas de 

colonização na comunidade variam de 20% a 50%, podendo aumentar entre 

pacientes e profissionais institucionalizados. O estado de portador de S. aureus 

pode ser transitório ou permanente, estendendo-se por anos. Alguma condição que 

comprometa a integridade das defesas do hospedeiro, tais como trauma, 

procedimentos invasivos ou infecções viróticas, constituem oportunidades para a 

manifestação do potencial de virulência do S. aureus (RICARDO et al., 2004). 

 

Como agente de infecções associadas a serviços de saúde, denominadas infecções 

hospitalares ou nosocomiais, o S. aureus é o patógeno isolado com maior 

frequência, realçando o seu papel como agente etiológico das principais infecções 

hospitalares, tais como: infecções de sítio cirúrgico, endocardites, pneumonias e 

bacteremias. Percebe-se, ainda, uma marcante tendência deste microrganismo em 

desenvolver resistência aos antimicrobianos (GRUNDMANN et al.,2010; RICARDO 

et al., 2004). 

 

O genoma de S. aureus foi completamente sequenciado em 2004. As análises 

genômicas de nove cepas de origem laboratorial, animal e humana, algumas 

sensíveis e outras resistentes aos antimicrobianos, mostraram que 
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aproximadamente 2.8-Mbp e cerca de 80% dos genes são bem conservados. Os 

demais genes preditos compõem um genoma “acessório”, compreendendo ilhas 

genômicas de virulência, plasmídeos e transposons integrados. Parte deste genoma 

“acessório” parece ter sido adquirida por transferência lateral de genes através de 

diversos mecanismos que ainda não foram totalmente esclarecidos. Além disso, a 

maioria dos genes de resistência a antibióticos é transportada tanto por plasmídeos 

quanto por elementos genéticos móveis ou elementos de inserção (IS), que são 

entidades autônomas presentes em todos os organismos vivos e desempenham um 

papel significativo na organização genômica, codificando apenas funções relativas à 

sua própria mobilidade. Supõe-se que tais elementos estejam envolvidos com a 

flexibilidade e a capacidade de adaptação do genoma a diferentes ambientes e 

hospedeiros, bem como diretamente relacionados aos mecanismos de 

patogenicidade e resistência aos antimicrobianos (FENG et al., 2008; HOLDEN et 

al., 2004; LENCASTRE et al., 2007). 

 

O S. aureus, assim como a maioria dos procariotos, apresentam uma estrutura 

clonal. Entretanto, os mecanismos genéticos envolvidos na manutenção da estrutura 

da população permanecem desconhecidos (FENG et al., 2008).  

 
 
 
1.3 A patogenicidade de Staphylococcus aureus  

 

A patogenicidade do S. aureus envolve vários elementos e está relacionada com 

diversos fatores de virulência que facilitam a fixação, colonização, interações célula-

célula, evasão da resposta imune e danos teciduais. Estes fatores geralmente são 

moléculas protéicas associadas ou não com outras biomoléculas. Os fatores de 

patogenicidade podem ser descritos como componentes estruturais, tais como a 

cápsula que inibe a fagocitose; o peptidoglicano que possui atividade quimiotática, 

além de outras funções; e a proteína A inibidora de anticorpos e de fatores do 

complemento (FENG et al., 2008).  

 

As outras formas de apresentação dos fatores de virulência do S. aureus são 

toxinas, classificadas em endo e exotoxinas. Vale ressaltar que pelo menos cinco 
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delas apresentam atividade citolítica, destacando-se as leucocidinas alfa, beta, delta, 

gama e Panton-Valentine. Além disso, oito são enterotoxinas denominadas de A-E, 

G-I e a toxina I, que está relacionada à síndrome do choque tóxico (SANTOS et al., 

2007).  

 

O S. aureus possui ainda enzimas como a coagulase, catalase, hialuronidase, 

fibrinolisinas, lipases, nucleases e penicilinases. Todos estes fatores de virulência 

visam garantir o sucesso na instalação, desenvolvimento e manutenção do S. 

aureus na célula hospedeira (SANTOS et al., 2007). 

 

O tratamento de infecções por S. aureus tem se tornado um grande desafio para a 

clínica médica, pois além de se tratar de um microrganismo com grande potencial de 

virulência, as opções de antimicrobianos têm sido reduzidas a partir do surgimento 

da resistência à penicilina, à meticilina e, mais recentemente, à vancomicina (FENG 

et al., 2008). 

 

A alteração no comportamento do S. aureus de comensal a patogênico reflete a sua 

necessidade de se adaptar a alterações no ambiente, e de escapar do sistema 

imune do hospedeiro. Quando fagocitados por neutrófilos, seu perfil de expressão 

gênica é alterado, favorecendo genes relacionados à virulência e permitindo, deste 

modo, a conversão de comensalismo para virulência (FENG et al.,2008). 

 
 

1.4 Diagnóstico laboratorial de Staphylococcus aureus  

 

O isolamento e a identificação de S. aureus a partir de amostras clínicas podem ser 

realizados empregando-se dois sistemas de identificação: o fenotípico e o 

genotípico. Em ambos os sistemas, uma lista de características do organismo em 

estudo é comparada por diversos meios. Sistemas fenotípicos podem determinar a 

morfologia colonial e celular, características bioquímicas, sorológicas, 

susceptibilidade a toxinas e resistência aos antimicrobianos. Os métodos fenotípicos 

são facilmente padronizados e possuem um custo acessível à maioria dos 
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laboratórios clínicos, apesar de não discriminarem espécies intimamente 

relacionadas (TORTORA et al., 2008). 

Os métodos genotípicos ou moleculares têm colaborado com os fenotípicos como 

forma de confirmar a relação cepas versus evento clínico e epidemiológico. A 

microbiologia molecular tem migrado dos laboratórios de pesquisa para os 

laboratórios clínicos há mais de uma década e trazido a possibilidade de detecção e 

identificação de microrganismos em poucas horas, diretamente da amostra clínica. A 

microbiologia molecular pode ser empregada em três categorias, sendo elas, 

respectivamente, a detecção de microrganismos sem a amplificação de ácidos 

nucléicos; a detecção com a amplificação de ácidos nucléicos; e a tipagem de cepas 

(WENJU et al., 2009). 

 

 

1.4.1 Diagnóstico laboratorial fenotípico de Staphy lococcus aureus 

 

O método mais seguro para identificação de espécies do gênero Staphylococcus 

consiste na utilização de sistemas comerciais, baseados em imunoensaios e testes 

bioquímicos, que garantem uma maior precisão na identificação de Staphylococcus 

coagulase-positivo (MURRAY et al., 2006). Entretanto, devido ao alto custo destes 

kits e cartelas comerciais, muitos laboratórios tendem a adotar provas laboratoriais 

clássicas no trabalho de caracterização fenotípica dos isolados. Por exemplo, o 

isolamento inicial do S. aureus a partir da inoculação de amostras clínicas em Ágar 

sangue de carneiro (ASC) apresentará colônias grandes (6-8 mm de diâmetro), 

convexas, butiráceas, β-hemolíticas e produtoras de pigmentos que variam do 

amarelo claro ao amarelo-ouro. Esfregaços de tais colônias, ou até mesmo das 

amostras clínicas diretamente coradas pelo método de Gram, mostram células 

redondas, azuis (Gram positivas), isoladas aos pares e agrupadas, formando 

cachos, concluindo-se assim o diagnóstico presuntivo de S. aureus (SANTOS et al., 

2008).  

 

O diagnóstico confirmatório geralmente é dado pelas provas bioquímicas 

características de S. aureus: catalase, coagulase, teste da desoxirribonuclease 
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(DNASE) e fermentação do manitol. Os Staphylococcus são diferenciados dos 

Streptococcus através do teste da catalase, que degrada o peróxido de hidrogênio 

em água e oxigênio.  

 

A catalase é uma enzima produzida por certas bactérias, que desdobra o peróxido 

de hidrogênio em água e oxigênio livre (2 H2O2            2 H2O + O2) e que se traduz pela 

formação de bolhas quando se adiciona água oxigenada à cultura. A prova da 

catalase é utilizada para diferenciar Staphylococcus de Sttreptococcus. Para a 

família Microccocacea (estafilococos) a prova geralmente é positiva, enquanto para 

a família Streptococcacea (estreptococos) é negativa (MURRAY et al. 2007). 

 

Segundo Hirose (2010), a proteína coagulase está presente em todas as cepas de 

S. aureus, podendo apresentar diferentes propriedades sorológicas e antigênicas 

entre as cepas. Até o momento, 10 tipos diferentes já foram classificados. 

 

A coagulase é uma proteína extracelular capaz de converter fibrinogênio em fibrina, 

produzindo um coágulo protetor das células bacterianas em relação ao ataque do 

sistema imune do hospedeiro. Além de ser um importante fator de virulência destes 

microrganismos, a pesquisa da coagulase é discriminatória na identificação de S. 

aureus, podendo ser realizada em lâmina ou em tubo (HIROSE et al. ,2010).  

 

A coagulase estafilocócica está presente em duas formas: coagulase ligada e 

coagulase livre. A coagulase ligada é uma proteína expressa na parede celular, 

fenômeno também conhecido como “fator clumping”, que converte fibrinogênio em 

fibrina diretamente, sem o envolvimento dos fatores de coagulação. A coagulase 

livre reage com “fator de reação com a coagulase” presente no plasma, formando 

uma substância semelhante à trombina, a qual age indiretamente, convertendo o 

fibrinogênio em fibrina (KATEETE et al., 2010). A prova é positiva quando há 

formação de qualquer coágulo, indicando a presença de S. aureus e negativa 

quando não há formação de coágulos, indicando Staphylococcus coagulase 

negativo (KONEMAN et al. 2008). 
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Algumas cepas de S. aureus podem produzir reações fracas ou duvidosas para 

prova da coagulase e raramente pode ocorrer de alguns isolados serem coagulase-

negativos. Nestes casos, é útil a realização do teste DNAse, que tem uma elevada 

correlação com a produção de coagulase. A DNAse pode ser detectada em Ágar 

contendo DNA e corante metacromático azul de toluidina. Após 24 horas de 

incubação a 37°C, o meio ao redor do inóculo adquir e cor azul intensa, indicando a 

hidrólise do DNA, ou seja, prova positiva. Ainda que este teste seja útil na 

identificação de S. aureus, outros Staphylococcus podem produzir reações positivas 

(KONEMAN et al., 2008). 

 

O S. aureus tem ainda a capacidade de fermentar o manitol em meio contendo 7,5% 

de cloreto de sódio, denominado Agar manitol salgado ou Meio de Chapman. O 

indicador de pH é o vermelho de fenol, que determina uma reação positiva quando o 

meio ao redor das colônias se torna amarelo, e negativa quando permanece 

avermelhado (KONEMAN et al. ,2008). 

 

O estudo do comportamento de uma bactéria face aos antimicrobianos também faz 

parte da caracterização laboratorial das cepas de S. aureus, além de subsidiar a 

clínica médica na escolha da terapêutica adequada. Diversos métodos fenotípicos 

têm sido utilizados para a detecção da resistência aos antimicrobianos, 

caracterizados pelo crescimento de uma população bacteriana em presença de 

gradientes de concentração de diferentes tipos de antibióticos, possibilitando a 

determinação de sua sensibilidade. Este teste é denominado antibiograma ou teste 

de sensibilidade a antimicrobianos (TSA), sendo o método mais utilizado o de 

difusão, também denominado de Técnica de Kirby-Bauer (1966). 

 

O método de difusão em Agar é uma prova qualitativa adequada para estudar a 

sensibilidade das bactérias de crescimento rápido. Contudo, essa prova não é 

adequada para as bactérias de crescimento lento e as bactérias anaeróbias, nem 

para os antibióticos que difundem com dificuldade. É uma técnica sensível e flexível 

no que diz respeito às substâncias que podem ser estudadas, pois permite 

classificar o microrganismo em sensível, intermédio ou resistente a determinado 

conjunto de antibióticos (CLSI, 2007). 
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1.4.2 O Diagnóstico laboratorial molecular de Staph ylococcus aureus 

 

A identificação do agente etiológico das doenças infecciosas é indispensável para 

efetivação da terapia antimicrobiana. O laboratório de microbiologia busca sempre 

as técnicas mais rápidas e eficientes de isolar e identificar estes patógenos. As 

metodologias moleculares constituem os instrumentos importantes de que se dispõe 

hoje para a detecção de microrganismos (MURRAY, 2006). 

 

Os métodos empregados podem ser divididos em duas categorias. A primeira é a 

detecção de microrganismos sem a amplificação de ácidos nucléicos da amostra, 

utilizando, por exemplo, a técnica de hibridização direta através do uso de sondas. A 

segunda consta da detecção, caracterização e, em alguns casos, quantificação de 

microrganismos usando técnicas de amplificação dos ácidos nucléicos, como a 

reação em cadeia da polimerase (PCR) e suas variações que possibilitam a 

obtenção de milhões de cópias de uma sequência-alvo específica (MURRAY, 2006). 

 

Os métodos moleculares desenvolvidos na última década têm colaborado com as 

metodologias fenotípicas como forma de confirmar a proximidade entre cepas 

especificamente (MURRAY, 2006). 

 

Através da amplificação de determinados genes e subsequente análise genética dos 

fragmentos, podem ser obtidas informações da filogenia e da sistemática 

microbiana, de uma maneira rápida e eficiente. Por exemplo, a amplificação da 

região hipervariável do gene mecA mostrou ser útil no estabelecimento da origem de 

infecção nosocomial por MRSA (methicillin-resistant Staphylococcus aureus). A 

técnica de PCR foi utilizada para a ampliação do gene mecA, que codifica a proteína 

PBP2a, que, por sua vez, confere resistência à meticilina. Outro exemplo é a 

utilização do gene que codifica o  rRNA para determinar a inter-relação filogenética 

dos microrganismos. Informações sobre o espaço intergênico rRNA 16S-23S e a 

distribuição dos genes de tRNA codificados nessa região são indicadores diretos e 

estáveis da divergência evolucionária de cepas de S. aureus (UENA & JORGE, 

2002). 
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1.5 Determinantes da resistência de Staphylococcus aureus aos 

antimicrobianos 

 

 

Alexander Fleming, além de descobrir a penicilina, foi também o primeiro a 

descrever que bactérias do grupo colitifóide não eram inibidas pela penicilina. Desta 

forma, mostrou as primeiras evidências da resistência natural de microrganismos a 

fármacos (MIMICA et al., 2007). 

 

Na década de 40, a grande maioria das cepas de S. aureus era sensível à penicilina. 

Entretanto, no final dos anos 50, várias cepas de S. aureus tinham adquirido 

resistência a praticamente todos os antibióticos de uso parenteral, incluindo a 

eritromicina e a tetraciclina (SANTOS et al., 2007).  

 

Já na década de 60, a introdução das penicilinas resistentes a penicilinases (PRP), 

como por exemplo a meticilina, possibilitou um avanço no tratamento de infecções 

causadas pelo S. aureus. Porém, esses progressos foram acompanhados pelo 

surgimento de cepas resistentes, denominadas de MRSA, cujo padrão de resistência 

muitas vezes se estende a outros antibióticos do tipo β-lactâmicos. Nos anos 90, 

foram descobertas cepas de S. aureus resistentes aos glicopeptídeos, como por 

exemplo a vancomicina e estas cepas denominadas VRSA (Vancomycin Resistant 

Staphylococcus aureus) (MIMICA et al., 2007). 

 

Atualmente, são descritos três mecanismos de resistência aos β-lactâmicos em S. 

aureus: 1- super produção de β-lactamases; 2- presença da proteína PBP2a (protein 

binding penicilin 2a) alterada; e 3- modificações na capacidade de ligação das PBPs 

(FENG et al., 2008). Vários autores sugerem que os três mecanismos podem co-

existir em uma mesma cepa (TAVARES, 2000; RICARDO et al., 2004; MIMICA et 

al., 2007). 

 

As PBPs são enzimas que catalisam a etapa terminal da síntese da parede 

bacteriana e se localizam na membrana celular da bactéria. As PBP 1, 2 e 3 são 

essenciais e têm alta afinidade com os antibióticos β-lactâmicos. A resistência à 
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meticilina em S. aureus é devido à produção de uma PBP adicional, denominada 

PBP 2a, que apresenta baixa afinidade com os antibióticos β-lactâmicos (ROSSI & 

ANDREAZZI, 2005). Esta proteína alterada é codificada pelo gene mecA, que é 

responsável pela resistência do S. aureus a todos os antibióticos β-lactâmicos 

(LENCASTRE et al., 2007). 

 

O gene mecA faz parte de uma ilha genômica de resistência chamada 

staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), que parece ter evoluído a 

partir do genoma das cepas sensíveis aos β-lactâmicos em uma das espécies mais 

frequentes do genêro Staphylococcus, o S. sciuri, que coloniza a pele de animais 

domésticos e silvestres. Antes de ser adicionado ao genoma de S. aureus, o gene 

mecA deve ser inserido a um vetor molecular denominado SCCmec, que possui uma 

história evolutiva independente e é capaz de transportar grande variedade de 

determinantes de resistência e fatores de virulência de S. aureus, incluindo mecA. O 

sucesso da inserção do SCCmec depende da ausência de “barreiras” genéticas, 

fenômeno que constitui a base da plasticidade genética de S. aureus. As cepas de 

MRSA que conseguiram manter e expressar o SCCmec apresenta determinantes 

genéticos que não são bem conhecidos até o momento, mas podem estar 

associados a genes responsáveis pela colonização efetiva do hospedeiro (FENG et 

al., 2008; LENCASTRE et al., 2007; BECKER et al., 2007). 

 

A região do genoma de S. aureus, descrita como SCCmec, é composta de três 

partes, conforme apresenta a Figura 02: mecA e seus reguladores, mec1 e mecR1. 

Diferentes combinações destas partes formam as três classes conhecidas até o 

momento de SCCmec : A, B e C (LENCASTRE et al., 2007).  

 

O SCCmec possui ainda outro elemento genético que é responsável por sua 

mobilidade, o complexo de ccr (cassette chromossome recombinase). O restante 

denominado como região J do SCCmec não parece ter função. A combinação das 

variantes de mec, ccr e região J compõem o complexo de subtipos I, II, III, IV, V e VI 

de SCCmec (Figura 02). 
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Figura 02 - Tipos de SCCmec.  
Fonte: LENCASTRE et. al., 2007. Antibiotic resistant Staphylococcus aureus: a paradigm of adaptive 
power. Current Opinion in Microbiology. 

  
 

O SCCmec de S. aureus pode conter também genes de resistência a outras classes 

de antimicrobianos cuja expressão depende do ambiente. Os clones de S. aureus 

hospitalares HCA-MRSA carregam SCCmec dos tipos I a III, os da comunidade CA-

MRSA carregam os tipos IV e V. Os tipos IV e V são elementos genéticos menores e 

com mais mobilidade que os outros. Esses tipos carregam menos genes 

determinantes de resistência do que os tipos I, II e III. Por isso, os CA-MRSA 

caracteristicamente tendem a ser menos multirresistentes que os HCA-MRSA 

(MIMICA e al., 2007; LENCASTRE et al., 2007; TAVARES et al., 2000). 

 

No caso específico do S. aureus MRSA, a detecção da resistência aos 

antimicrobianos β-lactâmicos PRP muitas vezes pode ser difícil, principalmente 

devido ao fenômeno da heterorresistência, que pode ocorrer por dois mecanismos 

distintos: no primeiro, o S. aureus contém genes de resistência, mas não expressa o 

fenótipo in vitro, enquanto no segundo, as cepas de S. aureus MRSA produzem a 

PBP2a em baixos níveis, inviabilizando a detecção pelo método de difusão em Agar 

tradicional. Outra causa de dificuldade na detecção da resistência aos 

antimicrobianos β-lactâmicos PRP ocorre quando a cepa de S. aureus em estudo 
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apresenta o fenótipo Borderline (BORSA), caracterizado pela hiperprodução β-

lactamases e a ausência do gene mecA (MILLER et al. 2005; VEERLE et al., 2007). 

 

As Fluoroquinolonas também são antimicrobianos utilizados no tratamento de 

infecções estafilocócicas. O aumento da resistência aos antibióticos diversos 

incluem as  fluoroquinolonas. O principal  mecanismo de  ação deste grupo de 

antimicrobianos consiste na interação da droga com a  DNA girase, inibindo a 

replicação do DNA bacteriano. Mutações nos genes  gyrA e gyrB codificam  as 

subunidades de DNA girase incapazes de se ligar as fluoroquinolonas, mantendo 

assim, sua atividade.  

 

Outro  mecanismos de resistência às  fluoroquinolonas envolve a remoção   de uma 

variedade de compostos estruturalmente relacionados (drogas e outras substâncias 

tóxicas para a célula bacteriana) através do efluxo ativo por bombas 

transmembrana. Em S. aureus, o gene norA, frequentemente encontrado em 

bactérias, codifica proteínas das bombas de efluxo transmembrana. 

 

O gene norA protege a célula de compostos lipofílicos e monocatiônicos, como 

brometo de etídio, cetrimida, cloreto de benzalcônio, e acriflavina, bem como das 

quinolonas hidrofílicas, ainda que a função fisiológica de norA como bomba de 

efluxo não esteja bem esclarecida (TRUONG-BOLDUC, 2003). 

 
 
 
 
1.6 Polimorfismos gênicos e resistência a antimicrobian os em 

Staphylococcus aureus 

 
 

O S. aureus é conhecido por apresentar pronunciada capacidade de adaptação a 

diversas condições ambientais. Estes mecanismos ainda não são bem 

compreendidos, mas parecem incluir vias de regulação em resposta ambiental e a 

expressão de variação gênica. As proteínas envolvidas nestes processos parecem 

ser transcritas de genes conservados em todas as espécies de Staphylococcus 

sequenciadas e não se relacionam exclusivamente a processos de virulência e 
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resistência, mas também estão envolvidas no metabolismo básico destes 

microrganismos (BECKER et al., 2007). 

A ocorrência de determinantes de virulência e resistência em elementos genéticos 

móveis, tais como elementos de inserção, ilhas gênicas, transposons e fagos, 

aumentam a ocorrência de polimorfismo gênico entre as cepas de S. aureus 

(McCALLUM et al. 2009). 

Holden et al. (2004) demonstraram, ao estudar algumas cepas de S. aureus, que a 

espécie apresenta uma estrutura altamente clonal e que, embora muitas linhagens 

sejam virulentas, um número limitado adquiriu determinantes genéticos de 

resistência. Isso ocorreu através de transferência horizontal de genes (SCCmec/ 

mecA) e as cepas de S. aureus se tornaram clones bem sucedidos, altamente 

virulentos e multirresistentes a drogas, designados CA-MRSA E HA-MRSA, 

respectivamente. 

 

Estas observações exemplificam não só a extrema complexidade do genoma do S. 

aureus, mas também seu polimorfismo, o que possivelmente capacita esta bactéria 

a se adaptar à pressão seletiva do ambiente, como por exemplo, na presença de 

antibióticos e na evasão do sistema imunológico humano. 

 
 
 
 
1.7 Eletroforese em gel com gradiente de desnaturaç ão (DGGE) 

 

 

Os genes que codificam os rRNAs procarióticos são organizados em operons 

formados por três genes que codificam ordenadamente os rRNAs 16S, 23S e 5S, 

separados por uma região espaçadora intergênica (ITS) entre cada gene, que 

contém um ou mais genes de tRNA. Esta estrutura é similar em diversas espécies 

bacterianas (NI et al., 2008). 

 

A filogenia pode ser estabelecida pela comparação das sequências de nucleotídeos 

de cada gene de rRNA que apresenta regiões com sequências muito conservadas, 
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que correspondem às regiões de interação das proteínas ribossomais com o rRNA, 

e regiões com sequências variáveis entre as bactérias. As ITS, em especial, que 

estão localizadas entre as regiões 16S e 23S dos DNAr, sofrem uma menor pressão 

evolutiva, logo, apresentam uma menor variação genética do que as regiões 

codificantes do rRNA, fornecendo uma informação taxonômica ainda mais valiosa 

(NI et al., 2008). 

O polimorfismo dos fragmentos da região intergênica 16S-23S amplificada por PCR 

podem ser triados por DGGE. Esta técnica de eletroforese em gel com gradiente 

desnaturante possibilita a separação dos produtos de PCR (as fitas de DNAr) de 

acordo com suas sequências de pares de bases, e não de acordo com os tamanhos 

dos fragmentos de DNA, como a maioria das técnicas de fingerprint genético. Assim, 

teoricamente, cada banda no gel representa uma cepa ou um clone bacteriano, e a 

imagem final do gel corresponderá a um padrão de “códigos de barra” referente à 

população bacteriana em estudo. Os géis da eletroforese são confeccionados com 

poliacrilamida (acrilamida e bis-acrilamida), e como gradiente desnaturante são 

empregados agentes químicos como uréia e formamida.  

Na Técnica de DGGE convencional, a migração dos fragmentos de DNA no gel é 

influenciada pelas variações no conteúdo G+C. Esta técnica permite detectar até 

95% das diferenças de bases únicas em sequências com até 500 pb. A 

representação esquemática da técnica de DGGE pode ser observada na Figura 3. A 

técnica tem sensibilidade para identificar diferenças de uma base entre os amplicons 

analisados. Para detecção no DGGE, os produtos da PCR podem ser marcados 

com substâncias radioativas ou os géis podem ser corados com brometo de etídeo 

ou nitrato de prata (HIRATA et al., 2006). No presente estudo, a DGGE foi utilizada 

para aumentar a capacidade de resolução e o fracionamento dos amplicons  obtidos 

utilizando primers 16S-23S e IT. Empregamos apenas o princípio de separação em 

um gel de acrilamida com um gradiente desnaturante. 
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Figura 03 - Eletroforese em gel com gradiente de desnaturação (DGGE). 
Fonte: VANHOUTTE, L. T.; HUYS, G.; CRANENBROUCK, I. S. (2005) 
Exploring microbial ecosystems with Denaturig Gradiente Gel Electroproresis 
(DGGE). Disponível em: http://bccm.belspo.be/index.php. Acesso em: 
07/05/2011. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar cepas de S. aureus sensíveis (MSSA) e meticilina-resistentes 

(MRSA) pertencentes ao banco de dados do Laboratório de Análises Clínicas da 

Prefeitura Municipal de Ipatinga, em Minas Gerais, isoladas de amostras clínicas no 

período de Abril de 2008 a Abril de 2009. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

• Identificar fenotipicamente amostras de S. aureus isolados de amostras 

clínicas no Hospital Municipal de Ipatinga, em Minas Gerais;             

• Selecionar isolados de S. aureus sensíveis e resistentes a antimicrobianos da 

classe dos β-lactâmicos;  

• Comparar o genótipo das amostras selecionadas utilizando a técnica de 

DGGE;  

• Comparar o padrão de expressão dos genes mecA-1; mecR1-2; mecI-3; norA-

4 e norA-5 relacionados à resistência a drogas.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Amostras  

 
 

3.1.1 Amostras bacterianas 

 

As amostras utilizadas no presente estudo foram selecionadas a partir da análise 

retrospectiva quantitativa realizada com todas as culturas microbiológicas 

processadas no Laboratório de Microbiologia Clínica do Hospital Municipal de 

Ipatinga-MG (LM – HMI), no período de abril de 2008 a abril de 2009. 

 

Os dados foram coletados por meio da verificação de documentos referentes às 

culturas realizadas no período, constantes no banco de dados do (LM – HMI). O 

instrumento de coleta de dados foi um formulário estruturado com a identificação do 

serviço, o número da cultura, tipos de microrganismos e sensibilidade aos 

antibióticos. 

 

A tabulação dos dados foi realizada com o auxílio do Microsoft Excel 2003 e do o 

software SPSS, versão 11.0, tendo sido elaboradas tabelas e gráficos de forma 

descritiva e matemático-estatística, usando frequência, números absolutos e 

porcentagem.  

 

As amostras foram obtidas a partir de diferentes sítios de infecção, principalmente 

secreções cultivadas inicialmente em 12 mL de caldo tioglicolato (Prodimol®) e Agar 

sangue de carneiro em placa (Mbiolog®).  

 

A caracterização da espécie foi realizada através do método de Gram e das provas 

bioquímicas de catalase, coagulase em tubo, teste da desoxiribonuclease (DNAse) e 

crescimento em Agar manitol vermelho de fenol (Prodimol®) (KONEMAN et al., 

2001). Para controle dos testes foi utilizada a cepa padrão ATCC 25923. A 

manutenção das amostras de S. aureus em cultura pura foi feita através do inóculo 

em 12 mL de caldo infuso cérebro coração (BHI – Prodimol®), incubação 24h a 37°C 
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e estocagem a -20°C em Skin Milk para análises posteriores (OPUSTIL et al., 2004; 

KAISER et al., 2010). 

 

O desenvolvimento do presente estudo foi autorizado pela Administração Municipal 

de Ipatinga e aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do Centro Universitário do 

Leste de Minas Gerais – CEP/UNILESTE-MG.  

 
 

3.1.2 Avaliação da suscetibilidade aos antimicrobia nos 

 

Para a determinação do perfil de suscetibilidade e ou resistência aos 

antimicrobianos foram utilizados duas abordagem, como descrito brevemente 

abaixo. 

 

3.1.2.1 Método de difusão do disco (Kirby-Bauer, 1966) 
  

 

Para a realização do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, as bactérias 

foram inicialmente suspensas em 12 mL de caldo infuso cérebro coração (BHI – 

Prodimol®) e incubadas durante 24h a 37°C. A seguir, as culturas foram diluídas na 

concentração do tubo 0,5 da escala de Mc Farland. A avaliação da susceptibilidade 

aos antimicrobianos foi realizada pelo método de difusão do disco com adaptações 

em relação ao descrito no manual do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2007). Os discos (Laborclin®) de oxacilina (1µg) e cefoxitina (30µg) foram 

empregados para determinar a susceptibilidade aos β-lactâmicos. Após 24h de 

incubação a 37°C, foram realizadas as leituras dos diâmetros dos halos de inibição 

do crescimento de S. aureus ATCC 25923. As culturas foram classificadas como 

sensíveis, quando apresentaram halos de inibição ≥13 mm para o disco de oxacilina 

e ≥22 mm para o disco de cefoxitina, respectivamente. Quando apresentaram halos 

com medidas inferiores foram classificadas como resistentes (ROSSI & 

ANDREAZZI, 2005). Foram testados também outros antibióticos do grupo dos beta 

lactâmicos:  β-lactâmico (ampicilina), aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina), 
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flouroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina, ofloxacina e norfloxacina), 

tetraciclinas, sulfonamidas, glicopeptídeos (vancomicina e teicoplanina), 

lincosaminas (clindamicina).  

 

3.1.2.2 Agar cromogênico para identificação dos Staphylococcus aureus resistentes 
à meticilina (MRSA) 

 

 

Para a confirmação da susceptibilidade aos β-lactâmicos, as amostras foram 

submetidas ao subcultivo em Agar de triagem contendo um substrato cromogênico 

de α-glucosidase e uma associação de antibióticos, incluindo a cefoxitina (Gelose 

ChromIDTMMRSA- bioMérieux®AS). As culturas foram incubadas durante 24h a 

37°C. A detecção direta de cepas MRSA foi dada pela hidrólise do substrato α-

glucosidase, que resulta em colônias com coloração verde (HAL et al., 2007). 

4  

 
4.1 Extração de DNA genômico  

 

 

As amostras de S. aureus estocadas a -20°C em Skin Milk foram inicialmente 

repicadas em 12 mL de caldo infuso cérebro coração (BHI – Prodimol®) e incubadas 

por 24h a 37°C. Decorrido este intervalo de tempo, as culturas foram centrifugadas a 

3000 xg por 10 minutos e 1 mL do precipitado bacteriano foi utilizado como  pré-

inóculo para um novo cultivo em 12 mL de caldo infuso cérebro coração (BHI – 

Prodimol®). 

 

Para a extração do DNA genômico foram utilizadas culturas com DO600nm em 1,0. 

Posteriormente, a massa bacteriana foi coletada por centrifugação e lavada com 1 

mL de tampão PBS estéril, seguido de centrifugação a 3000 xg por 10 minutos. Em 

seguida, a massa bacteriana foi transferida para um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL e 

adicionados 480 µL de solução de EDTA 50 mM pH 8,0 e 120 µL de lisozima 

(50mg/mL). Após 2h de incubação a 37°C as amostras foram centrifugadas a 12500 
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xg por 2 minutos e o sobrenadante descartado. A seguir, foram realizadas as 

extrações do DNA gênomico, utilizando o Kit Wizard (Promega®), como descrito no 

boletim técnico do fabricante e brevemente descrito abaixo. 

 

Ao sobrenadante obtido foram adicionados 600 µL de Nuclei Lysis Solution. A 

mistura foi incubada a 70ºC durante 15 minutos e mantida em temperatura ambiente 

por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 3 µL de RNase Solution e a 

mistura incubada a 37ºC durante 15 minutos. A solução foi mantida em temperatura 

ambiente durante 5 minutos. A seguir, 200 µL de Protein Precipitation Solution foram 

adicionados e a solução foi homogeneizada com auxílio do vórtex, seguida de 

incubação no gelo durante 5 minutos e centrifugação a 14.000xg durante 5 minutos.  

 

O sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf de 1,5 mL, no qual foram 

adicionados 600 µL de isopropanol. Os tubos foram invertidos 3x para a completa 

homogeneização, e centrifugados a 14.000xg sob refrigeração a 4°C durante 5 

minutos. Após a centrifugação, o sobrenadante foi descartado e ao material 

precipitado foram adicionados 600 µL de etanol 70% gelado. A solução foi 

centrifugada a 14.000xg durante 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi 

descartado e o DNA seco, ressuspendido em 50 µL de H2O Mili-Q estéril e 

armazenado a 4ºC. 

 

Posteriormente, cerca de 5 µL do DNA genômico extraído foram analisados em gel 

de agarose a 0,6%, corados com brometo de etídeo e visualizados com auxílio de 

um transiluminador (Vilber Lourmat em UV). A pureza e quantificação do DNA 

extraído foram determinadas utilizando o aparelho NanoVue (GE), que avalia as 

relações entre os comprimentos de onda 260/280nm e 260/230nm indicativos de 

pureza do amostra. 
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4.2 Oligonucleotídeos iniciadores 

 

 

Os oligos utilizados nos experimentos de PCR convencional e PCR quantitativo 

foram construídos utilizando o programa Gene Runner (Version 3.05) e os dados do 

genoma da cepa S. aureus depositadas no banco de dados do NCBI1, conforme 

detalhado na Tabela 1. Os genes selecionados fazem parte de uma ilha genômica 

de resistência chamada staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), que 

contém o gene mecA, codificador da proteína PBP2a e os genes mecR1-2 e mecI-3, 

que codificam, respectivamente, um receptor de membrana e um gene repressor  

(KILIC et. al., 2008). Foram utilizados também genes relacionados a resistência às 

fluoroquinolonas, norA-4 e norA-5 (TRUONG-BOLDUC et al., 2003), além de genes 

que correspondem às regiões que estão localizadas entre as 16S, 23S e intergênica 

dos DNAr (NI et al., 2008). 

 

Tabela 1 
Número de acesso das sequências e iniciadores forward  (F’) e reverse  (R’) referentes aos genes 
avaliados. 
Gene Primer  Tm Amplicon  N° de acesso  

mecA 
F: 5’ ACTGCTATCCACCCTCAAAC 3’ 

R: 5’ TGGAACTTGTTGAGCAGAGG 3’ 55°C 146 pb AM943017.1 

mecR1 
F: 5’ TGGATGGTTCGTAGGTTATG 3’ 

R: 5’ CATTCGCATTGTCTTCGC 3’ 55°C 83 pb AM904732.1 

mecI 
F: 5’ GCAGAATGGGAAGTTATG 3’ 

R: 5’ CGTTATAAGTGTACGAATGG 3’ 55°C 150 pb BX571856.1 

norA-4 
F: 5’ ATTGCCGATGGTTACTGGAC 3’ 

R: 5’ CCTGCAAATCCCTGTCTATC 3’ 55°C 125 pb BX571856.1 

norA-5 
F: 5’ ATGGTAATGCCTGGTGTGG 3’ 

R: 5’ GCCATAAATCCACCAATC 3’ 55°C 134 pb BX571857.1 

16S-23S 
F: 3’CGAAAGCCTGACGGAGCAAC 5’ 

R: 3´CACGCCATCACCCATTAACG 5’ 55°C 2198 pb NR037007.1 

16S 
F: 5’ GATTTGGTTGGTGGAGGTAGAC 3’ 

R: 3’ CACGCCATCACCCATTAACG 5’, 
55°C 1100pb BX571856.1 

 

 
 
 
 

                                            
1 Disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/. Acesso em 10/02/2011 
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4.3 Reação em cadeia da Polimerase (PCR) 

 
Para amplificar os fragmentos do gene DNAr 16S e da região 16S, 23S e intergênica 

foi utilizada a técnica da PCR. Em um tubo tipo eppendorf foi adicionada a mistura 

da reação da PCR com um volume final de 50 µL. Os componentes da reação estão 

descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2 
 Componentes utilizados na reação de PCR. 
Componentes  Volume  

Tampão da reação (10x e sem Mg2+) 5,0 µL 

MgCl2 (50 mM) 1,5 µL 

dNTPs (10 M) 1,0 µL 

Solução de oligonucleotídeos específicos diretos e inversos (10 mM) 2,0 µL 

Taq DNA polimerase (5 u/µL) 1,0 µL 

H2O Mili-Q Estéril 37,5 µL 

DNA genômico (200 ng) 2,0 µL 

 

A mistura reacional foi incubada em um termociclador (Biocycler, version 3.2) a 

94ºC, durante 5 minutos para desnaturação do DNA e ativação da Platinum Taq 

DNA polimerase. Após a desnaturação, a reação de amplificação consistiu de 35 

ciclos formados pelas seguintes etapas: desnaturação a 94ºC durante 45 segundos, 

uma etapa de hibridização a 55ºC durante 45 segundos e uma etapa de extensão a 

72ºC durante 2 minutos. Ao final dos ciclos a reação foi mantida a 72ºC durante 10 

minutos e resfriada a 4ºC. 

 

A seguir, 5 µL do produto da reação foram analisados em gel de agarose a 1,2%. Os 

amplicons foram corados com brometo de etídeo e visualizados com auxílio de um 

transiluminador (Vilber Lourmat em UV). O tamanho dos fragmentos amplificados foi 

analisado por comparação com um padrão de massa molecular de 100 e 1000 pares 

de bases (Invitrogen®).  
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4.4 Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante ( DGGE) 

 

 

Confirmada a presença de produtos de PCR pela eletroforese em gel de agarose, 

preparou-se o gel de acrilamida – bisacrilamida 6% com o gradiente desnaturante de 

ureia-formamida compreendido sempre entre 40 e 60%, preparados a partir da 

solução de 40% de acrilamida-bisacrilamida.  

 

Foram utilizados 10 µL de cada reação de PCR para as análises de DGGE. As 

migrações eletroforéticas tiveram duração de 16 horas e foram realizadas a 100 

volts. Os géis foram corados pelo método da prata, conforme descrito por 

SAMBROOK et al. (1989), e documentados utilizando o sistema de 

fotodocumentação (Biosystem). 

 

  
 
4.5 Análise da natureza clonal dos isolados MRSA 

 

 

A similaridade entre os isolados de S. aureus foi determinada com base na presença 

ou ausência de bandas específicas no gel. O perfil do DGGE foi analisado a partir da 

matriz de presença e ausência de bandas para calcular os valores de similaridade 

da comunidade bacteriana (UPGMA, Dice coefficient of similarity). Foi construída 

uma matriz de presença e ausência de bandas indicadas por 0 e 1, de acordo com 

cada banda específica presente no DGGE. A partir desta matriz utilizou-se o 

coeficiente de similaridade de Dice (Cs) = 2 j / (a + b), onde j representa o número 

de bandas comuns às amostras a e b, e onde a e b são o número de bandas 

presentes em cada uma das amostras analisadas para a construção de uma matriz 

de similaridade. O dendograma foi gerado utilizando o pacote Treecon for Windows 

(NEI & LI, 1979). 
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4.6 Análise da expressão gênica utilizando a metodo logia de PCR 

quantitativa em tempo real (qRT-PCR) 

 
 

4.6.1 Extração do RNA total 

 

Para a extração do RNA total, foram utilizadas culturas com DO 1,0 no comprimento 

de onda de 600nm, correspondendo à fase log da curva de crescimento. 

Posteriormente, a massa bacteriana foi coletada por centrifugação e lavada com 1 

mL de tampão PBS estéril, seguido de centrifugação a 3000 xg por 10 minutos. O 

precipitado de células bacterianas foi utilizado para extração de RNA total através do 

kit Nucleo Spin RNA II (MACHEREY NAGER), seguindo o protocolo do fabricante. 

Ao precipitado foi adicionado 1 mL de TRIzol® e as células foram completamente 

lisadas com auxílio de um homogeneizador tipo politron (ULTRA STIRRER). 

Posteriormente, o homogeneizado foi transferido para tubos do tipo eppendorf de 1,5 

mL e incubado por 40 minutos em temperatura ambiente para permitir a completa 

dissociação dos complexos de nucleoproteínas. A seguir, foram adicionados 0,2 mL 

de clorofórmio (Sigma - St. Louis, MO, USA) para cada 1,0 mL de TRIZOL®.  

 

A solução foi homogeneizada vigorosamente com auxílio de um vórtex, depois 

incubada por 20 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras 

foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000g. Em seguida, a fase aquosa contendo 

o RNA foi transferida para um novo tubo eppendorf e adicionada 0,35 mL de etanol 

70% gelado. Após esta operação, a solução foi homogeneizada com o auxílio de um 

vórtex e transferida para uma coluna Núcleo Spin RNA II pré-inserida no tubo 

coletor. A seguir, a solução foi centrifugada a 12000 xg por 2 min. O sobrenadante 

foi descartado e a coluna foi novamente inserida no tubo coletor. Na sequência, a 

coluna contendo o RNA foi tratada com 95 µL de uma solução de 10 µL de DNAse 

em 90 µL de Reaction Buffer para DNAse e incubada em temperatura ambiente por 

15 min. Então, a solução contendo o RNA foi lavada sucessivamente com os 

tampões RA2 e RA3 conforme o protocolo técnico do fabricante. Por fim, foi 

adicionado à coluna 60 µL de H2O RNAse-free e o RNA extraído após uma etapa de 

centrifugação a 12000 xg por 2 min.  
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A padronização da metodologia foi avaliada em gel de agarose/formaldeído. A 

pureza e quantificação dos RNAs foram determinadas utilizando o aparelho 

NanoVue® (GE) avaliando as relações entre os comprimentos de onda 260/280nm e 

260/230nm indicativos de pureza da amostra. 

 
 

4.6.2 Obtenção dos cDNAs e RT-PCR 

 

A primeira fita do cDNA foi sintetizada utilizando 1µg de RNA total extraído e o Kit 

High Capacity RT-PCR System (Applied Biosystems), seguindo as recomendações 

dadas pelo fabricante. 

 

Para cada 1µg de RNA total, foram utilizados 2 µL de iniciadores randômicos (10x 

RT Random primer), 0,8 µL de dNTPs [25x dNTP Mix (100mM)], 1µL de 

transcriptase reversa (Multi Scribe Reverse Transcriptase) e água livre de RNAse 

para um volume final de 10 µL. A mistura foi incubada a 25°C por 10 minutos, 

seguidos de 120 minutos a 37°C e 85°C por 5 minutos , com auxílio de um 

termociclador (Biocycler, version 3.2). A amostra ficou estocada a -20°C até o 

momento do uso. 

 
 

4.6.3 Reação da PCR quantitativa em tempo real (qRT -PCR) 

 

Para análise da expressão dos genes em estudo foi utilizada a técnica de PCR em 

tempo real. As reações foram realizadas com o uso do kit SYBR® Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystems) em placas de 96 poços (MicroAmp® Optical 96 Well 

Reaction Plate – Applied Biosystems) e seladas com adesivo óptico 

(MicroAmpOptical Adhesive Film – Applied Biosystems) ao final do procedimento. 

Foram pipetados 3 µL dos iniciadores (na concentração de 2,5 µM) em triplicata e 7 

µL de um mix de reação contendo 2 µL de cDNA diluído 5 vezes (com água livre de 

DNAse) e 5 µL de SYBR® Green Master Mix, totalizando um volume de reação em 

cada poço de 10 µL. Os ensaios foram realizados em triplicata biológica para todos 

os genes avaliados, com o controle endógeno presente em todas as placas. Os 
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valores de baseline (ciclos iniciais em que há pequenas alterações na fluorescência) 

foram ajustados para 3-15 ciclos. O threshold, desvio padrão médio do repórter 

normalizado (Rn) para os ciclos iniciais da PCR multiplicado por um fator ajustável, 

foi ajustado à região associada ao crescimento exponencial do produto da PCR e, 

portanto, fixado em 0,2 para todas as amostras, uma vez que se comparou o mesmo 

gene em diferentes grupos. O Rn refere-se à relação entre a intensidade de 

fluorescência emitida pelo corante repórter pela intensidade de fluorescência emitida 

pelo corante da referência passiva (BUSTIN, 2010). 

 

As análises foram feitas pelo método de quantificação relativa da expressão gênica 

(∆CT), que permite quantificar diferenças no nível de expressão de um alvo 

específico entre as diferentes amostras. Os níveis dos genes alvos foram 

normalizados pelos níveis do controle endógeno. Os resultados foram alcançados 

por uma fórmula aritmética que considera a quantidade do alvo normalizado (2-∆CT) 

(BUSTIN, 2010). 

 

A reação de qRT-PCR foi conduzida conforme programação contida no aparelho ABI 

7300 Applied Biosystems. 

 
 

4.6.4 Curva de eficiência dos iniciadores 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores específicos para os genes em estudo foram 

baseados nas sequências de mRNA depositadas no banco de dados do NCBI2 e 

idealizados pelo programa Gene Runner (Version 3.05), conforme a Tabela 1. 

 

Para determinar as eficiências relativas da amplificação dos alvos e do controle 

endógeno foram construídas curvas padrões para cada amplicon a partir de uma 

mesma amostra. O ensaio foi realizado em triplicata e a concentração dos 

iniciadores foi de 2,5 µM. 

 

                                            
2 Disponível em http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Acesso em 10/01/2011 
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A curva padrão foi representada por um gráfico de regressão linear semi-log do valor 

de CT (eixo Y) em comparação ao log da quantidade inicial do ácido nucléico (eixo 

X). Foi utilizado o cDNA da amostra de S. aureus 496 em cinco diluições seriadas de 

quatro vezes. A Figura 4 ilustra uma reação de amplificação utilizando primer 

específicos para o gene DNAr 16S, e a Figura 5 mostra a curva padrão referente a 

este gene. 

 

 

 
Figura 04 - Plot de amplificação referente à curva de eficiência do gene DNAr 16S.  Em 
X está demonstrado o valor dos ciclos de PCR e em Y os valores de ∆Rn. Foi utilizado 
cDNA de S. aureus 496 e uma diluição seriada de 4 vezes. 

  
 
 
O slope da curva padrão foi usado para estimar a eficiência de amplificação. Uma 

reação 100% eficiente produzirá um aumento de dez vezes no amplicon da PCR a 

cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial de amplificação (log2 10 = 3, 3219), ou 

seja, o amplicon dobra em quantidade durante a fase geométrica. O cálculo da 

estimativa da eficiência (E) foi calculado pela fórmula E= (10-1/slope – 1) x 100. Os 

iniciadores foram considerados apropriados para avaliar a expressão gênica pelo 

sistema SYBR® Green quando apresentaram eficiência de reação acima de 80% e 

abaixo de 120%. Os valores de baseline foram ajustados para 3-15 ciclos e o 

threshold fixado em 0,1 para todas as amostras. A Tabela 3 mostra estes 

parâmetros para os genes analisados. A figura 5 apresenta a curva padrão obtida 

para o gene DNAr 16S. 
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 Figura 05 - Curva padrão referente ao gene DNAr 16S. Em X estão demonstrados os valores de Log 

da concentração de cDNA e em Y os valores de CT correspondes a cada diluição. Os valores de slope 
e de coeficiente de linearidade estão representados à direita do gráfico.  Foi utilizado cDNA de S. 
aureus 496 e uma diluição seriada de 4 vezes. 
 
 

Tabela 3 
Slope , eficiência e R 2 dos iniciadores utilizados, avaliado através de um a curva de eficiência. 

Gene Slope  Eficiência  R2 

mecA -3,1614 1,0716 0, 990 

mecR1 -3,4769 0,9392 0, 997 

mecI -3,3756 0,9781 0, 998 

norA-4 -3,3341 0,9949 0,999 

norA-5 -3,3572 0,9855 0,993 

16S -2,7861 1,2852 0,977 

 
 
 

4.6.5 Curva de dissociação dos amplicons 

 
 
Foi realizada a análise da curva de dissociação dos amplicons para identificar a 

formação de produtos inespecíficos no final de cada corrida, possivelmente gerados 

a partir de excesso de iniciadores ou falha no desenho dos mesmos. 

 

Ao final dos 40 ciclos da qRT-PCR, a temperatura foi elevada gradualmente de 60 a 

95ºC, mantendo-se por 15 segundos em cada grau Celsius. Na medida em que os 

amplicons desnaturaram, o sinal fluorescente emitido pelo SYBR® Green foi reduzido 

e a temperatura em que metade do produto da PCR estava dissociada, medida. O 
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gráfico resultante permitiu verificar se houve um ou mais produtos de PCR presentes 

em cada reação devido a diferenças de temperatura de melting (Tm) específicas e 

dependentes do tamanho do fragmento e do conteúdo de GC (%GC). O Tm 

desejado foi acima de 80°C. 

 
 
 
4.7 Análise estatística 

 

 

A expressão relativa dos genes de resistência analisados foi comparada pela análise 

da variância (ANOVA) por ONE-WAY (Teste de Tukey). Foi considerado 

estatisticamente significante p<0,05. A análise estatística foi realizada pelo programa 

PRISMA (GraphPad Prism 5). 
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5 RESULTADOS 

 

Para uma melhor compreensão dos resultados obtidos durante essa pesquisa, a 

seção resultados está dividida em três partes, nas quais serão abordadas, 

respectivamente: a caracterização das cepas, a caracterização genômica preliminar 

e o perfil de expressão de genes de resistência a antibacterianos. 

 

 

5.1 Caracterização das cepas 

 

5.1.1 Identificação das cepas 

 

A bacterioscopia pelo método de Gram foi realizada em esfregaços das colônias 

obtidas em Agar sangue de carneiro em placa (Mbiolog®), a partir das amostras 

clínicas coletadas e processadas na rotina do Serviço de Microbiologia do 

Laboratório de Análises do HMI, como pode ser verificado na Figura 06. Podemos 

observar a presença de cocos Gram positivos formando cachos imóveis, não 

esporulados, típicos de bactérias do gênero Staphylococcus. 

 

 
Figura 06 - Característica morfotintorial pela técnica de coloração de Gram.  
Fonte: LM - HMI 
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As espécies de microrganismos mais frequentemente isoladas durante o primeiro 

ano de funcionamento do serviço de microbiologia do HMI (abril de 2008 a abril de 

2009) estão apresentadas na Tabela 4. 

 
 

Tabela 4 
Prevalência dos microrganismos isolados nas culturas  realizadas no Hospital Municipal de 

Ipatinga-MG no período de abril de 2008 a abril de 2009. 

 Ordem de prevalência % 
N°°°° de 

isolados 

E. coli 20,5 90 

Pseudomonas sp. 15,9 70 

Staphylococcus aureus 11,4 50 

Klebsiella SP 7,3 32 

S. maltophilia 6,8 30 

Streptococcus SP 6,6 29 

Klebsiella pneumoniae 5,5 24 

Enterobacter SP 5,0 22 

Staphylococcus coagulase negativa 4,1 18 

Enterococcus SP 3,6 16 

Proteus SP 3,4 15 

Candida albicans 3,0 13 

Serratia SP 2,1 9 

Morganela SP 1,4 6 

Citrobacter SP 1,1 5 

Providencia SP 0,9 4 

Acinetobacter SP 0,5 2 

Edwardsiella SP 0,2 1 

Hafnia alvei 0,2 1 

Aeromonas hydrophyla 0,2 1 

Neisseria meningitidis 0,2 1 

Total  100 439 

 

Para a caracterização da espécie S. aureus foram utilizadas as provas bioquímicas 

de catalase, coagulase e crescimento em Agar manitol vermelho de fenol 

(Prodimol®), apresentadas na tabela 6. Para controle dos testes foi utilizado como 

cepa referência o S. aureus ATCC 25923, conforme descrito em Materiais e 

Métodos. Podemos observar que foram identificados 439 isolados bacterianos, dos 

quais 50 (11,4%) foram identificados como S. aureus, e entre estes, 10 foram 

selecionados para o desenvolvimento deste trabalho, conforme mostra a tabela 5. 
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Tabela 5 
Provas bioquímicas de caracterização das amostras de  S. aureus  

Amostra 
Origem da 

amostra 
Catalase Coagulase 

Agar manitol 

vermelho de fenol 

ATCC Laborclin® + + + 

475 Secreção. traqueal + + + 
496 Ponta de cateter + + + 
915 Ponta de cateter + + + 

1136 Secreção. traqueal + + + 
1148 Secreção. traqueal + + + 
1151 Ponta de cateter + + + 
1152 Secreção. traqueal + + + 
1204 Secreção. traqueal + + + 
2206 Swab abcesso + + + 

(+) = resultado da prova compatível com a identificação de S. aureus 
  
 
 

5.1.2 Avaliação da suscetibilidade aos antimicrobia nos 

 

A avaliação da suscetibilidade aos antimicrobianos convencionais foi realizada com 

base no diâmetro do halo de inibição foi medido com auxílio de uma régua sobre o 

fundo da placa e, para a classificação como sensível (S), intermediário (I) ou 

resistente (R), foram adotados os critérios descritos no manual do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (2007). As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados 

obtidos. 
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Tabela 6 
Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 
 
 
 

Classe 
Antimicrobianos 

Testados 

REF. 
CLSI. 
2007 

Cepas de Staphylococcus aureus  

Resistentes 

S. aureus  475 496 915 1151 1204 2206 

ATCC 
25923 

Secreção 
Traqueal 

Secreção 
Traqueal 

Ponta de 
Cateter 

Secreção 
Traqueal 

Secreção 
Traqueal 

Secreção  
Traqueal 

Penicilinas  
(β-lactâmico) 

AMPICILINA 27 0 R  
0 R 

0 R 0 R 0 R 0 R 

OXACILINA 18 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R 

PENICILINA G 40 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R 

Cefens  
 (β-lactâmico) 

CEFOXITINA  
25 0 R  

0 R 20 R 20 R 0 R 13R 

β-lactâmico + 
inibidor de 
 β-lactamase 

AMOXICILINA-
ÁCIDO 
CLAVULÂMICO 

35 14 R 0 R 19 R 18 R 0 R 19 R 

Licosamida  CLINDAMICINA 22 0 R 0 R 18 S 0 R 0 R  21 S 

Aminoglicosídeos  AMICACINA 21 0 R 14 R 17 S 17 S 20 S 15 I 

GENTAMICINA   
23 0 R  

20 S 18 S 0 R 0 R 0 R 

Fluoroquinolonas  
CIPROFLOXACINA  

28 0 R 0R 29 S 0 R 0 R 22 S 

LEVOFLOXACINA  
25 0 R 16 I 28 S 0 R 14 I 21 S 

NORFLOXACINA 20 0 R 0 R 27 S 0 R 0 R 19 S 

OFLOXACINA 24 0 R 0 R 25 S 0 R 0 R 19 S 

Ansamicacina  RIFAMPICINA 28 0 R 16 R 25 S 25 S 28 S 25 S 

Inibidores da via 
metab. 

SULFAZOTRIM                25 0 R 27 S 24 S 18 S 15 I 24 S 

Tetraciclina  TETRACICLINA 19 25 S 27 S 0 R 23 S 23 S 23 S 

Glicopeptídeo  TEICOPLAMINA 14 15 S 15 S 13 I 14 I 14 S 15 S 

VANCOMICINA 18 16 S 15 S 15 
S 15 S 16 S 15 S 

 
A resistência ou sensibilidade das amostras frente aos antimicrobianos foi determinada através da medida em milímetros (mm) 
das zonas de inibição de crescimento de cada amostra na superfície do meio de cultura, onde foi inoculado 108UFC/mL da 
cepa em teste. Os discos de papel, impregnados com concentrações conhecidas dos antibióticos, são colocados sobre o 
inóculo. Forma-se, então,  uma concentração em gradiente pela difusão do antibiótico no Agar e o crescimento do organismo, 
em teste, fica inibido a certa distância do disco. A medida do halo de inibição e a comparação deste com uma tabela 
normatizada (CLSI, 2007) é que fornece a suscetibilidade do microrganismo. A classificação é feita como Sensível (S), 
Intermediário (I) ou Resistente (R). Os resultados apresentados informam a medida do halo em mm, seguida da classificação 
para as cepas resistentes aos β-lactâmicos. 
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Tabela 7 
Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. 

 

Antimicrobianos 
Testados 

REF. 
CLSI. 2007 

Cepas de Staphylococcus aureus  

 Sensíveis 

 
Classe S. aureus 1136 1148 1152 

 ATCC 25923 Secreção 
Traqueal  

Ponta de 
Cateter 

Ponta de 
Cateter 

Penicilinas  
(β-lactâmico) 

AMPICILINA 21 19 S 19 S 17 S 

OXACILINA 27 27 S 0 R 0 R 

PENICILINA G  
25 28 S 26 S 24 S 

Cefens  
 (β-lactâmico) CEFOXITINA  

28 25 S 23 S 30 S 

β-lactâmico + 
inibidor de 
 β-lactamase 

AMOXICILINA-ÁCIDO 
CLAVULÂMICO 35 30 S 22 S 20 S 

Licosamida  CLINDAMICINA 22 25 S 22 S 18 S 

Aminoglicosídeos  AMICACINA  
23 20 S 21S 18 S 

GENTAMICINA   
25 30 S 23 S 25 S 

Fluoroquinolonas  CIPROFLOXACINA 20 23 S 20 S 25 S 

LEVOFLOXACINA 24 26 S 25 S 25 S 

NORFLOXACINA 18 24 S 14 R 14 R 

OFLOXACINA 40 39 S 0 R 0 R 

Ansamicaci na RIFAMPICINA 28 29 S 28 S 25 S 

Inibidores da via 
metab. SULFAZOTRIM                                                                                                                  25 30 S 25 S 25 S 

Tetraciclina  TETRACICLINA 14 15 S 15 S 14 S 

Glicopeptídeo  TEICOPLAMINA 19 25 S 23 S 0 R 

VANCOMICINA 18 17 S 15 I 15 I 

 
A resistência ou sensibilidade das amostras frente aos antimicrobianos foi determinada através da medida em 
milímetros (mm) das zonas de inibição de crescimento de cada amostra na superfície do meio de cultura, onde 
foi inoculado 108UFC/mL da cepa em teste. Os discos de papel impregnados com concentrações conhecidas dos 
antibióticos são colocados sobre o inóculo. Forma-se, então, uma concentração em gradiente pela difusão do 
antibiótico no A, e o crescimento do organismo em teste fica inibido a certa distância do disco. A medida do halo 
de inibição e a comparação deste com uma tabela normatizada (CLSI, 2007) é que fornece a suscetibilidade do 
microrganismo. A classificação é feita como Sensível (S), Intermediário (I) ou Resistente (R). Os resultados 
apresentados informam a medida do halo em mm seguida da classificação para as cepas sensíveis aos β-
lactâmicos



 

Caracterização Molecular de Cepas de Staphylococcus Aureus 
          Isoladas no Hospital Municipal de Ipatinga-MG   

     Mônica Mendes Cordeiro 

 
 

     51

5.1.3 Agar cromogênico para triagem dos Staphylococ cus aureus resistentes 

à meticilina (MSRA) 

  

As placas de Agar Gelose ChromIDTMMRSA (bioMérieux®AS) inoculadas com as 

amostras de S. aureus e incubadas durante 24h a 37°C apresentaram crescimento 

de colônias com coloração verde para as cepas 475, 496, 915, 1151, 1204 e 2206, 

respectivamente, confirmando o fenótipo resistente à meticilina. A cepa padrão 

ATCC 25923 e a amostra com fenótipo sensível 1136 não cresceram, confirmando a 

caracterização encontrada através do teste de difusão de disco - método de Kirby-

Bauer (1966). 

 

 

5.2 Caracterização gênomica preliminar 

 

5.2.1 Obtenção do DNA genômico 

 

Após a extração do DNA genômico das amostras de S. aureus isoladas de pacientes 

internados no HMI, procedeu-se a análise da integridade do DNA em gel de agarose 

a 0,6%, como mostrado na Figura 07. Pode-se observar que todas as preparações 

contêm DNA íntegro e livres de RNA. A extração foi realizada em triplicata.  
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Figura 07- Integridade do DNA genômico obtido de amostras de S. aureus isoladas de pacientes internados no 
Hospital Municipal de Ipatinga – Minas Gerais (HMI). Foi utilizado um pellet de aproximadamente 250µL de  
células bacterianas e o DNA genômico, extraído com a utilização do Kit Wizart (Promega®), como 
descrito em Materiais e Métodos. 5µL da preparação foram analisados em gel de agarose a 0,6% corado 
com brometo de etídeo. A extração foi realizada em triplicata. PM – padrão de massa molecular 1000pb. 
 

5.2.2 Amplificação dos fragmentos correspondentes a o DNAr 16S, 23S e 

intergênica 

 

Por meio da técnica da PCR foi possível amplificar os fragmentos DNAr da região 

16S, 23S e intergênica (16Sit23S) das espécies de S. aureus de interesse neste 

estudo, sendo uma amostra padrão ATCC25923 e as demais, isoladas de pacientes 

internados no HMI. Foi utilizada a combinação dos primers sense: 5’ 

GATTTGGTTGGTGGAGGTAGAC 3’ e anti sense: 5’ TTTGGCACGGTTCTCAGC 3’, 

cujo produto esperado era de 1080 pb. A figura 08 mostra que, além do produto 

esperado, foi obtida uma banda com cerca de 1200pb nas amostras ATCC, 496, 

1136, 1148, 1204 e 2206, assim como uma banda com aproximadamente 1000pb na 

amostra 475. 
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Figura 08 - Amplicons correspondentes à região 16S, 23S e intergênica. ATCC25923 e as isoladas de 
pacientes internados no Hospital Municipal de Ipatinga – Minas Gerais - HMI.  
5µL da reação da PCR foram analisados em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etídeo. PM 
– padrão de massa molecular 1000pb. A reação foi realizada em triplicata.  

 

 

A Figura 9 mostra os produtos de DNAr obtidos nas reações de amplificação 

utilizando os seguintes primers: 16SF 5`GATTTGGTTGGTGGTGAC3`, 1623SR 5` 

CACGCCATCACCCATTAACG 3`; 1623SF 5’ CGAAAGCCTGACGGAGCAAC 3`; e 

16SR 5` CACGCCATCACCCATT 3`. Observou-se que o perfil dos amplicons 

obtidos na cepa ATCC é o mesmo para a amostra 1136 isolada de secreção da 

parede torácica. Além disso, percebeu-se um perfil distinto para as cepas 1148 e 

1152 isoladas de secreção de parede torácica e ponta de cateter, respectivamente. 

Em conjunto, os resultados mostram polimorfismo entre as cepas sensíveis. 

Analisando as cepas resistentes, observou-se que as cepas 475 e 496 apresentam 

um perfil distinto de amplicons, apesar de serem isoladas de secreção de traquéia. 

Os perfis das cepas 915 e 1151 são idênticos e elas foram isoladas da ponta de 

cateter e secreção de traquéia, respectivamente. As cepas 1204 e 2206 foram 

isoladas de secreção de traquéia e são distintas. 
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Figura 09 - Análise dos fragmentos DNAr (16S-23S) ATCC25923 e cepas isoladas de pacientes 
internados no Hospital Municipal de Ipatinga – Minas Gerais - HMI.  5µL da reação da PCR foram 
analisados em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etídeo. PM – padrão de massa molecular 
1000pb. A reação foi realizada em triplicata.Legenda: 1=ATCC, 2=475, 3=496, 4=915, 5=1136, 6=1148, 
7=1151, 8=1152, 9=1204, 10=2206. 

 
 

 

5.2.3 Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante  (DGGE) 

 

Posteriormente, para confirmar a estrutura clonal das cepas isoladas, os amplicons 

foram analisados utilizando-se a técnica de DGGE. A Figura 10A mostra o perfil de 

bandas para as cepas sensíveis, e a 10B, as cepas resistentes. Pode-se observar 

um conjunto de bandas amplificadas na faixa de 500 a 1000pb que foram utilizadas 

para a análise de agrupamento hierárquico, a qual foi realizada com o Programa 

Treecon, e está representada no dendograma da Figura 10C. Este dendograma 

mostrou que os isolados de S. aureus se agruparam em quatro clusters principais.  
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Figura 10 - Análise da estrutura populacional de S. aureus a partir da técnica de DGGE. 10 µL dos amplicons 
obtidos utilizando-se os primers específicos para a região 1623S foram analisados em gel de poliacrilamida 40 - 
60% (DGGE) e corados pelo método da prata. A) Cepas sensíveis: 1=ATCC 2= 1136, 3=1148, 4=1152. B) Cepas 
resistentes: 1=ATCC 2= 475, 3=496, 4=915, 5=1151, 6=1204, 7=2206. C) Dendograma mostrando a similaridade 
(UPGMA) entre perfis de bandas de DNA obtidas a partir da metodologia PCR-DGGE dos isolados de S. aureus. 
A escala superior informa o valor de similaridade obtido com o coeficiente de similaridade de Nei & Li, no 
programa Treecon for Windows. À direita estão destacados os grupos formados.  
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5.3 Perfil de expressão de genes de resistência a a ntibacterianos 

 
 

5.3.1 Perfil de expressão de genes relacionados à r esistência a 

antimicrobianos nas cepas sensíveis aos β-lactâmicos de referência 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e isoladas no HMI Staphylococcus 

aureus 1136 

 

Os resultados apresentados da Figura 11-A mostram que os genes mecA-1, mecR1-

2 e mecI-3 não são significativamente expressos na cepa referência S. aureus 

ATCC25923. O gene norA-4 é oito vezes mais expresso quando comparado aos 

genes mecA-1, mecR1-2 e mecI-3. Além disso, foi possível verificar que o gene 

norA-5 é cerca de 6 vezes mais expresso quando comparado aos genes mecA-1, 

mecR1-2 e mecI-3. A análise da expressão da cepa S. aureus 1136, isolada no HMI 

e classificada fenotipicamente como sensível aos antimicrobianos da classe dos β-

lactâmicos, é apresentada na Figura 11-B. Pode-se observar que a expressão do 

gene norA-4 é 10 vezes maior quando comparado a mecA-1 e norA-5. O gene norA-

5 também foi observado em níveis equivalentes de expressão de mecA1-1. Não foi 

detectada expressão de mecR1-2 e mec I-3.  

 

  

Figura 11 - A e B: Expressão de genes de resistência a antimicrobianos mecA-1; mecR1-2; mecI-3; 
norA-4 e norA-5 nas cepas sensíveis S. aureus ATCC 25923 e 1136. A expressão relativa foi 
determinada utilizando-se a técnica de qRT-PCR e o gene DNAr 16S como normalizador. Os 
resultados apresentados são médias de experimentos independentes realizados em triplicata 
técnica e biológica. A expressão relativa dos genes de resistência analisados foi comparada pela 
análise da variância (ANOVA) por ONE-WAY (Teste de Tukey). Foi considerado estatisticamente 
significante p<0,05. A análise estatística foi realizada pelo programa PRISMA (GraphPad Prism 5). 

A B 
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Posteriormente, foi analisada a expressão gênica das cepas de S. aureus, isoladas 

no LM-HMI e classificadas fenotipicamente como resistentes aos antimicrobianos da 

classe dos β-lactâmicos. Os resultados estão apresentados nas Figuras 12-A, B, C, 

D, E e F, respectivamente. Pode-se observar na Figura12-A que a expressão do 

gene mecA-1 da cepa 1204 é 120 vezes maior quando comparada aos genes mecA-

1, mecR-1, mecI-3, norA-4 e norA-5. A mesma análise para a cepa 1151 figura 12-B 

mostrou uma expressão de mecA cerca de 8 vezes maior quando comparada a 

mecI-3, mecR1-2, norA-4 e norA -5. Além disso, verificou-se que a expressão de 

mecI-3 foi 5 vezes maior que a de mecA-1 e 3 vezes maior em relação aos demais 

genes avaliados. 

 

A figura 12-C mostra o perfil de expressão dos genes de resistência a 

antimicrobianos da cepa 475, na qual foi observada uma expressão do mecI-3 cerca 

de 100 vezes maior quando comparada aos demais genes em estudo. 

 

Como mostra a Figura 12-D, os genes mecA-1 e mecR1-2 apresentam o mesmo 

nível de expressão. Isso também foi observado no mecI-3 e no norA-5. Já o norA-4 

apresentou uma expressão 3 vezes maior em relação ao mecI-3 e ao norA-5. Não 

foi observada diferença significativa em relação aos demais genes. 

 

A Figura12-E mostra a expressão dos genes de resistência na cepa 915. Observou-

se que a expressão de mecA-1 foi 600 vezes maior que a de norA-5. Também foi 

observado que norA-4 é cerca de 8 vezes menos expresso que mecA-1, e que norA-

4 tem uma baixa expressão em relação ao mecRI-2 e ao mecI-3. 

 

A Figura 12-F mostra a expressão dos genes de resistência na cepa 2206. 

Observou-se que a expressão de mecA-1 é cerca de 6 vezes mais que de norA-4. 

Não foi observada a expressão dos genes mecR1-2 e mecI-3.  
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Figura 12 - A, B, C, D, E e F: Expressão de genes de resistência a antimicrobianos mecA; mecR1-2; mecI-3; 
norA-4 e norA-5 em cepas resistentes aos β-lactâmicos (1204, 1151, 475, 496, 915  e 2206). A expressão 
relativa foi determinada utilizando-se a técnica de qRT-PCR e o gene DNAr 16S como normalizador. Os 
resultados apresentados são médias de experimentos independentes realizados em triplicata técnica e biológica. 
A expressão relativa dos genes de resistência analisados foi comparada pela análise da variância (ANOVA) por 
ONE-WAY (Teste de Tukey). Foi considerado estatisticamente significante p<0,05. A análise estatística foi 
realizada pelo programa PRISMA (GraphPad Prism 5). 

 

 

 

 

 

A B 
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A caracterização fenotípica e molecular das cepas de S. aureus isoladas no HMI e 

de referência ATCC 25923 estão apresentadas nas tabelas 08 e 09, onde foram 

relacionados genes de resistência aos antimicrobianos β-lactâmicos e 

fluoroquinolonas. Podemos observar na tabela 09 que todas as cepas resistentes 

aos β-lactâmicos expressaram significativamente o gene Meca, exceto a cepa 475. 

Os reguladores mecl-mecRI podem ser expressos ou não nas cepas resistentes e 

não foi observada expressão destes nas cepas sensíveis. Segundo a análise 

populacional das cepas S. aureus pela técnica de DGGE, ocorreram quatro grupos 

distintos (clusters) no intervalo estudado. 

 

Tabela 08 
Caracterização molecular e fenotípica das cepas de S. aureus isoladas no HMI e de referência ATCC 

25923 frente aos antimicrobianos da classe dos β-lactâmcos.  
 
 

Amostra  

 
 

Origem da 
amostra  

Resultados  
 

Susceptibilidade  

aos β-lactâmcos  

Expressão de genes de 

resistência 

aos β-lactâmcos  

 
 

DGGE 

mecA mecI-mecRI 

1204 Secreção. 
traqueal 

resistente  presente ausente  
Cluster I 

2206 Swab  
abcesso 

resistente  presente ausente 

496 Ponta de 
cateter 

resistente  presente  presente   
Cluster II 

915 Ponta de 
cateter 

resistente  presente  presente  

1136 Secreção. 
traqueal 

sensív el presente ausente  
Cluster III 

1151 Ponta de 
cateter resistente presente  presente  

1152 Secreção 
traqueal sensível - -  

Cluster IV 
1152 Secreção 

traqueal sensível - - 

475 Secreção. 
traqueal resistente presente  presente  

Cluster V ATCC Laborclin®  sensível  ausente  ausente  

 

 
Pode-se observar na tabela 09 que, dentre os quatro clusteres de S. aureus 

caracterizados no presente estudo, a expressão dos genes norA-4 e norA-5  não 

apresentou correlação com a classificação fenotípica das cepas sensíveis ou 

resistentes às fluoroquinolonas. 
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Tabela 09 

Caracterização molecular e fenotípica das cepas de S. aureus isoladas no HMI e de referência ATCC 
25923 frente aos antimicrobianos da classe das fluo roquinolonas.  

 
 

Amostra  

 
 

Origem da 
amostra  

Resultados  
 

Susceptibilidade  

aos β-lactâmcos  

Expressão de genes de 
resistência as 

fluoroquinolonas  

 
 

DGGE 
norA- 4 norA- 5 

1204 Secreção. 
traqueal 

resistente  ausente ausente  
Cluster I 

2206 Swab  
abcesso 

sensível  presente auusente 

496 Ponta de 
cateter 

resisten te presente  presente   
Cluster II 

915 Ponta de 
cateter 

sensível  presente  ausente  

1136 Secreção. 
traqueal 

sensível  presente presente  
Cluster III 

1151 Ponta de 
cateter resistente presente  presente  

1148 Secreção 
traqueal 

Sensível 
(ciprofloxacina e 

levofloxacina) 
Resistente 

(norfloxacina e 
ofloxacina) 

- - 

 
Cluster IV 

1152 Secreção 
traqueal 

Sensível 
(ciprofloxacina e 

levofloxacina) 
Resistente 

(norfloxacina e 
ofloxacina) 

- - 

475 Secreção. 
traqueal resistente ausente ausente  

Cluster V ATCC Laborclin®  sensível  presente  presente  
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6 DISCUSSÃO 

 

O HMI é uma Instituição Pública criada a partir de uma unidade de atendimento a 

urgências ambulatoriais inaugurada em 18 de setembro de 1994. Desde então vem 

sendo ampliada, até que em maio de 2008 firmou-se como Hospital de porte 2, 

conforme os critérios do Ministério da Saúde. Atualmente, possui 68 leitos de clínica 

médica, 12 leitos de pediatria e 10 leitos de UCI adulto, onde foi internado no ano de 

2008 um total de 145.857 pacientes. 

 

O isolamento de S. aureus MRSA resistentes à meticilina, droga de primeira escolha 

para tratamento das patologias associadas a este microrganismo, têm se tornando 

constante em todo o mundo. Esses isolados são particularmente importantes 

quando relacionados à infecção hospitalar visto que limitam os recursos empregados 

na terapêutica (MILLER et. al., 2009). 

 

O Ministério da Saúde (MS), na Portaria nº 2.616 de 12/05/1998, define infecção 

hospitalar como a infecção adquirida após a admissão do paciente na unidade 

hospitalar e que se manifesta durante a internação ou após a alta, quando puder ser 

relacionada com a internação ou com procedimentos hospitalares. O diagnóstico da 

presença e localização da infecção é obtido pelo conjunto de dados clínicos e 

laboratoriais (Ministério da Saúde - BR 1998). 

 

O presente estudo buscou caracterizar fenotípica e genotipicamente cepas de S. 

aureus resistentes, com base nos resultados dos testes de suscetibilidade realizados 

com discos de oxacilina, nas amostras de pacientes submetidas a exame de cultura 

e antibiograma, no período de abril de 2008 a abril de 2009. As amostras de S. 

aureus analisadas foram obtidas a partir materiais clínicos coletados em diferentes 

sítios de infecção, principalmente secreções de pacientes internados no HMI. 

 

As amostras clínicas foram processadas no LM-HMI. No período correspondente ao 

estudo, foram realizadas 784 culturas de materiais biológicos variados, dentre as 

quais 439 (56%) apresentaram crescimento microbiano significativo e 345 (44%) não 
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apresentaram crescimento nos meios utilizados, sendo caracterizadas como 

amostras negativas.  

 

A maior frequência dos microrganismos isolados foi a dos Gram-negativos, 

contribuindo com 313 (71,3%) das cepas isoladas. Os Gram-positivos tiveram 

frequência de 113 (25,7%) das cepas isoladas, e 13 (3%) correspondem a fungos 

leveduriformes. 

 

A Tabela 5 apresenta as espécies de microrganismos isoladas no laboratório de 

análises clínicas do HMI, bem como a sua frequência. Dentre os 439 isolados, 50 

(11,4%) foram identificados como S. aureus, e destes, 6 (12%) são do tipo MRSA. 

Esta frequência pode ser considerada relativamente baixa quando comparada a 

estudos realizados na America Latina durante os anos de 2004 a 2007, quando foi 

demonstrado que 48,3% dos isolados de S. aureus eram do tipo MRSA (ROSSI & 

ANDREAZZI, 2008). 

 

No Brasil, a Rede Nacional de Monitoramento e Controle da Resistência Microbiana 

em Serviços de Saúde – ANVISA informou, através de um relatório que abrange o 

período de julho de 2006 a julho de 2008, que 47% dos microrganismos isolados de 

infecções primárias de corrente sanguínea são do gênero Staphylococcus, e destes, 

39% foram da espécie S. aureus. Neste estudo também foi demonstrado que 59% 

dos isolados eram do tipo MRSA. No estado de Minas Gerais, esta frequência de S. 

aureus do tipo MRSA é semelhante à Nacional (Rede RM- ANVISA/MS. CGLAB/MS, 

OPAS/OMS).  

 

As amostras clínicas utilizadas para o isolamento das cepas analisadas neste estudo 

são apresentadas pela Tabela 6. Podemos observar que as amostras são originadas 

de diferentes sítios de infecção, entre os quais se destacam secreções (aspirado 

traqueal, ponta de cateter, aspirado de parede torácica, swab abcesso) de pacientes 

submetidos a cuidados intensivos, sendo, portanto, bastante manipulados durante 

sua permanência na Instituição.  
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Em Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs), a colonização de pacientes por S. 

aureus é comum, por isso são frequentemente isolados de sítios cirúrgicos 

infectados, sinalizando o desenvolvimento de infecções sistêmicas associadas à 

pneumonia hospitalar, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), intubação, 

aspiração e uso de cateteres endovenosos. Estes, por sua vez, infectados pelo S. 

aureus, tornam possível a migração da bactéria através do cateter até a circulação 

sanguínea, podendo levar a quadros graves de bacteremia, principalmente se a 

microbiota abrigar cepas resistentes à meticilina, as quais são denominadas S. 

aureus MRSA (et. al., 2005; SANTOS et al., 2007). 

 

A caracterização das cepas isoladas foi realizada por métodos fenotípicos. Os 

resultados obtidos apresentados na Tabela 6 estão focados nas 10 cepas 

selecionadas para este estudo. Todas as provas bioquímicas utilizadas são testes 

empregados na rotina dos laboratórios de microbiologia clínica para identificação 

dos S. aureus (KONEMAN et. al., 2008).  

 

O perfil de sensibilidade dos isolados de S. aureus aos antimicrobianos estão 

apresentados nas tabelas 7 e 8. Nesta etapa do projeto, foram utilizados antibióticos  

β-lactâmicos (oxacilina, penicilina, cefoxitina e ampicilina), aminoglicosídeos 

(amicacina e gentamicina), flouroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina, ofloxacina 

e norfloxacina), tetraciclinas, sulfonamidas, glicopeptídeos (vancomicina e 

teicoplanina), lincosaminas (clindamicina).  

 

Diversos métodos fenotípicos têm sido utilizados para a detecção da resistência à 

meticilina no S. aureus. O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007) 

indica o método de difusão do disco (Kirby-Bauer) e de microdiluição. O primeiro é 

qualitativo e fornece resultados nas categorias sensível, intermediário e resistente. 

Em contrapartida, o segundo é quantitativo, determinando a concentração inibitória 

mínima, que reflete a potência do antimicrobiano em mg/L. Além destes métodos, o 

CLSI indica a realização de testes adicionais confirmatórios como o método de 

triagem em Agar (HAL et. al., 2007). 
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No presente estudo, foi empregado o método de difusão do disco adaptado do CLSI 

(2007) e padronizado no LM-HMI, e como método fenotípico confirmatório o Agar 

Gelose ChromIDTMMRSA (bioMérieux®AS).  

 

Os resultados apresentados pelas tabelas 7 e 8 foram obtidos utilizando ótimas 

condições de crescimento, tais como tempo de incubação, temperatura, 

osmolaridade do meio e o inóculo utilizado, de forma que os resultados obtidos 

possuem sensibilidade e especificidade para detectar S. aureus MRSA. 

 

A medida do halo de inibição ao redor do disco impregnado com o antibiótico em 

mm reflete a sensibilidade ou resistência da bactéria ao antibiótico.  

 

O diâmetro dos halos, em mm, deve ser avaliado na Tabela de Interpretação 

publicada anualmente pelo CLSI e classificado como Sensíveis (S), Intermediários 

(I) ou Resistentes (R). O presente estudo utilizou os valores de referência publicados 

no CLSI (2007), e após comparados aos publicados no CLSI (2011), verificou-se que 

não houve alteração na classificação das cepas frente aos antimicrobianos testados. 

 

A cepa S. aureus ATCC 25923 é frequentemente usada como referência em testes 

de susceptibilidade aos antimicrobianos (CLSI, 2007). No presente estudo também 

foi utilizada como controle para os testes de sensibilidade a antimicrobianos.  

 

Como observado na Tabela 7, as cepas caracterizadas fenotipicamente como S. 

aureus MRSA apresentam resistência não apenas frente aos β-lactâmicos, mas 

também a outras classes de antimicrobianos. Estes resultados corroboram os 

descritos por Kilic et al. (2008) e Ricardo et al. (2004). A hipótese de que as 

bactérias são capazes de desenvolver resistência aos antimicrobianos alterando o 

funcionamento ou a expressão dos seus próprios genes, ou adquirindo novos genes, 

pode explicar o fenótipo de resistência a múltiplas drogas. Além disso, a utilização 

dos antimicrobianos na terapêutica anti-infecciosa implica em uma grande pressão 

de seleção de microrganismos resistentes às drogas (MIMICA et al., 2007).  
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Também foi objetivo deste estudo analisar o perfil genotípico das cepas isoladas no 

HMI comparando-as com a cepa referência S. aureus ATCC 25923, a partir da 

técnica de DGGE. Foram utilizados amplicons correspondentes aos genes do RNA 

ribossomal, uma vez que são bem conservados nos genomas bacterianos 

(MADIGAN et al., 2000). 

 

A figura 7 mostra a integridade do DNA genômico obtido das amostras de S. aureus 

isolados de pacientes internados no HMI, e a figura 8 os amplicons correspondentes 

à região 16S-23S e intergênica. Pode-se observar uma reação positiva em todas as 

amostras analisadas. 

 

A Figura 9 mostra os produtos DNAr obtidos nas reações de amplificação utilizando-

se a técnica de PCR multiplex. Pôde-se observar que a cepa ATCC e as sensíveis 

1136, 1148 e 1152 mostraram perfis diferentes de bandas, sugerindo polimorfismo. 

Este perfil foi mais evidente para as cepas resistentes. 

 

Posteriormente, para confirmar o polimorfismo das cepas isoladas, os amplicons 

foram analisados utilizando-se a técnica de DGGE. Usualmente, considera-se que 

cada banda visualizada no gel de DGGE corresponda a uma espécie bacteriana. 

Entretanto, esta metodologia também pode ser empregada para analisar a estrutura 

da comunidade bacteriana que possui mais de uma cópia do DNAr 16S, uma vez 

que, quando amplificadas e analisadas por DGGE, podem apresentar diferentes 

mobilidades, resultando em múltiplas bandas que pertencem a uma mesma espécie 

bacteriana (NUBEL et al., 1996). 

Considerando apenas os isolados MRSA resistentes, foi encontrado um padrão de 

bandas variando de 16 a 24 com peso molecular no intervalo de 250 a 750pb. Esse 

resultado sugere que a técnica possui um alto poder discriminatório, podendo ser 

empregada para discriminar diferentes clones dentro do conjunto avaliado neste 

trabalho. Novos experimentos serão realizados para confirmar a hipótese de que a 

PCR-DGGE pode ser uma alternativa interessante para a genotipagem de S. 

aureus, uma vez que os isolados utilizados neste trabalho não são a rigor 

relacionados do ponto de vista epidemiológico, como seria, por exemplo, em um 

surto de infecção hospitalar. Os isolados foram coletados seriadamente do LM-HMI, 
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mas além dessa operação, seria necessário comparar a metodologia de ribotipagem 

por PCR-DGGE com outra técnica de genotipagem, como por exemplo, a 

eletroforese em gel com campo pulsátil (PFGE), considerada a técnica ideal para 

genotipagem de S. aureus. Entretanto, este método é trabalhoso, de forma que 

padronizar métodos mais simples que forneçam resultados em prazos menores de 

tempo e com um menor custo são importantes, especialmente pela realidade dos 

hospitais localizados em cidades de pequeno e médio porte. 

Inicialmente, levantou-se a hipótese de que, como todas as amostras em estudo 

foram isoladas de pacientes Institucionalizados, todas as cepas constituiriam um 

único clone. Contudo, os resultados apresentados pelas figuras 10A, 10B e 10C, 

descartam esta hipótese, uma vez que sugerem que as amostras estudadas, mesmo 

tendo sido coletadas no ambiente hospitalar, não apresentaram genótipos 

claramente predominantes. O número de amostras estudadas, ainda que constitua o 

total de S. aureus MRSA isolados no período, foi reduzido, de modo que não se 

pode afirmar que o HMI seja um ambiente colonizado por múltiplos clones. No 

entanto, resultados semelhantes foram descritos por Vivoni et al. (2006) em um 

estudo realizado no Hospital Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro, utilizando 87 amostras isoladas no período de setembro de 1999 a 

junho de 2000, onde também foi demonstrada a presença de clones diversificados 

em uma mesma instituição.  

É válido ressaltar o fato de que esta pesquisa foi restrita à população de S. aureus 

MRSA, e têm como perspectivas futuras o estudo de todos os isolados de S. aureus 

do HMI, coma finalidade de relacionar os isolados a outros clones predominantes no 

Brasil. 

 

Considerando o grande polimorfismo entre os isolados, levantou-se a hipótese de 

que haveria um padrão de expressão gênica diferencial como consequência natural 

de genótipos distintos. Para testar esta hipótese selecionamos os genes norA-4 e 

norA-5, relacionados à resistência às fluoroquinolonas, e mecA-1, mecR1-2 e mecI-

3, relacionados à resistência aos β-lactâmicos para medir os seus níveis de 

expressão nos isolados de S. aureus MRSA. Foi utilizada a técnica de qRT – PCR e 
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considerada uma diferença significativa, ao nível da transcrição, quando ela fosse ≥ 

4 (McCALLUM et al., 2009). 

 

A Figura 11-A mostra o perfil encontrado para a amostra de referência de 

sensibilidade à cepa padrão ATCC 25923, onde não foi verificada nenhuma 

expressão significativa de genes relacionados à resistência aos β-lactâmicos por se 

tratar de uma cepa sensível. Um perfil semelhante foi encontrado para a cepa 1136 

(figura 11-B). Curiosamente, foram detectados níveis significativos de transcritos 

para norA 4 em ambas as cepas (figuras 11-A e B), e de nor A-5 para o isolado 1136 

(figura 13). Segundo descrito por TRUONG-BOLDUC et al. (2003), os genes norA 

estão relacionados a bombas de efluxo para diversas substâncias desagradáveis à 

fisiologia celular, não constituem verdadeiramente um mecanismo de resistência, o 

que explica a expressão destes genes em cepas sensíveis às flouroquinolonas, 

como demonstrado neste estudo. 

 

As Figuras 12 A, B, C, D, E e F mostram a expressão dos genes de resistência aos 

β-lactâmicos: mecA-1, mecI-3 e mecR1-2.  Todos fazem parte do cassete SCCmec, 

onde mecA-1 codifica a proteína de resistência a PBP 2a, e mecI-3 e mecR1-2 são 

genes reguladores da expressão de mecA-1 (McCALLUM et al., 2009; CHA, 2007).  

 

Pode-se notar uma grande variação nos níveis de expressão de mecA-1. O isolado 

915 expressa 10 vezes mais mecA em relação ao isolado 2206, 60 vezes mais em 

relação ao isolado 496 e 6 vezes mais quando comparado ao isolado 1204. Os 

isolados 1151, 496 e 475 apresentam níveis de transcrito para mecAI na ordem de 

30, 10 e 20 moléculas de RNA, respectivamente (Figuras 12 A, B, C, D, E e F). 

 

O gene mecA faz parte de uma ilha genômica de resistência chamada 

staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec), que pode conter também 

outros genes de resistência a antimicrobianos e codifica a proteína PBP2a, enquanto 

os genes mecR1-2 e mecI-3 codificam, respectivamente, um receptor de membrana 

e um gene repressor (KILIC et. al., 2008). 
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Outro mecanismos de resistência aos β-lactâmicos é a produção de enzimas 

capazes de hidrolisar o anel β-lactâmico das penicilinas, tornando-as inativas. A 

produção da β-lactamase é codificada pela gene blaZ, e seus reguladores blaR1 e 

blaI (McCALLUM et al., 2009). 

 

A regulação da expressão do gene mecA depende de dois sistemas de regulação 

transcricional: o mecI e o mecR1 localizados adjacentes ao gene mecA; e blaI e 

blaRI localizados adjacentes ao gene blaZ, que codifica a penicilinase. Os genes 

mecI e mecR1 codificam proteínas homólogas das proteínas codificadas por blaI e 

blaRI. Os genes mecI e mecR1 são repressores de mecA, visto que as cepas nas 

quais estes genes são transcritos apresentam o fenótipo sensível a meticilina. Cepas 

resistentes a meticilina possuem os genes mecI e mecR1 não funcionais devido a 

mutações, inserções ou deleções. Estas cepas expressam o gene mecA 

constitutivamente ou por indução quando se trata de cepas portadoras de blaI e 

blaRI (ENDER et. al., 2007; BLACK et al., 2011).  

 

A caracterização fenotípica e molecular das cepas de S. aureus isoladas no HMI e 

de referência ATCC 25923, apresentada na tabelas 09, demonstra que os resultados 

do estudo por qRT-PCR corroboram os resultados obtidos pelo método de difusão 

do disco (Kirby-Bauer, 1966), uma vez que todas as cepas resistentes aos β-

lactâmicos expressam o gene mecA em níveis significativos, segundo descrito por 

ENDER et al. (2007). No entanto, a expressão dos genes reguladores mecI – mecRI  

ocorreu segundo o disposto por Ender et. al. (2007) e Black et al. (2011), sugerindo 

a presença de mecI não funcional para as cepas 1151, 496, 475 e 915 (Figuras 12 

B, C, D e E). As cepas 1204 e 2206 (Figuras 12 A e F) não expressam os 

reguladores, e seu fenótipo pode ser justificado por um dos seguintes mecanismos: 

expressão constitutiva do gene mecA ou por indução, caso as  cepas sejam 

portadoras dos blaI e blaRI. No que se refere ao estudo populacional feito por DGGE 

(Figura 10), podemos observar também na tabela 09 que os grupos isolados no 

período estudado eram heterogêneos no que se refere à susceptibilidade aos β-

lactâmicos. 
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Outro aspecto abordado no presente estudo foi a expressão dos norA-4 e norA-5.  

Como podemos observar na tabela 10, os quatro clusteres de S. aureus 

caracterizados não apresentaram correlação com a classificação fenotípica das 

cepas sensíveis ou resistentes às fluoroquinolonas. O gene norA está relacionado  a 

funções fisiológicas na célula bacteriana, como bomba de efluxo, não sendo possível 

relacionar sua expressão exclusivamente a fenômenos de resisência (TRUONG-

BOLDUC, 2003). 

 

Finalmente, a análise comparada da expressão gênica frente aos dados dos 

prontuários dos pacientes mostrou a existência de uma correlação entre a cepa com 

maior expressão de mecA (cepa 915) e o caso clínico associado à amostra, uma vez 

que a mesma foi isolada de paciente admitido com pneumonia comunitária a 

esclarecer, sugerindo uso anterior de antimicrobianos, embora a informação não 

conste da anamnese. Os demais isolados também foram obtidos de espécimes 

clínicas de pacientes muito manipulados no ambiente hospitalar e, portanto, sob a 

pressão seletiva relativa ao uso de antimicrobianos, justificando a expressão de 

genes de resistência nas cepas isoladas. 
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7 CONCLUSÃO 

 

No período de abril de 2008 a abril de 2009 foram realizados 439 isolamentos 

bacterianos a partir de amostras clínicas de pacientes do Hospital Municipal de 

Ipatinga, em Minas Gerais. Dentre os isolados, 50 (11,4%) apresentaram 

características morfológicas e fenotípicas de S. aureus e 6 (12%) isolados 

mostraram resistência a pelo menos um antibiótico, enquanto nenhum isolado foi 

resistente à vancomicina. 

 

No que se refere ao município de Ipatinga, não foi encontrado na literatura dados 

relativos à frequência de isolamentos de S. aureus MRSA em serviços hospitalares. 

A ocorrência de um pequeno número de isolamentos no HMI pode ser atribuída ao 

pequeno porte da Instituição e ao curto período de funcionamento da unidade de 

cuidados intensivos (UCI), onde as amostras foram coletadas. 

 

O genótipo das amostras selecionadas foi analisado através da metodologia de 

PCR-DGGE, utilizando-se primers para a região 16-23S do RNA ribossomal com 

reprodutibilidade para a genotipagem de S. aureus. A partir disso, evidenciou-se três 

clusters de clones de S. aureus MRSA circulantes entre os pacientes internados no 

HMI durante o período estudado, contrariando a hipótese de um clone característico 

do hospital. 

No que se refere ao padrão de expressão dos genes de resistência aos 

antimicrobianos da classe dos β-lactâmicos, mecA-1 e seus reguladores  mecR1-2 e 

mecI-3, todas as cepas caracterizadas como resistentes apresentaram alguma 

expressão destes genes correlacionando com a caracterização fenotípica. Em 

contrapartida, a expressão de genes relacionados à resistência às fluoroquinolonas 

não apresentou um relação direta com o fenótipo das cepas em questão. 

Por fim, salienta-se o fato do presente estudo ter sido restrito à população de S. 

aureus MRSA isolada em um dado intervalo de tempo. Como perspectivas futuras, 

pretende-se realizar um estudo mais amplo e comparar resultados em um panorama 

Nacional. 
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9 ANEXOS 

Anexo 1 – Aprovação do protocolo de pesquisa 

 


