
 1 

 
 
 
 

Cristiana Ossaille Beltrame 
 
 
 
 
 
 

Avaliação do teste Restrição Modificação (teste RM) para a 
identificação das principais linhagens de Staphylococcus 
aureus resistentes à meticilina (MRSA) isoladas de hospitais 

do Rio de Janeiro 
 
 
 

 
 
 
 
v 
 
 
 
 
 

 
 

                       Orientadora: Agnes Marie Sá Figueiredo 
 
 
 
 
 
 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO 

INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PROF PAULO DE GÓES 
RIO DE JANEIRO 

JULHO, 2010 
 
 
 
 
 

Dissertação de Mestrado apresentada ao Programa de 
Pós-Graduação em Ciências (Microbiologia), Instituto de 
Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos 
necessários à obtenção do título de Mestre em Ciências 
Biológicas (Microbiologia) 
 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



 2 

FICHA CATALOGRÁFICA 
 
 
 
 
 
 
 
 
Beltrame, Cristiana Ossaille 
Avaliação do teste Restrição Modificação (teste RM) para a identificação das principais 
linhagens de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) isoladas de 
hospitais do Rio de Janeiro/ Cristiana Ossaille Beltrame – Rio de Janeiro, 2010. 
82 
Dissertação (Mestrado em Ciências Biológicas). 
Universidade Federal do Rio de Janeiro/ Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes, 
2010. 
 
Orientador: Agnes Marie Sá Figueiredo 
Referências bibliográficas: 54-66 
1. MRSA. 2. complexo clonal. 3. genotipagem. 4. teste RM. 5. loci diagnósticos 6. 
antibiotipo. I. Figueiredo, Agnes Marie Sá. II. UFRJ, Instituto de Microbiologia Prof. 
Paulo de Góes, Mestrado em Ciências Biológicas. III. Avaliação do teste Restrição 
Modificação (teste RM) para a identificação das principais linhagens de Staphylococcus 
aureus resistentes à meticilina (MRSA) isoladas de hospitais do Rio de Janeiro.



 3 

Avaliação do teste Restrição Modificação (teste RM) para a identificação das principais 
linhagens de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) isoladas de 
hospitais do Rio de Janeiro 

 
 

Cristiana Ossaille Beltrame 
 
 

Orietadora: Agnes Marie Sá Figueiredo 
 

 
Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-graduação em Ciências 
(Microbiologia), do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários à 
obtenção do titulo de Mestre em Ciências Biológicas. 
 
 
 
 
Aprovada por: 
 
 
 
Agnes Marie Sá Figueiredo, orientador, prof. associado, IMPPG . 
 
 
 
Sérgio Eduardo Longo Fracalanzza, presidente, prof. associado, IMPPG. 
 
 
 
Beatriz Meurer Moreira, prof. associado, IMPPG. 
 
  
 
Vânia Lúcia Carreira Merquior, prof. adjunto, Faculdade de Ciências Médicas, UERJ. 
 
 
 
Bernadete Teixeira.Ferreira Carvalho, revisor, prof. associado, IMPPG. 
 
 
 
 
 

Rio de Janeiro 
Julho , 2010 

 
 

 
 



 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Trabalho realizado no laboratório de Biologia 
Molecular de Bactérias, do Departamento de 
Microbiologia Médica, Instituto de 
Microbiologia Prof. Paulo de Góes, Centro de 
Ciências da Saúde (CCS), Universidade 
Federal do Rio de Janeiro, sob a orientação da 
Profa Agnes Marie Sá Figueiredo. 



 5 

Agradecimentos 
 
 

o Aos meus pais, Rodolfo e Nicole pelo amor e dedicação, por sempre terem me 
apoiado em minhas escolhas. Obrigada pelos ensinamentos, pelos “puxões de 
orelha”, pelas noites em claro, pelo carinho, enfim, por terem cuidado tão bem de 
mim ao longo desses meus 25 anos.  Eu não poderia ter tido pais melhores. Devo 
a vocês tudo que sou hoje.  Deus me abençoou muito ao ter colocado vocês e a 
Dri em minha vida! 

 
o À minha irmã, Adriana, pela amizade e companheirismo. Você é a melhor amiga 

que alguém pode ter, essencial em minha vida. Te amo muito. 
 

o Ao meu namorado Leonardo. Agradeço muito pelo apoio e pelos excelentes 
conselhos, que muitas vezes me reergueram em momentos que eu estava 
desesperançosa. Obrigada por ser o melhor namorado do mundo, 
companheiríssimo de todas as horas!!!  

 
o À professora Agnes, pela excelente orientação, pelo apoio e ao voto de confiança 

depositado em mim! 
 

o Aos meus queridos companheiros do Laboratório de Biologia Molecular de 
Bactérias: Mari, Fabi, Bia, Rosinha, Aninha, Carol, Leo, Marina, Isidório, 
Amada, Deborah, Lígia, Cicinha, Márcia, Solange, Raquel, Marquinhos e 
professoras Bernadete e Raquel Bonelli. Vocês tornam o meu dia-a-dia no 
laboratório extremamente agrável! 

 
o Aos membros da banca por terem aceitado o meu convite e pelas questões que 

serão levantadas.  
 

o Às minhas grandes amigas da graduação, especialmente à Bianca, Renata e 
Sarah. Vocês são uns dos maiores presentes que ganhei ao entrar na UFRJ. 
Obrigada pela amizade, pelos conselhos e pela alegria que vocês me 
proporcionam. 

 
o À minha grande amiga de infância Carolina. Vinte e dois anos de amizade e não 

me canso nunca de você! Obrigada por tudo, por estar presente em todos os 
momentos da minha vida. 

 
o Às minhas amigas Isabel e Tatiana. Obrigada por serem sempre tão especiais 

atenciosas e companheiras.  
 

o Ao corpo docente e funcionários do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de 
Góes, pela excelente manutenção deste instituto, o  qual tem sido minha casa há 
dois anos. 

 
o Aos órgãos financiadores: Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (CNPq), Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio de 
Janeiro (FAPERJ), Ministério da Ciência e Tecnologia (MCT/Pronex) e 
Ministério da Saúde do Brasil, pelo suporte financeiro. 



 6 

 
 
 

Dedico esta dissertação aos meus pais e à 
minha irmã, que sempre foram e serão meus 
maiores incentivadores, e a todos que 
contribuíram, de alguma forma, com a 
concretização deste trabalho. 



 7 

RESUMO 
 
 

Cristiana Ossaille Beltrame 
 
 

Avaliação do teste Restrição Modificação (teste RM) para a identificação das principais 
linhagens de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) isoladas de 

hospitais do Rio de Janeiro 
 
 

Orientadora: Agnes Marie Sá Figueiredo 
 
 

Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para a obtenção do título 
de Mestre em Ciências Biológicas. 
 

Os Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA) apresentam uma população 
com estrutura altamente clonal, o que torna muito complexa a identificação de linhagens 
circulantes, devido à necessidade de se usar métodos sofisticados, envolvendo tecnologias 
de DNA. Recentemente, técnicas simples e rápidas de genotipagem têm sido desenvolvidas 
e, geralmente, envolvem PCR. Um exemplo é o método conhecido como teste de Restrição 
e Modificação (RM), proposto para identificar as principais linhagens de MRSA 
circulantes em hospitais, incluindo os complexos clonais (CC) de MLST CC1, CC5, CC8, 
CC22, CC30 e CC45. Neste trabalho, objetivamos avaliar o teste RM, utilizando como 
padrão de comparação uma combinação de métodos clássicos de tipagem de MRSA, 
incluindo a técnica de pulsed-field gel electroforesis (PFGE) e tipagem SCCmec. Além 
disso, procuramos definir marcadores fenotípicos (antibiotipo) e detecção molecular de loci 
diagnósticos, que pudessem validar os resultados obtidos através do teste RM. Ao final de 
nossas análises, concluímos que o teste RM apresentou alta sensibilidade, alocndo 129 das 
131 amostras analisadas em algum CC, e especificidade de 100%, alocando corretamente 
nos CC todas as 126 amostras que apresentavam perfis de PFGE conhecidos analisadas 
(BEC, USA 100, USA 400, USA 600 e USA 1100). Achamos também interessante 
acrescentar ao teste alguns marcadores, de forma a confirmar os resultados obtidos. Nossos 
estudos indicaram como um marcador interessante o padrão de susceptibilidade a quatro 
antimicrobianos (ciprofloxacina, Cip; sulfametoxazol trimetoprim SxT; eritromicina, Eri; e 
tetraciclina, Tet). A maioria das amostras testadas puderam ser alocadas em um número 
restrito de 4 antibiotipos predominantes, designados AT1 (CipR SxtR EriR TTR), AT4 (CipS 
SxtS EriS TetS), AT5 (CipS SxtS EriR TetS) e AT8 (CipR SxtS EriR TetS).  Adicionalmente, 
para validarmos o teste RM para aquelas amostras de diferentes CC que apresentaram o 
mesmo antibiotipo, ou amostras que apresentaram antibiotipos não predominantes, 
acrescentamos a detecção de loci diagnósticos como SCCmecIII (para amostras 
apresentando CC8, antibiotipo predominante: AT1), lukSFpv (para diferenciar amostras 
CC30, antibiotipo predominante: AT4), das amostras CC5-SCCmecIV, antibiotipo 
predominante: AT5; seh e agrII (para diferenciar amostras CC1, CC5-SCCmecII e CC45, 
as quais apresentam o antibiotipo: AT8).  Desta forma, propomos um novo esquema de 
genotipagem de amostras de MRSA, baseada na determinação dos CC através do teste RM, 
em paralelo com a análise dos antibiotipos para (Cip, SxT, Eri e Tet), associada à detecção 
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de quatro marcadores moleculares específicos (SCCmecIII, lukSFpv, seh e agrII). 
Acreditamos que esse esquema torna o teste RM mais robusto e será bastante útil para 
triagens iniciais de patógenos de MRSA envolvidos em infecções associadas aos cuidados 
à saúde (IACS). 

   
Palavras-chave: MRSA, complexo clonal, genotipagem, teste RM, loci diagnósticos,  

antibiotipo 
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Julho de 2010
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ABSTRACT 
 
 

Cristiana Ossaille Beltrame 
 
 

Avaliação do teste Restrição Modificação (Teste RM) para a identificação das principais 
linhagens de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) isoladas de 

hospitais do Rio de Janeiro 
 
 

Orientador: Agnes Marie Sá Figueiredo 
 
 

Resumo da Dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação em 
Ciências (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Góes da Universidade 
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para a obtenção do título 
de Mestre em Ciências Biológicas. 
 
 

Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA) isolates display a very tide 
clonal population structure that makes very sophisticated the identification of the 
circulating lineages, due to the need of using DNA methodologies for MRSA typing in 
the occurrence of outbreaks. Recently, rapid and simple genotyping techniques have been 
developed and, generally, PCR based. For instance, the restriction modification test (RM 
test) was proposed for the identification of the main circulating MRSA lineages, including 
the clonal complex (CC) of MLST CC1, CC5, CC8, CC22, CC30 e CC45. In this work, 
we aim to evaluate the RM test, using gold standard a combination of classic typing 
methods, including pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and SCCmec typing. In 
addition, we tried to define phenotype marker (based on antimicrobial susceptibility) and 
the detection of diagnostic loci to validate the results obtained here by using RM test. 
After the analysis, we could conclude that RM test shows a sensibility of 98% (grouping 
in CC 129 from 131 isolates analyzed), and 100% of specificity, correctly classifying in 
the CC all of 126 strains that display known PFGE patterns (BEC, USA 100, USA400, 
USA 600 and USA 1100. We also thought it would be interesting to add some markers, in 
order to confirm the results of RM test. Our studies indicated that the susceptibility to four 
antimicrobial drugs (ciprofloxacin, Cip; trimethoprim-sulphamethoxazole, SxT; 
eritromycin, Eri; and tetracycline, Tet) would be an interesting phenotypic mark. The 
majority of isolates tested  could be allocated in a restrictive number of 4 predominant 
antibiotypes, called AT1 (CipR SxtR EriR TetR), AT4 (CipS SxtS EriS TetS), AT5 (CipS SxtS 
EriR TetS) e AT8 (CipR SxtS EriR TetS).  In addition, to validate the RM test for that 
isolates displaying the same antibiotype, or for isolates having non-predominant 
antibiotypes, we added the detection of diagnostic loci, including SCCmecIII (for isolates 
displaying CC8, predominant antibiotype: AT1), lukSFpv (for differing CC30 isolates - 
predominant antibiotype AT4 - from the isolates CC5-SCCmecIV - predominat 
antibiotype  AT5), seh e agrII (to differentiate isolates CC1, CC5-SCCmecII and CC45, 
which display AT8).  Thus, we propose a novel genotyping scheme for MRSA isolates, 
based on determination of CC using RM test, concomitant with the analysis of 
antibiotypes, associated to the detection of 4 molecular specific diagnostic markers 
(SCCmecIII, lukSFpv, seh e agrII). We believe that this scheme makes the RM test more 
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robust and will be very useful for initial screening of MRSA lineages involved in health 
care associated infections (HCAI). 
    
Palavras-chave: MRSA, genotyping, RM test, clonal complex, diagnostic loci, 

antibiotype 
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Julho de 2010
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1. Introdução 

 
     1.1. Staphylococcus aureus 

 

As bactérias do gênero Staphylococcus possuem forma cocóide, são Gram-

positivas, catalase-positivas, imóveis, facultativas e não formam esporos, sendo 

classificadas como componentes da família Staphylococcaceae (GUSMÁN, ROMEO 

& GARCIA-VALLVE, 2008). A espécie Staphylococcus aureus subsp. aureus (mais 

conhecida como S. aureus) agrupa um dos microganismos mais amplamente estudados, 

por estarem envolvidos em uma gama de processos infecciosos, representando uma das 

principais causas de infecções associadas aos cuidados à saúde (IACS). 

Adicionalmente, esses microrganismos apresentam elevada capacidade para 

desenvolver resistência antimicrobiana, contribuindo assim para o aumento dos índices 

de morbidade e mortalidade (APPELBAUM, 2006; PLATA, ROSATO & WEGRZYN, 

2009). Sua distribuição no corpo humano é ampla, podendo colonizar mucosas nasais, 

períneo, axilas, boca, orofaringe, vagina, glândulas mamárias e trato intestinal 

(CHILLER, SELKIN & MURAKAWA, 2001; PEACOCK et al., 2001; FRANK et al., 

2010). 

As infecções por S. aureus podem ser classificadas com base em dois tipos distintos: 

processos infecciosos agudos e doenças causadas por toxinas. As infecções agudas 

podem ser simples e localizadas, como os furúnculos e impetigos, ou mais graves e 

invasivas, incluindo as endocardites, osteomielites, pneumonias, meningites, dentre 

outras, podendo algumas se apresentar sob forma disseminada, como as bacteremias e 

as infecções generalizadas (CHANG et al, 2003, BAMBERGER, 2007). Doenças 

causadas por toxinas também apresentam diferentes espectros de manifestações clínicas, 

como a síndrome da pele escaldada, síndrome do choque tóxico e as intoxicações 

alimentares (LE LOIR, BARON & GAUTIER, 2003). 

A extraordinária plasticidade dos S.aureus para infectar diferentes tecidos e órgãos 

de humanos tem sido atribuída aos seus inúmeros fatores de virulência, os quais podem 

estar ancorados à superfície celular bacteriana ou ser secretados para o meio 

extracelular. Além disso, outra característica importante deste microrganismo é sua 

facilidade em adquirir genes que conferem resistência aos antimicrobianos 

(KATAYAMA, ITO & HIRAMATSU, 2000; DEURENBERG & STOBBERINGH, 

2008).  
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Outra importante característica dos S.aureus e que também está envolvida na 

patogenicidade é sua capacidade de sobreviver por longos períodos em superfícies 

inanimadas, formando uma espécie de filme biológico, ou biofilme (KRAMER et al., 

2006). Acredita-se que a formação de biofilme seja um dos principais fatores 

bacterianos relacionados a infecções hospitalares associadas aos biopolímeros, as quais 

são geralmente graves (GÖTZ, 2002). Dentre essas infecções incluem-se as bacteremias 

primárias associadas ao uso de cateteres endovenosos centrais, as pneumonias 

associadas à ventilação mecânica, as infecções urinárias relacionadas aos cateteres 

vesicais e o uso de próteses ortopédicas e válvulas cardíacas. Um fator complicador é 

que o tratamento dessas infecções associadas ao biofilme leva, na maioria dos casos, à 

remoção do dispositivo médico, não raramente através de cirurgia, visto que, muitas 

vezes, o antimicrobiano não consegue atingir as camadas mais internas do filme 

biológico e, desta forma, não é possível eliminar toda a massa estafilocócica (WILCOX 

et al., 2001; PARSEK & SINGH, 2003). Além disso, a formação de biofilme pelas 

bactérias confere uma série de vantagens ao microrganismo, tais como capacidade de 

resistir aos antimicrobianos, à fagocitose e à ação do sistema complemento, além de 

aumentar sua habilidade para capturar e concentrar nutrientes do ambiente 

(BEVERIDGE et al., 1997). Recentemente estudos de nosso grupo revelaram que o 

biofilme parece ser um fator que contribui para a aquisição de resistência aos 

antimicrobianos, por promover o contato célula-célula e, assim, aumentar a taxa de 

transferência gênica (DE ARAÚJO et al., 2006).  

 

1.1.1. Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) 

 

A introdução da penicilina em 1940 resultou em uma redução drástica dos índices de 

morbidade/mortalidade das infecções por S. aureus. No entanto, em 1942, foram 

observadas cepas estafilocócias resistentes a esta droga, sendo este fenótipo resultante 

da aquisição de um plasmídeo que codificava uma enzima (β-lactamase ou penicilinase) 

capaz de hidrolisar o anel β-lactâmico das penicilinas naturais. Em 1960, 80% de todas 

as amostras de S.aureus haviam adquirido resistência à penicilina. A descoberta das 

penicilinas semi-sintéticas (como a meticilina e a oxacilina) representou, na época, uma 

perspectiva de controle das cepas resistentes à penicilina. Entretanto, já na década de 60, 

foram detectadas as primeiras cepas de S. aureus apresentando um novo mecanismo de 

resistência a essas novas penicilinas (JEVONS, 1961). Estas amostras são hoje 
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conhecidas pela sigla MRSA, do inglês Methicillin Resistant Staphylococcus aureus. A 

resistência à meticilina em S. aureus ocorreu através da aquisição do gene mecA, que 

codifica uma proteína de ligação à penicilina (PBP2` ou PBP2a, do inglês: Penicilin 

Binding Protein), e confere resistência à meticilina e a outros β-lactâmicos. A PBP2a é 

uma transpeptidase alternativa, a qual possui baixa afinidade pelos antibióticos β-

lactâmicos (BERGER-BACHI & ROHRER, 2002). É sabido que as transpeptidases são 

importantes na formação de pontes transversas da parede celular bacteriana. Assim, a 

síntese do peptídeoglicano pode ocorrer normalmente nas amostras resistentes 

(portadora do gene mecA), através da ação enzimática desta PBP modificada e, desta 

forma, as bactérias resistentes podem sobrevivem mesmo na presença das penicilinas. 

O gene mecA está localizado em um elemento genético móvel, designado de cassete 

cromossômico estafilocócico mec (SCCmec, do inglês: Staphylococcal Cassette 

Chromosome mec). O SCCmec está integrado ao cromossomo dos MRSA, em um sítio 

específico (attBscc), localizado próximo à origem de replicação e flanqueado por 

seqüências diretas e repetidas. Este segmento de DNA, que pode variar de 21 a 67 Kb, 

carreia o chamado “complexo gene mec”, o qual corresponde às regiões do gene mecA e 

de seus reguladores, mecRI e mecI, e o “complexo ccr”. Neste complexo se encontram 

os genes que codificam para recombinases (genes ccr), as quais são responsáveis pela 

mobilidade do SCCmec. Os genes mecl e mecRI apresentam atividade repressora e anti-

repressora, respectivamente, sobre o gene mecA (ARCHER & NIEMEYER., 1994).  

Até o momento, 8 tipos de SCCmec foram descritos (tipo I -VIII), cada qual 

carreando uma combinação característica dos complexos ccr, mec e do repertório de 

determinantes de resistência (Figura 1; adaptada de DEURENBERG & 

STOBBERINGH, 2008). Os SCCmec dos tipos I, IV e V, VI, VII e VIII  carreiam o 

mecA como único gene de resistência (HIRAMATSU et al., 2002; HIGUCHI et al., 

2008; ZHANG et al., 2009) . Em contraste, os SCCmec tipo II e III determinam 

multiresistência, uma vez que carreiam elementos genéticos móveis como plasmídeos 

(pUB110, pI258, pT181) e transposons (Tn554), os quais podem conter genes de 

resistência a antimicrobianos e metais pesados (HIRAMATSU et al., 2000). Os cassetes 

mec também podem carrear elementos de inserção, como o IS431 e IS257 (Tabela 1).  

Cepas contendo SCCmec tipo I foram primeiramente isoladas no Reino Unido, em 

1961, dois anos após a introdução da meticilina na indústria farmacêutica. Os tipos II e 

III de SCCmec (53 Kb e 67Kb, respectivamente) foram associados a cepas 
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predominantes na década de 1980. Esses três tipos de SCCmec tem sido 

predominantemente isolados em cepas de MRSA associadas a infecções nosocomiais 

(ITO et al., 2001). Já o SCCmec tipo IV (21-24,3Kb) tem sido encontrado, 

principalmente, em cepas de MRSA que vem emergindo em infecções na comunidade 

(CA-MRSA, do inglês community acquired methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus), em diversos países, incluindo os EUA, França, Suíça, Portugal,Holanda, 

Austrália, Nova Zelândia, Brasil, Itália, dentre outros (ITO et al., 2001; DAUM et al., 

2002; VANDENECH et al., 2003 RIBEIRO et al., 2005). Além disso, este tipo de 

elemento também pode ser encontrado em clones de MRSA associados a infecções 

hospitalares, conhecidos como clone pediátrico e EMRSA-15 (AIRES DE SOUZA et 

al., 2005; CONCEIÇÃO et al., 2010). Já o SCCmec tipo V apresenta cerca de 28Kb e 

foi detectado em algumas amostras de CA-MRSA (COOMBS et al, 2004; ITO et al., 

2004; O´BRIEN et al., 2005). O SCCmec tipo VI (21Kb) apresenta um ccrAB alotipo 4, 

diferente de todos os descritos. Até o momento, este tipo de SCCmec só foi encontrado 

em amostras pertencentes ao clone pediátrico isoladas em  hospitais de Portugal e da 

França (OLIVEIRA, MILHEIRIÇO & LENCASTRE, 2006; DAUWALDER et al., 

2008). O SCCmec tipo VII (35,9Kb) foi encontrado em amostras de MRSA associadas a 

infecções comunitárias em Taiwan e pertencentes ao ST59 (ST, seqüência tipo; do 

inglês: sequence-typing). Este novo tipo é homólogo ao SCCmecV, porém com certas 

modificações e inserções de elementos genéticos (HIGUCHI et al., 2008). 

Recentemente, foi descrito um novo tipo de SCCmec, denominado SCCmecVIII (32 

kb). Este tipo foi encontrado em amostras epidêmicas tipicamente hospitalares, isoladas 

no Canadá e possui uma combinação única dos complexos mecA e ccr (ZHANG et al., 

2009). Variantes dos tipos principais de SCCmec têm sido descritas. As variações são 

baseadas principalmente na presença ou ausência de elementos genéticos móveis no 

cassete (OLIVEIRA & LENCASTRE, 2002; SHORE et al., 2005; MILHEIRIÇO, 

OLIVEIRA & LENCASTRE, 2007).  
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Tabela 1. Elementos genéticos móveis inseridos no SCCmec e fenótipo de 

resistência aos antimicrobianos. 

Elemento genético móvel Fenótipo de resistência 

pUB110 canamicina, tobramicina e bleomicina 

pI258 penicilina 

pT181 tetraciclina 

Tn554 macrolídeos, lincosamina e estreptogramina B  

 

 

Figura 1. Desenho esquemático dos SCCmec tipo I ao VIII encontrados em 

amostras de MRSA. Os principais elementos estão representados (genes ccr, IS431, 

mecA, mec1/R1, orfx, pI258, pT181, pUB111 e Tn554). Adaptada de DEURENBERG & 

STOBBERINGH (2008).  

Além da ilha de resistência SCCmec, podemos encontrar em outros loci do 

cromossomo de S .aureus ilhas de patogenicidade (SaPI; do inglês Staphylococcus 

aureus pathogenicity island), as quais carreiam genes que codificam para diferentes 

superantígenos, como as toxinas do choque tóxico e enterotoxinas B e C, as quais estão 

associadas à síndrome do choque tóxico e intoxicação alimentar, respectivamente 

(NOVICK, 2003; BABA et al., 2008; PLATA, ROSATO & WEGRZYN, 2009). 
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Estudos de sequenciamento de S. aureus vem revelando a presença de profagos em 

seu genoma (HOLDEN et al., 2005; BABA et al., 2008; PLATA, ROSATO & 

WEGRZYN, 2009). Alguns desses vírus bacterianos carreiam genes que codificam para 

toxinas como a estafiloquinase, enterotoxina A e para a leucocidina de Panton-Valantine 

(PVL), esta última, normalmente ocorre em cepas de MRSA relacionadas a infecções 

comunitárias (CA-MRSA) e tem sido associada a casos de infecções estafilocócicas 

graves, como fascite necrozante e quadros de pneumonia hemorrágica com necrose 

(VOYICH, 2006; LAMBADEIRA-REY et al., 2007). A PVL leva à formação de poros 

nas membranas dos leucócitos, sendo também citotóxica para outros tipos celulares 

(LAMBADEIRA-REY et al., 2007). Esta leucocidina é formada por duas subunidades: 

LukS-pv e LukF-pv,  as quais são codificadas por dois genes denominados lukS-pv e 

lukF-pv, que  estão localizados em um profago (ΦSa2mw) inserido no cromossoma dos 

S. aureus (KANEKO& KAMIO, 2004). Apesar de vários trabalhos atribuírem um papel 

para a PVL em casos graves de infecções por amostras de CA-MRSA, seu papel na 

virulência em modelos experimentais é controverso (VOYICH et al., 2006; BUBECK et 

al., 2008).  

 

1.1.2. Clones de Staphylococcus aureus resistentes à meticilina associados aos 

hospitais (HA-MRSA)  

 

A multiresistência adquirida pelos S. aureus emergiu de forma acelerada. Estima-se 

que na década de 1970 somente 2% destes microrganismos eram MRSA. Já em 2004, 

nos EUA, 60% dos S. aureus isolados em unidades de terapia intensiva eram MRSA 

(NNIS, 2004). A literatura aponta que a partir do início da década de 1990 ocorreu uma 

rápida e crescente disseminação de amostras de S. aureus apresentando elevada 

multiresistência a antimicrobianos (AL-MASSAUD, DAY & RUSSEL, 1991; 

TEIXEIRA et al., 1995; CHAMBERS, 1997). Acredita-se que esta acelerada evolução 

bacteriana seja resultante, principalmente, da pressão seletiva decorrente da imensa 

quantidade de agentes antimicrobianos que são utilizados na prática médica 

(OLIVEIRA, TOMASZ & LENCASTRE, 2001).  

Os MRSA tornaram-se o principal patógeno hospitalar em termos de incidência e 

gravidade das infecções, sendo importantes agentes etiológicos de pneumonias e 

bacteremias nosocomiais (SCHABERG, CULVER & GAYNES, 1991; RODRÍGUEZ-



 23 

BAÑO et al., 2008). É importante citar que a disseminação dos MRSA associados a 

infecções hospitalares (HA-MRSA; do inglês: hospital-acquired methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus) é de proporção mundial. Clones específicos de MRSA são 

capazes de se disseminar através dos continentes, podendo, desta forma, causar 

infecções nosocomiais de natureza pandêmica (TEIXEIRA et al., 1995; SOUZA et al., 

1998; COIMBRA et al., 2000; SOARES et al., 2001; COIMBRA et al., 2003; 

RODRÍGUEZ-BAÑO et al., 2008). 

Amostras de MRSA geneticamente muito semelhantes ou mesmo iguais (mesmo tipo 

clonal) quanto ao padrão de PFGE (do inglês: pulsed-field gel electrophoresis; 

TENOVER et al., 1995, TENOVER et al., 1997); MLST (do inglês: multilocus 

sequencing typing; ENRIGHT et al., 2000), o qual define a sequência-tipo (ST) e 

complexo clonal (CC) da amostra analisada; tipo do SCCmec (BOYE et al., 2007) e de 

polimorfismos dos genes que codificam para a proteína A, por exemplo (gene spa, 

FRENAY et al., 1996), tem sido detectadas como agentes etiológicos de infecções 

nosocomiais em vários países do mundo. Essa semelhança genotípica ressalta uma 

característica evolucionária importante observada nas populações de MRSA, que é sua 

distribuição em uma estrutura altamente clonal (FENG et al., 2008). Assim, vê-se que 

um grande número de infecções adquiridas em hospitais é causado por alguns poucos 

clones específicos de HA-MRSA, sendo estes reconhecidos como um sério problema de 

saúde pública (DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008; KENNEDY et al., 2008). 

Os principais clones de MRSA relacionados a infecções nosocomiais pandêmicas 

são o clone Ibérico (CI ou USA500), o clone pediátrico (CP ou USA 800), o clone Nova 

Iorque/Japão (CNI/J ou USA 100), os clones EMRSA 15 e EMRSA 16 (este último 

também chamado USA 200), e o clone epidêmico brasileiro/húngaro (BEC/CH; Tabela 

2). O clone húngaro, na realidade, é um variante do BEC, detectado inicialmente na 

Hungria, que se diferencia deste por possuir uma variação no SCCmec (o plasmídio 

pT181 substituindo o plasmídio pI258). Devido a essa diferença, o CH foi classificado 

como SCCmecIII, enquanto o BEC foi considerado SCCmecIIIA (OLIVEIRA & 

LENCASTRE, 2002; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008).  

O clone Ibérico, classificado como ST247-SCCmec IA (ST; do inglês: sequence 

typing) e, portanto, pertencendo ao complexo clonal (CC) 8  foi detectado, inicialmente, 

causando um surto num hospital de Barcelona, Espanha, em 1989 (DOMINGUEZ et al., 

1994; FERRY et al., 2006). Posteriormente, o CI foi encontrado também em hospitais de 
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Portugal, Itália, Bélgica, Escócia, Alemanha, Áustria, República Tcheca, Dinamarca, 

França, Estados Unidos, entre outros (SANCHES et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1998; 

SOUZA et al., 1998; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008). 

No ano de 1999, Sá-Leão e colaboradores descreveram a emergência de outro clone 

de MRSA, que foi denominado clone pediátrico ou USA 800 (ST5-SCCmecIV ou VI; 

CC5), causando infecções em crianças em hospitais localizados em Portugal, Polônia, 

Argentina, Colômbia e Estados Unidos. Amostras relacionadas ao USA 800 foram 

também isoladas de profissionais de saúde e pacientes infectados no Brasil (MELO et 

al., 2004; MIRANDA et al., 2007). O CP, diferentemente de outros HA-MRSA, não 

apresenta multiresistência aos antimicrobianos como umas das principais características 

envolvidas na sua dispersão no ambiente hospitalar, já que normalmente é susceptível 

aos antibióticos não β-lactâmicos  

O clone Nova Iorque/Japão ou USA 100 (ST5-SCCmecII; CC5), geneticamente 

relacionado ao CP, foi detectado, inicialmente, nas cidades de Nova Iorque e Tóquio e, 

posteriormente, em vários hospitais nos EUA, Canadá,  Portugal e no Brasil  

(COIMBRA et al., 2003; FERRY et al., 2006; AMORIM et al., 2007; SOUSA-JUNIOR 

et al., 2009). 

Amostras pertencentes aos clones designados como EMRSA 15 (ST22- SCCmecIV; 

CC22) e EMRSA 16 (USA 200, ST36-SCCmecII, CC30), apresentam epidemiologia 

muito similar, sendo responsáveis por infecções nosocomiais em regiões européias como 

Reino Unido e em países como Portugal, Espanha, Alemanha, Bélgica, Dinamarca, 

Holanda, Austrália e México (MURCHAN et al., 2003, AMORIM et al., 2007; 

CUEVAS et al., 2007). Em relação ao EMRSA 15, foi demosntrado em um estudo que o 

mesmo foi capaz de suplantar o clone epidêmico brasileiro (CEB ou BEC, do inglês 

brazilian epidemic clone), predominante em zonas portuárias de Portugal (AIRES DE 

SOUZA, et al., 2005). 

Finalmente, o BEC (ST239-SCCmec IIIA e CC8), que foi inicialmente detectado em 

hospitais de todo o Brasil (TEIXEIRA et al., 1995), foi, posteriormente, encontrado em 

hospitais da Argentina, Uruguai, Paraguai, Chile, Portugal, Itália, República Tcheca, 

Austrália, Irlanda, Singapura, Coréia, Alemanha, Polônia, Espanha, Argélia, Áustria, 

Eslovênia, Estados Unidos, Finlândia, República da Geórgia, Grécia, Holanda, 

Indonésia, Índia, Mongólia, Reino Unido, Siri Lanka, Suécia, Tailândia e Vietnã, sendo 
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o clone de MRSA de maior dispessão em todo o mundo (OLIVEIRA et al., 1998; 

MELTER et al., 1999; COIMBRA et al., 2003; SOUZA et al., 2003; SHORE et al., 

2004; COOMBS et al., 2005; LUCZAK- KADLUBOWSKA, SOO KO et al., 2005; 

WISPLINGHOFF et al., 2006; POTEL et al., 2007; BARTELS et al., 2008).  

Devido ao fato da maioria dos clones de MRSA disseminados internacionalmente 

em hospitais apresentar, frequentemente, multiresistência a drogas, o antibiótico de 

escolha para o tratamento das infecções associadas a esses microrganismos ainda é a 

vancomicina. O uso dessa droga requer a internação do paciente, pois a mesma é 

administrada na forma intravenosa, o que aumenta os custos do tratamento (LYER & 

HITTINAHALLI, 2008). Porém, no final da década de 1980, foram encontradas as 

primeiras cepas de enterococos apresentando perfil de elevada resistência aos 

antimicrobianos glicopeptídeos, como a vancomicina e a teicoplanina. Esta resistência é 

adquirida normalmente através de plasmídios carreando um transposon conjugativo da 

família do Tn1546 e os genes vanA ou vanB (NICAS et al., 1989; SIERADZKI & 

TOMASZ, 1997). A partir daí, surgiu, então, a preocupação de que os enterococos 

pudessem transferir tais genes de resistência para o MRSA (BRAKSTAD & 

MAELAND, 1997). De fato, nos anos de 2002 e 2004, foram descritas nos EUA as 

primeiras amostras de S. aureus resistente à vancomicina, denominadas VRSA (do 

inglês: vancomicin-resistant Staphylococcus aureus (CDC, 2004; TENOVER et al., 

2004; WHITENER et al., 2004). Felizmente, a publicação de relatos sobre a emergência 

de VRSA em outros países têm sido rara (TIWARI & SEN, 2006; WEIGEL et al., 2007 

e SAHA et al., 2008) e, até o momento, não houve registro de isolamento de amostras de 

VRSA no Brasil. 

1.1.3. MRSA associados a infecções na comunidade (CA-MRSA) 

 

No final dos anos de 1980-90, amostras de MRSA emergiram causando infecções 

tipicamente comunitárias, primeiramente na Austrália e posteriormente em outros países. 

Essas infecções inicialmente ocorreram em indivíduos imunocompetentes que não 

apresentavam riscos clássicos para infecção por MRSA, como por exemplo, história 

prévia de exposição a serviços de saúde. Amostras de CA-MRSA divergem 

fenotipicamente e genotipicamente das amostras comumente conhecidas como HA-

MRSA. Diferente das HA-MRSA, a maioria das amostras de CA-MRSA é 

frequentemente susceptível a muitos antibióticos não β-lactâmicos (VANDENESH et 
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al., 2003). Além disso, muitas dessas amostras produzem a leucocidina de Panton-

Valantine (PVL) e apresentam SCCmec tipo IV, V, VII e VIII (LABANDEIRA-REY et 

al., 2007; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008; ZANG et al., 2009).   

O primeiro relato de uma cepa CA-MRSA foi publicado em 1993, no oeste 

australiano, em pacientes aborígenes de comunidades remotas (UDO, PEARMAN & 

GRUBB, 1993). Essas bactérias foram isoladas de indivíduos saudáveis que 

apresentavam simples infecções cutâneas, mas que não possuiam riscos conhecidos para 

infecções por MRSA. Assim, o chamado clone Western Austrália 1 (WA-1; ST1-

SCCmec IV, CC1 e geralmente PVL negativo) foi a primeira linhagem de CA-MRSA 

descrita naquele país (UDO, PEARMAN & GRUBB, 1993; DAILEY et al., 2005). Em 

seguida, dois outros clones de CA-MRSA emergiram na Austrália: o clone Queensland 

(ST93-SCCmec IV, CC93; PVL positivo) e o clone USA 1100 ou OSPC (Tabela 2; do 

inglês: Oceania southwest pacific clone; ST30-SCCmecIV, CC30, PVL positiva). 

Posteriormente, amostras de MRSA comunitárias disseminaram-se para outros países, 

causando infecções bem documentadas nos Estados Unidos, Suíça, Japão, Taiwan, 

Espanha, Itália, Brasil, entre outros (CHEN & HUANG, 2005; HARBARTH et al., 

2005; RIBEIRO et al., 2005; TAKIZAWA et al., 2005; MANZUR et al., 2008; 

VALENTINI et al., 2008; SCRIBEL et al., 2009).  

Posteriormente, dois outros clones CA-MRSA emerginaram na comunidade. Nos 

Estados Unidos, os chamados USA 300 (ST8-SCCmecIV; CC8; PVL positiva) e USA 

400 (ST1-SCCmec IV; CC1; PVL positiva) foram associados a infecções estafilocócicas 

graves, incluindo fascite necrozante, pneumonia e sepsis (Tabela 2; GILLET et al., 

2002; ADEM et al., 2005; MILLER et al., 2005, TENOVER et al., 2006). 

Amostras pertencentes ao USA 300 já foram descritas causando surtos em diversas 

localidades dos Estados Unidos. Recentemente, foi detectada uma variante 

multirresistente, relacionada a este clone, causando predominantemente infecções de 

pele e tecidos moles em homossexuais do sexo masculino (DIEP et al., 2008; 

KENNEDY et al., 2008; O’HARA et al., 2008). Além disso, foi observado que, 

aproximadamente, 50% das amostras de MRSA comunitárias isoladas de infecções de 

pele e tecido mole nos Estados Unidos pertenciam ao clone USA 300 (MORAN et al., 

2006). Já o clone USA 400 foi identificado, inicialmente, como responsável pelo óbito 

de quatro crianças, de localidades diferentes nos Estados Unidos, em 1999. Amostras 

pertencentes a este clone (anteriormente denominado MW2) foram responsáveis por 
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uma série de infecções no Canadá, em índios americanos e em surtos ocorridos na 

maternidade de um hospital em Nova Iorque (ROMAM et al.,1997; SAIMAN et al., 

2003). 

 Atualmente, clones de CA-MRSA relacionados ao USA 300 e USA 400 continuam 

a ser detectados não apenas nos Estados Unidos, como também em vários outros países, 

como Austrália, Canadá, Bélgica, França, China, Uruguai, Alemanha, Suíça, Brasil entre 

outros (RIBEIRO et al., 2005; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008). No Brasil, o 

primeiro relato de infecção por CA-MRSA foi feito pelo nosso grupo, em 1995, no 

estado de Porto Alegre. O principal CA-MRSA envolvido apresentava ST30-SCCmec 

IV e produção de PVL (RIBEIRO et al., 2005). 

Cabe ressaltar que representantes típicos de CA-MRSA estão sendo responsáveis 

também por infecções entre pacientes sob cuidados de serviços de saúde ou 

hospitalizados. Provavelmente, indivíduos com infecções comunitárias graves e que 

necessitam de hospitalização por longo período de tempo possam ser fontes de 

transmissão de clones de CA-MRSA, fazendo com que tais cepas se tornem endêmicas 

em instituições de saúde (GONZALES et al., 2006). Relatos envolvendo amostras dos 

clones USA 300 e USA 400 causando infecções associadas aos serviços de saúde tem 

sido publicados periodicamente (SAIMAN et al., 2003; SHELBURNE et al., 2004; 

GONZALES et al., 2006). No Brasil, um recente trabalho de nosso grupo aponta uma 

elevada incidência de amostras pertencentes ao clone USA 400 em hospitais do Rio de 

Janeiro (SILVA-CARVALHO et al., 2009), sugerindo, assim, uma grande capacidade 

de disseminação e adaptação destas amostras. Assim, o que vem sendo observado na 

literatura é que a prevalência de amostras com características típicas de CA-MRSA vem 

crescendo consideravelmente e que estas cepas podem substituir as HA-MRSA em 

instituições de saúde (HUANG et al., 2007; MAREE et al., 2007; SCRIBEL et al., 

2009). 

1.2. Tipagem molecular de MRSA 
 

Como citado anteriormente, uma característica evolucionária importante de 

populações de MRSA é a sua distribuição em uma estrutura altamente clonal (FENG et 

al., 2008). Com base nessa informação, para melhor se estudar a epidemiologia local ou 

global dos MRSA, diversos métodos de tipagem molecular vem sendo utilizados, sendo 

os mais utilizados o PFGE (do inglês: pulsed-field gel electrophoresis), o MLST (do 
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inglês: multilocus sequence typing) e as tipagend direcionadas para o SCCmec, o spa 

(gene que codifica para proteína A) e do agr (lócus regulador de um importante sistema 

de quorum-sensing de S.aureus). A tabela 2 relaciona os principais clones de MRSA às 

suas características moleculares, detectadas pelas técnicas de genotipagem citadas 

acima, com exceção da tipagem spa. 

 

1.2.1. PFGE 

 

O PFGE é uma das metodologias mais discriminativas (TENOVER, 1995; 

MCDOUGAL et al., 2003) e consiste na digestão do cromossomo bacteriano por uma 

endonuclease de restrição de corte pouco freqüente (geralmente a SmaI). O DNA 

fragmentado é depositado em um gel e separado em um aparato de eletroforese de 

campos elétricos alternados. Os perfis de fragmentação do DNA são analisados, segundo 

Tenover e colaboradores (1995) tomando-se como base o perfil da amostra mais 

frequente no surto (amostra epidêmica). Neste esquema, as bactérias que gerarem o 

mesmo padrão da amostra epidêmica definem o tipo de PFGE (pulsotipo), representado 

por uma letra maiúscula. Aquelas que apresentarem de 1 a 6 diferenças no PFGE 

definem os subtipos, os quais são representados por índices numéricos subscritos após a 

letra que define o tipo. As amostras bacterianas diferindo em um único evento genético 

no sítio da SmaI (uma a três bandas diferentes) são consideradas como, provavelmente 

relacionadas ao surto em questão; amostras diferindo de quatro a seis bandas 

(representando duas alterações genéticas independentes em sítios da enzima) são 

consideradas possivelmente relacionadas, e amostras bacterianas contendo seis ou mais 

bandas (representativas de três ou mais alterações genéticas), são alocadas em outro 

pulsotipo de PFGE e, consideradas, como provavelmente não envolvidas no surto 

estudado (TENOVER et al., 1995). Análises de PFGE podem ser também realizadas 

com o auxílio de softwares de bioinformática, principalmente se um grande número de 

amostras for analisado (MCDOUGAL et al., 2003). Apesar desta técnica ser bastante 

discriminativa e muito utilizada em estudos de surtos e clonalidade, a mesma apresenta 

algumas desvantagens, como a dificuldade de correlacionar, de forma precisa, os 

diferentes perfis de fragmentação genômica obtidos em diferentes laboratórios, e o fato 

de ser laboriosa e de custo elevado. 
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1.2.2. MLST 

 

O MLST (do inglês: multilocus sequence typing) é atualmente um método de 

tipagem molecular muito utilizado e fundamenta-se em S. aureus no sequenciamento de 

regiões internas de 7 genes metabólicos, constitutivamente expressos pela bactéria 

(arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqiL). As proteínas codificadas por estes genes estão 

listadas na tabela 3. Para cada um desses genes, sequências diferentes (com pequenas 

variações de nucleotídeos) são referidas como alelos. O conjunto formado pelos 

diferentes alelos, de cada um dos 7 loci, fornece o perfil alélico  que define, por sua vez, 

a seqüência-tipo (ST) da amostra analisada Amostras que apresentem o mesmo perfil 

alélico para 5 dos 7 loci são ditas como pertencentes ao mesmo complexo clonal (CC; 

ENRIGHT et al., 2000).. A partir dessa nova abordagem, clones epidêmicos de MRSA, 

anteriormente nomeados de acordo com a região onde foram primeiramente detectados 

(como exemplo, o clone USA 100) ou de acordo com o grupo de pacientes dos quais 

foram isolados (como exemplo, o clone pediátrico) passaram a ser designados por sua 

ST e também pelo seu tipo de SCCmec (ENRIGHT et al., 2000). 

Uma importante vantagem desta técnica é o fato de estar acoplada a um robusto 

banco de dados, com sequências submetidas de inúmeras instituições do mundo inteiro. 

No caso de obtermos um perfil de PFGE nunca observado para uma determinada 

amostra, o MLST pode definir com precisão se o mesmo é referente a algum clone já 

genotipado por esta técnica ou se representa um novo complexo clonal. No entanto, esta 

metodologia apresenta algumas desvantagens, primeiramente em relação ao fato de 

possuir custo elevado, já que envolve o sequenciamento automático de parte de 7 loci do 

genoma de S.aureus. Além disso, esta técnica, por si só, não pode diferenciar dois clones 

que pertençam ao mesmo ST e CC, como os clones USA 100 e USA 800, que fazem 

parte do ST5 e CC5. Portanto, é necessária, nestes casos, a adicção de uma ou mais 

metodologias de genotipagem, de forma que clones de MRSA diferentes, tanto sob o 

ponto de vista epidemiológico como genético, possam ser corretamente discriminados. 
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Tabela 3. Proteínas codificadas pelos genes utlizados na tipagem MLST. Adaptado 

de Cockfield e colaboradores, 2000. 

 

Gene Proteína 

arcC Carbonato quinase 

aroE Shiquimato desidrogenase 

glpF Glycerol quinase 

gmk Qualinato quinase 

pta Acetiltranferase fosfato 

tpi Triosefosfato isomerase 

ygiL 
Acetil coenzima A 

acetiltranferase 

 

1.2.3. Tipagem do SCCmec 

 

O SCCmec compreende o complexo mec, contendo o gene mecA e seus reguladores: 

mecI e mecRI; o complexo de genes ccr, que codfica para recombinases envolvidas na 

mobilidade deste cassete; e as regiões J (J1, J2 e J3), sendo que estas últimas não são 

componentes essenciais do cassete, mas podem, eventualmente, carrear algum gene que 

confere resistência a antimicrobianos. A região J1 está a montante do compLexo mec; a 

região J2 está entre o complexo ccr e o complexo mec e por fim, a região J3, que está 

adjusante ao compexo mec. 

Um dos primeiros métodos descritos para tipagem do SCCmec foi realizado em 

2002, por Oliveira e de Lencastre. Este método baseia-se na amplificação de seis loci 

específicos dentro do complexo mec (loci A, B, C, D, E F; OLIVEIRA & DE 

LENCASTRE et al., 2002). O lócus A é específico para o SCCmec tipo I, o lócus B 

específico para  o tipo II;  o lócus C encontrado nos tipos II e III; o lócus D presente nos 

tipos I, II e IV;  o lócus E encontrado no tipo III e, por fim,  o lócus F, também 

específico para o tipo III. Esta estratégia é bastante útil para classificação dos SCCmec 

do tipo I ao IV. Uma atualização desta técnica foi realizada em 2007, por Milheiriço e 

colaboradores para melhor caracterizar o SCCmec tipo IV, além dos tipos V e VI, que 

foram identificados recentemente. Além da amplificação de loci específicos do 

complexo mec, as regiões J e o complexo ccr também são amplificados, aumentando, 
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desta forma, a especificidade de identificação do SCCmecIV, V e VI (Milheireço et al., 

2007). Posteriormente, Chen e colaboradores descreveram um novo multiplex para 

tipagem rápida de SCCmec, de forma a incluir a detecção dos SCCmecVII e SCCmec 

VIII, recentemente descritos. (CHEN et al., 2009). 

 

1.2.4. Tipagem spa 

 

Esta técnica, desenvolvida por Frenay e colaboradores em 1996, determina os 

polimorfismos da região X do gene spa (2150 pb) que codifica para a proteína A. Esta 

proteína é bastante importante nos mecanismos de evasão dos S. aureus, visto que se liga 

à porção Fc de anticorpos da classe IgG, inibindo a opsonização da bactéria (FRENAY 

et al., 1996). A proteína A é dividida em duas regiões principais: uma porção ligadora de 

Fc (denominada região X) e uma região no terminal carboxi, que fica exposta na parede 

celular deste patógeno. A região X, que é bastante polimórfica, é composta por 

repetições de 24 pb. Esta metodologia, baseada na detecção dos polimorfismos desta 

região, possui bom poder discriminativo, sendo rotineiramente utilizada em estudo sobre 

evolução molecular e surtos de infecções hospitalares por MRSA (FRENAY et al., 

1994, FRENAY et al., 1996). Como esta técnica requer o sequenciamento de apenas um 

lócus (o spa), é menos laboriosa e de menor custo quando comparada ao MLST, por 

exemplo. Mas, de qualquer forma, necessita de equipamentos caros para o 

sequenciamento de DNA. 

 

1.2.5. Detecção do agr 

 

O lócus agr codifica um sistema de quorum sensing que promove uma regulação 

negativa de proteínas de superfície envolvidas na colonização do hospedeiro, e modula 

positivamente a expressão de proteínas extracelulares envolvidas na agressão ao 

hospedeiro (NOVICK et al., 1999; ZHANG et al., 2002; BOLES & HORSWILL, 2008). 

A estrutura do lócus agr é constituída de duas regiões divergentes de transcrição que 

codificam os RNA conhecidos como RNAII e RNAIII. O RNAIII é a molécula efetora 

do lócus agr dos estafilococos, sendo responsável pela regulação em trans de diversos 

fatores de virulência. Já o RNAII compreende quatro genes: agrB, D, C e A. O gene 

agrD codifica para uma proteína que dá origem ao peptídeo autoindutor do sistema Agr, 

conhecido como AIP (AIP, do inglês: autoinducing peptide) ou peptídeo Agr 
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(JARRAUD et al., 2000). Os peptídeos indutores, produzidos a partir do lócus agr, 

possuem algumas variações na seqüência de aminoácidos e nos domínios histidina-

quinase de seus receptores. A partir dessas diferenças foram determinados, até o 

momento, quatro tipos polimórficos de agr: agrI, II, III e IV (JARRAUD et al., 2000).  

A identificação do tipo de polimorfismos agr (I, II , III ou IV) em amostras de 

MRSA tem sido também muito utilizada como metodologia de genotipagem, já que 

determinados clones carreiam um tipo específico de agr. Por exemplo, os clones BEC,   

Ibérico e  EMRSA 15 carreiam polimorfismo agr tipo I; os clones USA 100 e USA 800 

carreiam o tipo II; os clones USA 300, USA 400,  USA 1100 e EMRSA 16 o agr tipo III 

e o USA 600 os tipos I ou IV (Tabela 2; JARRAOUD et at., 2000; STROMMENGER et 

al., 2003; MONECKE et al., 2007; ROSSNEY et al, 2007).  

 

1.2.6. Detecção de linhagens internacionais de MRSA baseada em amplificações por 

multiplex PCR de genes do sistema de restrição e modificação de S. aureus  

 

Recentemente, um teste rápido e menos dispendioso foi desenvolvido por Cockfield 

e colaboradores (2007) visando alocar os MRSA em complexos clonais (de acordo com 

o MLST).  Este método foi chamado de teste RM (do inglês: restriction modification 

test) e baseia-se na amplificação de dois genes de S. aureus da família hsdS: os genes 

sau1hsdS1 e sau1hsdS2 (COCKFIELD et al., 2007). Foi observado que esses genes são 

bastante conservados entre linhagens de S. aureus e que codificam para o sistema de 

restrição tipo I, desempenhando, portanto, um papel fundamental no controle de trocas 

genéticas entre esses microrganismos (WALDRON & LINDSAY, 2006). Assim, 

sau1hsdS1 e sau1hsdS2 são marcadores moleculares estáveis e qualquer variação no 

polimorfismo desses marcadores pode ser um indicativo de uma possível linhagem 

emergente. Cada gene contém uma região conservada 5´ e uma região central e uma 

extremidade 3´ com duas regiões polimórficas entre linhagens diferentes (COCKFIELD 

et al., 2007). Três ensaios de PCR (testes RM 1, 2 e 3) foram desenvolvidos, sendo que 

cada um contém um iniciador direto e dois reversos. Portanto, cada reação poderá levar a 

três possíveis resultados (ausência de amplificação ou um dos produtos amplificados). 

Assim, uma correlação pode ser feita entre o produto obtido nessas reações de PCR e o 

complexo clonal (CC) no qual cada amostra analisada encontra-se inserido (Tabela 4). 

Estes CC são referentes aos clones de MRSA mais freqüentes em hospitais no mundo 

todo (CC1, CC5, CC8, CC22, CC30 e CC45). 
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Tabela 4. Complexo clonal (CC) e tamanho esperado dos produtos de amplificação 

(pb) no teste RM (adaptado de Cockfield e colaboradores, 2007).  

 

 

Como mostrado na tabela 4, amostras CC30 e CC22 devem apresentar um fragmento 

amplificado, no teste RM 1, de 203 e 990 pares de base, respectivamente. Amostras 

CC45 apresentarão um produto amplificado de 722 pb no teste RM 2. Cepas que 

apresentarem fragmentos amplificados em dois testes (RM 2 e RM 3) de 1037 pb e 680 

pb, respectivamente, serão classificadas como CC1. Amostras CC8 e CC5 deverão 

apresentar segmentos amplificados pelo teste RM 3 de 680 pb e 1071 pb, 

respectivamente.  

Estes testes apresentam como vantagens a rapidez com que são realizados, já que a 

identificação do complexo clonal das amostras é feita através de PCR, que é uma técnica 

mais rápida, quando comparada a um PFGE ou MLST, por exemplo. No entanto, estes 

testes, assim como o MLST, são incapazes de diferenciar linhagens de um mesmo 

complexo clonal. Como exemplo, podemos citar os clones USA 800 e USA 100 que são 

ST5 e CC5. Para diferenciá-los, é necessário a adição de outro método molecular, como 

por exemplo, a tipagem SCCmec. O USA 100 carreia o tipo II enquanto que o clone 

USA 800 carreia o tipo IV. Diferentemente do MLST, esta é uma técnica menos 

laboriosa e de custo mais acessível. 

 Assim, o teste RM apresenta claras vantagens no sentido de permitir uma triagem 

rápida de MRSA, principalmente, quando um número elevado de amostras necessita ser 

testado. A validação de técnicas como estas é de extrema importância dada a relevância 

dos MRSA como um patógeno hospitalar de disseminação global.  
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Tabela 2. Principais clones de MRSA disseminados no mundo e importantes 

características moleculares a eles associadas. 

 

 

 

 

Clonea 
Sequência-

tipo 
(ST)b 

Complexo Clonal 
(CC)b 

SCCmecc agrd 

 
USA 100 (Clone Nova 

Iorque/Japão; NI/J) 
 

5 5 II II 

 
USA 200 (EMRSA 16) 

 
36 30 II III 

 
USA 300 

 
8 8 IV III 

 
USA 400 (clone MW2) 

 
1 1 IV III 

 
USA 500 (Clone Ibérico; CI) 

 
247 8 I I 

 
USA 600  (Clone Berlin) 

 
45 45 II/IV I/IV 

 
USA 800 

(Clone Pediátrico; CP) 
 

5 5 IV II 

 
USA 1100 (Oceania 

southwest pacific clone; 
OSPC) 

 

30 30 IV III 

EMRSA 15 22 22 IV I 

BEC 
 

239 8 III I 

aNeste trabalho, utilizamos preferencialmente as nomenclaturas iniciadas por USA, com  

exceção do BEC , do EMRSA 15 e 16. 
bPerfil alélico baseado no sequenciamento de sete genes conservados (MLST; ENRIGHT 

et al., 2000). 
c Tipos polimórficos do SCCmec  (BOYE et al., 2007).  
d Tipos polimórficos do agr (AIRES DE SOUZA  et al., 2005). 
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2. Justificativa 

 

Como citado anteriormente, MRSA estão entre os mais importantes patógenos 

hospitalares, em vários países, e mais recentemente, tem se destacado como agentes de 

doenças comunitárias. Esses microrganismos apresentam uma estrutura populacional 

altamente clonal. Tal clonalidade torna a identificação de linhagens circulantes 

extremamente complexa e dispendiosa, devido à necessidade de se utilizar métodos 

sofisticados, envolvendo tecnologias de DNA, quando da ocorrência de um surto por 

MRSA. Assim, na maioria das vezes, devido à ausência de uma estrutura laboratorial 

adequada para a realização de genotipagem, estudos epidemiológicos são realizados de 

forma incompleta ou, simplesmente, não são realizados, refletindo, certamente, em 

prejuízos para o controle da disseminação desse microrganismo, em nosso meio, e das 

doenças associadas. Mais recentemente, alguns métodos rápidos e simples para a 

genotipagem dos MRSA têm sido publicados e, geralmente, envolvem técnicas de PCR. 

Um desses métodos (teste RM) foi descrito por Cockfield e colaboradores em 2007.  

Este teste despertou nosso interesse, pois além de simples e rápido, detecta membros dos 

principais complexos clonais de MRSA circulantes no mundo (CC1, CC5, CC8, CC22, 

CC30 e CC45).  O fato do PCR ser uma técnica relativamente simples, e do 

termociclador já existir, frequentemente, em laboratórios de microbiologia clínica, nos 

estimulou a analisar a acúrácia do teste RM, de forma a avaliarmos e validarmos esta 

simples metodologia, que permite a alocação dos principais clones circulantes de MRSA 

em complexos clonais, como definidos pelo MLST. 
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3. Objetivos: 

 

Os objetivos deste trabalho foram (i) avaliar a habilidade do método rápido de 

genotipagem descrito por Cockfield et al., 2007 (teste RM), para detectar amostras de 

MRSA circulantes em nosso país, pertencentes aos CC1, CC5, CC8 e CC30, utilizando 

como padrão de comparação uma combinação de métodos clássicos de tipagem do 

MRSA (PFGE, tipagem do SCCmec e MLST), de forma a aferir a acurácia do primeiro. 

(ii) Analisar a adição de marcadores clonais, ao teste RM, como antibiotipo e certos 

determinantes genéticos, na tentativa de aumentar a confiabilidade deste teste. 

  

2.1. Objetivos específicos: 

 

a.  Determinar o perfil de PFGE, após fragmentação do DNA genômico com a enzima 

SmaI, de todas as amostras estudadas, utilizando para comparação os pulsotipos de 

amostras padrões de MRSA circulantes em nosso país. 

b. Realizar a tipagem SCCmec para todas as amostras estudadas através de PCR. 

c. Realizar o MLST em representantes de MRSA de cada CC estudado. 

d. Determinar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, de todas as amostras 

estudadas, visando o agrupamento das mesmas em antibiotipos.  

e.  Realizar pesquisas in silico e na literatura científica visando a seleção de marcadores 

genéticos que poderiam ser utilizados para a confirmação dos resultados obtidos no teste 

RM. 
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 4. Materiais e Métodos 

 

4.1. Amostras bacterianas e testes de susceptibilidade 

 

As amostras clínicas de MRSA utilizadas neste trabalho fazem parte da coleção do 

laboratório de Biologia Molecular de Bactérias (IMPPG – UFRJ). Um total de 131 

amostras bacterianas foram coletadas em 2007 e 2008, a partir de origens clínicas 

diversas, como sangue, fragmento de catéter, abscesso cutâneo e secreção traqueal, em 

hospitais do Estado do Rio de Janeiro.  

As amostras padrão USA 100 (ST5-SCCmecII; CC5), USA 400 (ST1-SCCmecIV; 

CC1); USA500 (ST8-SCCmecI; CC8), foram gentilmente cedidas pelo Dr. Paul 

Dunman, University of Nebraska Medical Center. Já as amostras representativas do 

clone BEC (ST239-SCCmecIII; CC8) e USA 1100 (ST30-SCCmecIV; CC30), 

designadas BMB9393 (TEIXEIRA et. al., 1995) e WB69 (RIBEIRO et al., 2005), 

respectivamente, pertencem à coleção de nosso laboratório. Em relação à amostra 

referente ao clone USA 600, utilizamos como padrão a amostra 08-23, que foi 

genotipada neste trabalho como relacionada ao clone USA 600 (ST45-SCCmecII; 

CC45), através das técnicas de PFGE, teste RM, SCCmec e MLST. 

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foi determinado na tentativa de se 

identificar antibiotípos predominantes para os principais clones de MRSA estudados. O 

teste foi realizado através da técnica de difusão em meio sólido, a partir de discos 

impregnados com antimicrobianos, conforme recomendado pelo CLSI, 2010. Foram 

utilizados os seguintes discos: ciprofloxacina (5 µg), clindamicina (2 µg),  trimetoprin 

(1,25 µg) + sulfametoxazol (23,75 µg), eritromicina (15 µg), gentamicina (10 µg), ), 

rifampicina (5 µg) e tetraciclina (30 µg). Os discos foram obtidos de Cecon Ltda. (São 

Paulo, SP, Brasil).  A amosta padrão de S.aureus ATCC 25923 foi utilizada como 

controle nos testes de susceptibilidade.  

 

4.2. Extração de DNA total 

 

A extração de DNA total foi realizada através da técnica de lise térmica descrita por 

Pacheco e colaboradores (1997). Amostras foram semeadas através da técnica de 

esgotamento sobre a superfície de uma placa de petri contendo TSA (Tryptic Soy Agar). 
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Após incubação por 24 h, a 37ºC, uma alçada leve do crescimento bacteriano foi obtida e 

uma suspensão foi realizada em 3 mL de TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM [pH 8,0]). 

Para a determinação do volume da suspensão de células a ser utilizado na lise térmica 

(V), a densidade ótica a 600 nm (DO600) da suspensão bacteriana diluída a 1:10 foi 

determinada e  aplicou-se a seguinte fórmula:  V = 80/DO600. 

O volume calculado foi transferido para um tubo tipo Eppendorf e o sedimento 

bacteriano, obtido por microcentrifugação (rotação máxima/2 min), foi diluído com 200 

µL de TE. Esta suspensão foi fervida por 10 min e, posteriormente, centrifugada por 1 

min sob rotação máxima. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e estocado a 

- 20ºC, até o momento de uso (PACHECO et al., 1997). 

 

4.3. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

O DNA obtido por lise térmica foi amplificado pelo método da reação em cadeia da 

polimerase (PCR; do inglês: polymerase chain reaction), utilizando iniciadores 

específicos para um fragmento de DNA, correspondente a regiões internas dos genes de 

interesse. Foram utilizados os seguintes reagentes para as reações de PCR, com um 

volume final de 25µL: 2,0µL de uma mistura equivalente de dNTPs (250µM, 

concentração final de cada); 1µL de cada iniciador direto e reverso (as concentrações 

finais dos iniciadores variaram conforme a reação em questão), 0,625µL de Taq DNA 

polimerase (0,125U, Gibco); 5µL de DNA molde; 2,5µL do tampão da enzima 10x 

concentrado, 0,4µL de MgCl2 (50µM) e 12,5 µL de H2O bidestilada estéril.  

As amplificações foram realizadas no termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler 

(Applied Biosystems, Foster City, CA/USA).  

 

4.4. Eletroforese convencional de DNA  

 

A análise dos produtos de amplificação foi realizada pela migração dos fragmentos 

em gel de agarose a 1,5% em tampão TAE (Tris acetato 20mM, EDTA 0,5mM [pH 

8,0]). A corrida eletroforética foi realizada em tampão TAE  a 110V. Após o tempo de 

corrida, os géis foram tratados com solução contendo brometo de etídio a 0,5 µg/mL Os 

produtos da amplificação foram observados em sistema de captação de imagem Bio 

Imaging System (BioAmerica, Flórida, EUA). 
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4.5. Tipagem do SCCmec através de PCR 

 

O método utilizado para a tipagem do SCCmec foi descrito por Boye e colaboradores 

em 2007. O DNA das amostras foi extraído conforme descrito no item 4.2 e submetido 

ao multiplex PCR utilizando-se 0,2 µM dos iniciadores β e α3; 0,25 µM dos iniciadores 

ccrCF e ccrCR; 0,08 µM dos iniciadores  1271F1 e 1271R1 e 0,01 µM dos iniciadores 

5R431 e 5RmecA (Tabela 5). As condições para amplificação foram de uma 

desnaturação inicial de 94°C por 4 min, seguida de 30 ciclos de desnaturação por 30 s a 

94°C, anelamento por 60 s a 55°C e extensão por 60 s a 72°C. Ao término dos ciclos, foi 

realizada uma extensão final de 72°C por 4 min (BOYE  et al., 2007). As sequências dos 

iniciadores utilizados estão listadas na tabela 5. Os amplicons foram visualizados em gel 

de agarose a 1,5% como descrito no item 4.4. As amostras USA 500, USA 100, 

BMB9393, USA 400 foram utilizadas como controles-positivo para os SCCmec I, II, III 

e IV. 
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Tabela 5. Sequência dos iniciadores utilizados no multiplex PCR, descrito por Boye 

e colaboradores, 2007. 

Iniciador Sequência 

Tamanho 

esperado do 

fragmento 

(pb)a 

 

β 

 

5´ ATTGCCTTGATAATAGCCYTCT 3´ 

α3 5´ TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 3´ 

 

937 

 

 

ccrCF 

 

5´ CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT 3´ 

ccrCR 5´ CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT 3´ 

 

518 

 

1271F1 

 

5´ GCCACTCATAACATATGGAA 3´ 

1272R1 5´ CATCCGAGTGAAACCCAAA 3´ 

 

415 

 

5RmecA 

 

5´ TATACCAAACCCACAACTAC 3´ 

5R431 5´ CGGCTACAGTGATAACATCC 3´ 

 

359 

aAmplificação do DNA das amostras pertencentes ao SCCmecI deverão resultar em um 

produto de 415 pb; das amostras SCCmecII, de 937 pb; das amostras do tipo III, de 518 

pb; das amostras tipo IV, deverão resultar em dois produtos de 937 pb e  de 415 pb, e 

amostras tipo V deverão também  apresentar dois produtos, porém de 518 pb e de 359 

pb. 

 

4.6. Detecção do loci lukSF-pv através de PCR 

 

Um dos marcadores clonais escolhidos, neste estudo, para validação do teste RM foi 

a detecção dos genes que codificam para a leucocidina de Panton Valantine. Este teste 

foi realizado utilizando iniciadores específicos para as duas subunidades da PVL (lukS-

pv e lukF-pv). A sequência nucleotídica do iniciador direto (PVL-1) utilizado foi 

5’ATCATTAGGTAAATGTCTGGACATGATCCA3’ e do reverso (NPVL-2) 

5’GCATCAAGTATTGGATAGCAAAAGC3’ (JARRAUD et al., 2002). A 
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concentração utilizada de cada iniciador foi de 10µM.  As condições de amplificação 

foram: uma desnaturação inicial de 94°C por 4 min, seguida de 30 ciclos de 

desnaturação por 30 s a 94°C, anelamento por 60 s a 55°C e extensão por 60 s a 72°C. 

Ao término dos ciclos, foi realizada uma extensão final de 72°C por 4 min. Os produtos 

da amplificação foram visualizados conforme descrito no item 4.4. DNA da amostra 

WB69 foi utilizado como controle positivo.  

 

4.7. Detecção do lócus seh através de PCR 

 

Outro marcador clonal escolhido foi a detecção do gene que codifica para a 

enterotoxina H (seh). Este teste foi realizado através de PCR, utilizando iniciadores 

específicos para amplificar o lócus seh. A sequência do iniciador direto (SEH-1) 

utilizado foi 5’ TCACTACATATGCGAAAGCAG 3’ e reverso (SEH-2) 5’ 

CATCTACCCAAACATTAGCAC 3’. O desenho dos iniciadores foi realizado 

utilizando o programa primer-blast, disponível no site 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, tendo como base a sequência do seh (GenBank: 

AB060536.1). A análise dos iniciadores foi realizada utilizando o programa netprimer, 

disponível no site http://www.premirbiosoft.com. Foram utilizados 10µM de cada 

iniciador e as condições para amplificação foram idênticas à descrita no item 4.6. O 

DNA da amostra USA 400 foi utilizada como controle positivo.  

 

      4.8. Detecção do polimorfismo agr tipo II através de PCR 

 

A detecção do lócus agr com polimorfismo tipo II foi outro marcador escolhido e foi 

realizada através de PCR, utilizando iniciadores específicos para este lócus. O desenho 

dos iniciadores foi realizado utilizando o programa primer-blast, tendo como base a 

sequência dos loci agrB e agrD da cepa seqüenciada de S. aureus Mu50 (NCBI 

Reference Sequence: NC_002758.2), apresentando agr tipo II. A análise dos iniciadores 

foi realizada utilizando o programa netprimer. A sequência utilizada para o iniciador 

direto (agr2F) foi 5’ ATGTGTGCTCATGCAAAGTCTT 3’  para o iniciador reverso 

(agr2r) foi 5’ CATGTGCATAAATAACAACGG 3’. Foram utilizados 10µM de cada 

iniciador e as condições para amplificação foram idênticas à descrita no item 4.6. O 

DNA da amostra USA 100 foi utilizado como controle positivo. 
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4.9. Genotipagem das amostras de MRSA através do teste RM  

 

O DNA utilizado nas reações de multiplex PCR para o teste RM foi obtido de acordo 

com o item 4.2. Três ensaios de multiplex PCR foram utilizados, cada um contendo um 

iniciador direto e dois diferentes iniciadores reversos (Tabela 4). Foram utilizados 0,5 

mM de cada iniciador (Tabela 6). As condições para a amplificação foram de uma 

desnaturação inicial de 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 30s  a 94°C, 30s  a 55°C 

e 2 min a 72°C (COCKFIELD et al., 2007). Os amplicons obtidos foram visualizados 

conforme descrito no item 4.4. As amostras BEC e WB69 serviram como controles-

positivo dos CC8 e CC30, respectivamente. Já as amostras USA 400 e USA 800 foram 

utilizadas como controles para os CC1 e CC5, respectivamente.  Em relação ao controle 

positivo do CC45, utilizamos como referência a amostra 08-23. 

 

Tabela 6. Iniciadores diretos (dir) e reversos (rev) que foram utilizados no teste RM, 

segundo Cockfield e colaboradores (2007). 

 

     Iniciador      Tipo Sequência 

 

        AF           (dir) 

 

5´ AGGGTTTGAAGGCGAATGGG 3´ 

 AR30       (rev) 5´ CAAACAGAATAATTTTTTAGTTC 3´ 

 AR22       (rev) 5´ TACGAGCTCAACAATGATGC 3´ 

 AR45       (rev) 5´ GGAGCATTATCTGGTGTTTCC 3´ 

 AR1         (rev) 5´ GGGTTGCTCCTTGCATCATA 3´ 

 BF            (dir) 5´ CCCAAAGGTGGAAGTGAAAA 3´ 

  BR8         (rev) 5´ CCAGTTGCACCATAGTAAGGGGTA 3´ 

  BR5          (rev) 5´ TCGTCCGACTTTTGAAGATTG 3´ 

 

 

4.10. Tipagem através do sequenciamento de multilocus enzimáticos (MLST) 

 

DNA das amostras (08-65, 07-39, 07-26, 08-09 e 08-23), apresentando no teste RM 

CC1, CC5, CC8, CC30 e CC45, respectivamente, foram obtidos de acordo com a 

metodologia descrita no item 4.2 e para amplificação dos fragmentos internos dos genes 



 43 

arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqiL (ENRIGHT et al., 2000) e posterior 

sequenciamento. Todas as etapas da metodologia do MLST foram realizadas como 

descrita na página do MLST: http://saureus.mlst.net/misc/info.asp. O programa utilizado 

nas reações de amplificação foi o seguinte: desnaturação de 94°C por 4 minutos, seguido 

de 30 ciclos de uma desnaturação de 94°C por 30s, anelamento a 55°C por 30 s e uma 

extensão de 72°C por 90 s. Após o término dos ciclos, foi realizada uma extensão final 

de 72°C por 4 min. Os iniciadors utilizados foram aqueles descritos no site do MLST, e 

foram utilizados nas concentrações indicadas.  

 

4.10.1. Purificação dos produtos de PCR 

 

A purificação do produto de PCR foi realizada, utilizando o kit GFXtm PCR DNA 

and Gel Band Purificatin (Amershan Biosciences/ GE Healthcare, Little Chalfont, Reino 

Unido), de acordo com a recomendações do fabricante. O produto purificado foi 

visualizado por eletroforese em gel, como descrito no item 4.4. O DNA purificado foi 

quantificado visualmente, comparando-se a intensidade das bandas do marcador de 

tamanho low mass (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia) com as intensidades das bandas 

obtidas com as diluições realizadas com o DNA amplificado e purificado. 

 

4.10.2. Sequenciamento de DNA  

 

O sequenciamento das duas fitas, direta e reversa, foram realizados no sequenciador 

automático MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences/ GE) utilizando o kit ABI PRISM 

BigDye Terminator Cycle Sequence Ready Reaction (PE Applied Biosystem). As 

sequências obtidas foram editadas utilizando o software Chromas Lite versão 2.0 

(http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) e, posteriormente, alinhadas com 

o lócus ST correspondente, utilizando o programa de informática ClustalW 

(http://aling.genome.ip/) para alinhamentos múltiplos e, estas foram novamente editadas 

para se aparar a sequência obtida com o fragmento correspondente utilizado na tipagem 

ST do gene específico. Posteriormente, as sequências editadas dos sete loci foram 

submetidas ao site MLST para análise (http://saureus.mlst/misc/info.asp). 
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4.11. Eletroforese em gel sob campos elétricos alternados (Pulse-Field Gel 

Electrophoresis; PFGE) 

 

O método utilizado neste estudo foi previamente descrito por Soares e colaboradores 

em 2001. Resumidamente, o DNA bacteriano foi emblocado em agarose de baixo ponto 

de geleificação e digerido com a endonuclease de restrição SmaI. Ao término da digestão 

enzimática do DNA, um bloco de cada amostra foi posicionado nas canaletas do gel de 

agarose, preparado a 1% em tampão TBE (Tris-Borato 0,045 M, EDTA 0,001 M, 

pH:8,0). Os discos contendo os marcadores de peso molecular lambda ladder foram 

colocados nas canaletas localizadas nas duas extremidades do gel (New England, 

Biolabs, Ipswich, Estados Unidos).  

Terminada a aplicação dos discos, as caneletas foram seladas com agarose a 1% em 

TBE.. O gel foi submetido à eletroforese no sistema CHEF-DR III da BioRad 

(Richimond, Califórnia), com intervalos de pulsos de 1 a 30 s por 23 h, ângulo de 120°, 

temperatura de 11,3°C e voltagem de 6,0 volts/cm. O gel foi deixado em uma solução 

contendo brometo de etídio a 10µg/mL e os fragmentos de DNA visualizados como 

descrito no item 4.4. Foram utilizadas amostras padrão geneticamente relacionadas aos 

clones USA 400, USA 100/USA 800, USA 1100 e BEC. 

Os padrões de PFGE das amostras foram analisados através de critério visual 

descrito por Tenover e colaboradores (1995). Desta forma, as amostras que apresentaram 

o mesmo tamanho e número de fragmentos foram identificadas como pertencentes a um 

único clone. As cepas apresentando até três bandas de diferença foram classificadas 

como estreitamente relacionadas; amostras diferindo de quatro a seis bandas foram 

designadas como possivelmente relacionadas e amostras bacterianas contendo sete ou 

mais bandas diferentes, representativas de três ou mais alterações genéticas, foram 

consideradas não correlacionadas (TENOVER et al., 1995). 
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5. Resultados 

 

5.1 Análises da diversidade genômica das amostras de MRSA através da técnica de 

PFGE 

 

Através da análise do PFGE, utilizando o critério visual descrito por Tenover e 

colaboradores (1995), 122 do total das 131 amostras estudadas puderam ser, 

inicialmente, relacionadas aos padrões internacionais de clones circulantes utilizados: 50 

foram geneticamente relacionadas ao clone USA 400 norte-americano, o qual tem sido 

descrito como pertencente à linhagem ST1-SCCmecIV e, portanto, alocada no CC1 

(Figura 2A, linhas 11, 12 e 14; Figura 2B, linhas  3, 8 e 14); 36 relacionadas ao BEC; 

clone descrito como pertencente à linhagem ST239-SCCmecIII, alocada também no 

CC8 (Figura 2B, linhas 2, 5, 12 e 13);  17 relacionadas aos clones USA 800 (Figura 2A, 

linhas 8, e 13; Figura 2B, linha 9) e 2 relacionadas ao clone USA 100, descritos como 

pertencentes às linhagens ST5-SCCmecII/IV, respectivamente, a qual é agrupada no 

CC5 (Figura 2A, linha 6); 17 amostras relacionadas ao USA 1100, descrito como 

pertencente à linhagem ST30-SCCmecIV, alocada no CC30 (Figura 2A, linhas 3, 5 e 9; 

e Figura 2B, linha 6). Posteriormente, outras 4 amostras que havíamos classificado como 

clones esporádicos, foram relacionadas ao clone USA 600, descrito como pertence às 

linhagens ST45-SCCmecII/IV, a qual é agrupada no CC45 (Figura 2A, linha 4; Tabela 

7). Finalmente, 5 amostras apresentaram mais de 6 bandas diferentes quando 

comparadas com os padrões internacionais (07-37, 07-132, 08-17, 08-19 e 08-21). Desta 

forma, estas amostras foram agrupadas como perfis esporádicos. 

 

5.2. Teste RM 

 

O teste RM foi realizado para cada amostra clínica, conforme descrito no item 4.9. 

Através deste teste, a grande maioria das amostras (129/131, 98%) pode ser alocada em 

algum complexo clonal, conforme a seguir: CC1 (50 amostras), CC8 (36 amostras), CC5 

(19 amostras), CC30 (17 amostras), CC45 (4 amostras, Tabela 7). Dentre as 5 amostras 

esporádicas,  apenas duas  não puderam ser tipadas no teste RM, enquanto que uma foi 

alocaca ao CC5 e as outras duas alocadas ao CC8. A figura 3 mostra os resultados dos 

géis de DNA realizados com amostras padrões para os CC1, CC5, CC8, CC30 e CC45, 

os quais foram detectados neste trabalho. Todas as 50 amostras que apresentaram perfis 
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de PFGE compatíveis com o padrão de PFGE da amostra USA 400 norte-americana 

(menos que seis diferenças no PFGE) foram agrupadas no teste RM como CC1. Do 

mesmo modo, todas as 19 amostras que apresentaram padrões de PFGE semelhantes ao 

da representante das amostras USA 100/USA 800 foram alocadas no CC5 pelo teste 

RM. Similarmente, todas as 36 amostras que apresentaram padrão de PFGE similar ao 

da amostra BMB9393 (BEC) foram alocadas no CC8. Também observamos que as 17 

amostras CC30 apresentaram padrões de PFGE semelhantes ao das amostras PVL 

positivas WB69, previamente classificadas como relacionadas ao clone USA 1100 

(RIBEIRO et al., 2005). Da mesma forma, todas as 4 amostras CC45 testadas 

apresentaram PFGE semelhante ao da USA 600 (Figura 4, Tabela 7). 

 

5.3. Tipagem do SCCmec 

 

  Apesar de o PFGE ser uma técnica com excelente poder discriminativo, 

decidimos adicionar outros testes moleculares para aumentar a precisão e a 

confiabilidade de nossas análises. Além disso, amostras apresentando padrões de PFGE 

bastante semelhantes podem apresentar diferentes tipos de SCCmec e estar envolvidas 

em eventos epidemiológicos distintos. Um exemplo são as amostras relacionadas ao 

USA 100 (ST5-SCCmecII) e ao USA 800 (ST5-SCCmecIV). Deste modo, decidimos 

realizar a tipagem do SCCmec. A Figura 5 apresenta os resultados da tipagem do 

SCCmec para as amostras-padrão. Todas as 50 amostras que apresentaram CC1 

(segundo teste RM) e relacionadas ao USA 400, segundo resultados do PFGE, 

apresentaram SCCmecIV. As 36 agrupadas no CC8 e que foram classificadas como BEC 

no PFGE, apresentaram SCCmecIII. As 17 amostras classificadas como CC30 e 

relacionadas ao USA 1100 apresentaram como esperado SCCmecIV. Dentre as 19 

amostras CC5 e relacionadas aos clones USA 100/800, 17 foram classificadas como 

SCCmecIV (USA 800) e somente 2 como SCCmecII (USA 100). As 4 amostras CC45, 

com padrões de PFGE semelhantes ao do USA 600, apresentaram SCCmecII (Tabela 7 e 

Figura 6). Três amostras apresentando padrões de PFGE esporádicos (1 RM CC5 ou 2 

RM não tipáveis), apresentaram SCCmecIV. As outras duas amostras com padrões 

esporádicos e tipadas no teste RM como CC8 apresentaram e SCCmecI. 
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 5.4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

O perfil de susceptibilidade foi analisado para alguns antimicrobianos na tentativa de 

se encontrar marcadores que poderiam servir como indicativos da presença de 

determinados tipos clonais. De fato, a maioria das amostras CC8 (relacionadas ao BEC) 

apresentou resistência à ciprofloxacina (CipR, 36/36 amostras), sulfametoxazol-

trimetropim (SxTR, 35/36 amostras), tetraciclina (TetR, 33/36 amostras) e à eritromicina 

(EriR, 36/36). Sendo assim, o padrão de antibiograma CipR SxTR TetR EriR, designado 

como antibiotipo 1 (AT 1), foi o padrão mais característico deste tipo clonal (32/36; 

86%). Entretanto, outros antibiotipos (A2 e A3) foram observados, com menor 

freqüência, para amostras BEC (Tabela 7). Ao contrário do BEC, a maioria das amostras 

CC30, relacionadas ao CA-MRSA USA 1100, foram mais sensíveis aos antimicrobianos 

em questão: CipS, 17/17 amostras; SxTS, 16/17 amostras; TetS, 17/17 amostras; e EriS, 

12/17 amostras, apresentando o padrão AT4 predominante  (CipS SxTS TetS EriS) e 

outros antibiotipos (AT5 e AT6) menos prevalentes (Tabela 7). Em relação às amostras 

CC5 relacionadas ao clone USA 800, foi observado que também apresentaram, da 

mesma forma que as relacionadas ao USA 1100, ampla susceptibilidade à ciprofloxacina 

(CipS, 15/17), sulfametoxazol-trimetroprim (SxTS, 17/17) e tetraciclina (TetS, 15/17), 

porém essas amostras apresentaram de uma maneira geral resistência à eritromicina 

(EriR, 13/17), sendo o padrão AT5 predominante (CipS SxTS TetS EriR). Outros 

antibiotipos menos freqüentes (AT4, AT7, AT8 e AT9) foram também observados para 

essas amostras (Tabela 7). As amostras CC1, CC5 e CC45 estudadas, relacionadas aos 

clones USA 400, USA 100 e USA 600, respectivamente, apresentaram padrões 

semelhantes de susceptibilidade para essas drogas. USA 400: ciprofloxacina (CipR, 

50/50 amostras), sulfametoxazol-trimetropim (SxTS, 49/50 amostras), tetraciclina (TetS, 

47/50 amostras) e eritromicina (EriR, 47/50 amostras). USA 100: ciprofloxacina (CipR, 

2/2 amostras), sulfametoxazol-trimetropim (SxTS, 2/2 amostras), tetraciclina (TetS, 2/2 

amostras) e eritromicina (EriR, 2/2 amostras), e finalmente USA 600: ciprofloxacina 

(CipR, 4/4 amostras), sulfametoxazol-trimetropim (SxTS, 4/4 amostras), tetraciclina 

(TetS, 4/4 amostras) e eritromicina (EriR, 4/4 amostras), sendo o padrão principal 

designado AT8: CipR SxTS TetS EriR. Na tabela 7, os dados desses indicadores estão 

apresentados juntamente com os métodos de tipagem molecular. 
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5.5. Detecção da PVL (lukSF-pv) 

  

A PVL é considerada por muitos autores como um marcador genético de CA-MRSA 

(SAIMAN et al., 2003; VANDENESH et al., 2003; GONZALES et al., 2006). Portanto, 

achamos interessante acrescentar a detecção da PVL como um marcador, por ser um 

simples teste de PCR que poderia ser útil para diferenciar amostras CC30 e CC5, 

apresentando, predominantemente, antibiotipos A2 e A3 (CipS SxTS TetS EriS/R),  com 

objetivo de validar os resultados da tipagem pelo teste RM para tais amostras. Ao final 

das nossas análises, confirmamos a detecção da presença da PVL apenas em amostras 

relacionadas ao clone USA 1100 (Tabela 7).  

 

5.6. Detecção da enterotoxina H (seh) 

 

Dados prévios de nosso laboratório demonstraram que todas as cerca de 70 amostras 

USA 400 testadas carreavam o gene seh e que nenhuma das 250 amostras BEC 

analisadas apresentavam tal gene (GUIMARÃES & FIGUEIREDO; 2010. Dados não 

publicados). Tendo em vista que amostras pertencentes ao CC1 (USA 400) e CC5 (USA 

800) apresentam o mesmo antibiotipo predominante (A4: CipR EriR TetS SxTS) e o 

mesmo tipo de SCCmecIV, achamos interessante analisar a possibilidade de utilizar a 

detecção de seh como um marcador para diferenciar amostras dessas duas linhagens, em 

adição ao teste RM. Para confirmarmos que este lócus não era comumente encontrado 

em outros clones realizamos a detecção do mesmo nas amostras relacionadas ao clone 

USA 100, USA 600, USA 800 e USA 1100 e não detectamos a presença desse gene em 

nenhuma das amostras analisadas. 

 

5.7. Tipagem do lócus agr tipo II 

 

Tendo em vista que a maioria das amostras relacionadas aos clones USA 100 e USA 

600 apresentaram antibiotipo idêntico (A4), procuramos através de pesquisas in silico e 

na literatura científica de algum marcador molecular que pudesse diferenciar estes dois 

clones. Observamos que o lócus agr tipo II é específico para linhagens pertencentes ao 

CC5, ou seja, englobando os clones USA 100 e USA 800. Para ratificarmos este dado, 

desenhamos iniciadores específicos para este lócus e os testamos em todas as amostras 

pertencentes ao CC5 e CC45 analisadas neste trabalho, a fim de confirmarmos a 
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especificidade dos iniciadores. Observamos que para as amostras identificadas como 

CC5, obtivemos um produto de amplificação do tamanho esperado, de 160 pb, enquanto 

que para as amostras CC45 não foi observada nenhuma amplificação, como já era 

esperado, visto que apresentam agr tipo I ou IV (Figura 7).  

 

5.8. MLST 

 

Com objetivo de validar os resultados obtidos no teste RM, uma amostra de cada 

CC, como determinado pelo teste RM, foi aleatoriamente escolhida para a realização do 

MLST. O perfil alélico no MLST 2-3-1-1-4-4-3 obtido para a amostra 07-26 (PFGE 

semelhante ao BEC, SCCmecIII e  RM =  CC8) foi correspondente  ao ST239 (CC8).  

Para a amostra 08-09 (relacionada ao USA 1100 pelo PFGE, SCCmecIV e RM =  

CC30), o padrão alélico obtido no MLST foi  2-2-2-229-6-3-2, correspondente a um 

novo ST, cujo número é 1752, pertencente ao CC30. Para a amostra 07-039, obtivemos 

um perfil alélico no MLST 1-4-1-4-12-1-10, correspondente ao ST5 (CC5). Esta amostra 

foi relacionada ao USA 800 através da técnica de PFGE, apresenta SCCmecIV e RM = 

CC5. A amostra 08-65 relacionada pelo PFGE ao clone USA 400, SCCmecIV e RM = 

CC1 apresentou um perfil alélico de MLST 1-1-1-1-1-1-1, correspondente ao ST1 

(CC1). Finalmente, o padrão alélico 10-14-8-6-10-3-2 corresponde ao ST45 (CC45) e 

foi obtido para a amostra 08-23, a qual foi relacionada ao USA 600, pela técnica de 

PFGE, possui SCCmec II e  RM = CC45. Assim, os resultados do MLST validaram os 

resultados obtidos através do teste RM.  
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Tabela 7. Análise molecular e padrão predominante de susceptibilidade a 

antimicrobianos das 126 amostras relacionadas ao clone BEC, USA 400, USA 100, USA 

600, USA 800 e USA 1100 deste estudo 

 

Clone a 
  

No de 

amostras b 
 Antibiotipo c CCd mec e PVLf seh f agrII  f 

BEC 36 

  AT1 = CipR , SxTR TetR Eri R    

(32/36; 89%) 

AT2 = CipR , SxTR TetS EriR  

(3/36; 8%) 

AT3 = CipR , SxTS TetR EriR 

            (1/36; 3%) 

8 III - - - 

USA  

1100 
17 

 

AT4 =  CipS , SxTS TetS Eri S 

 (11/17; 65%) 

AT5 = CipS , SxTS TetS EriR 

(5/17; 29%) 

AT6 = CipS , SxTR TetS EriS 

(1/17; 6%) 

 

30 IV + - - 

USA 800 17 

 

AT5 = CipS , SxTS TetS Eri R 

(10/17; 59%) 

AT4 = CipS , SxTS TetS EriS 

(3/17; 18%) 

AT7 = CipS , SxTS TetR EriR 

(2/17; 12%) 

AT8 = CipR , SxTS TetS EriR 

(1/17; 6%) 

AT9 = CipR , SxTS TetS EriS     

(1/17; 6%) 

 

5 IV - - + 
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Tabela 7. continuação 

 

Clonea 

 

No de 

amostrasb 
Antibiotipo –AT c CCd mec e PVLf seh f agrII f 

USA 400 50 

 

 AT8 =CipR , SxTS TetS Eri R 

(44/50; 88%) 

AT1= CipR , SxTR TetR EriR 

(1/50; 2%) 

   AT3 = CipR , SxTS TetR EriR 

               (2/50; 4%) 

AT9= CipR , SxTS TetS EriS     

(3/50; 6%) 

 

1 IV - + - 

USA 100 2 

 

AT8 = CipR , SxTS TetS EriR 

            (2/2; 100%) 

 

5 II - - + 

USA 600 4 

  

AT8 = CipR , SxTSTetS  EriR 

     (4/4; 100%) 

 

45 II - - - 

a Clones definidos pela técnica de pulse-field gel electrophoresis (PFGE) 

b  As 5 amostras classificadas como esporádicas não foram incluídas nesta tabela. 
cAT, antibiotipo. Ciprofloxacina, Cip; sulfametoxazol trimetoprim, SxT; tetraciclina, Tet 

e eritromicina,  Eri. Foram marcados em negrito os antibiotipos predominantes.  
dCC, complexo clonal, como determinado pelo teste RM (COCKFIELD et al., 2007). 
e mec; tipagem de SCCmec (BOYE et al., 2007) 
fDetecção dos genes que codificam para leucocidina de Panton-Valentine (PVL), 

enterotoxina H  (seh) e para o agr tipo II (JARRAUD et al., 2002, GUIMARÃES & 

FIGUEIREDO, 2010, dados não publicados). 
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Figura 2A. PFGE de amostras representativas dos principais clones internacionais 

de MRSA e de amostras deste estudo. A. Linha 1: marcador de peso molecular λ-ladder; 

2: amostra 08-19 (clone esporádico); 3: 08-20 (relacionada ao clone USA 1100); 4: 08-

23 (relacionada ao clone USA 600); 5: 08-25 (relacionada ao USA 1100), 6: 08-26 

(relacionada ao USA 100); 7: amostra padrão representativa do clone USA 400; 8: 

amostra padrão representativa do clone USA 800; 9: amostra padrão representativa do 

clone USA 1100; 10: amostra padrão representativa do BEC; 11: 08-28 (relacionada ao 

USA 400); 12: 08-36 (relacionada ao USA 400); 13: 08-40 (relacionada ao USA 800); 

14: 08-41 (relacionada ao USA 400) e 15: marcador de peso molecular λ-ladder.   
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Figura 2B. Linha 1: marcador de peso molecular λ -ladder; 2: 07-26 (relacionada 

ao clone BEC); linha 3: 07-29 (relacionada ao USA 400); 4: 07-37 (esporádica); 5: 07-

38 (relacionada  ao BEC); 6: amostra representativa do clone USA 1100; 7: marcador de 

peso molecular λ-ladder; 8: amostra representativa do clone USA 400; 9: amostra 

representativa do clone USA 800; 10: amostra representativa do clone BEC; linha 11: 

07-39 (relacionada ao clone USA 800); 12: 07-63 (relacionada ao clone BEC); 13: 07-

76 (relacionada ao clone BEC); 14: 07-127 (relacionada ao USA 400). 



 54 

 

 

 

 

 

                                

 

 

 

Figura 3. Resultados obtidos com o teste RM utilizando amostras padrão. Linha 1: 

Padrão de tamanho molecular 100 pb; 2: CC30 (amostra WB69, represetativa do clone 

USA 1100); 3: C- (controle negativo); 4: CC45 (amostra USA 600);  5: CC1 (amostra 

USA 400); 6: CC1 (amostra USA 400); 7: CC8 (amostra BMB9393; representativa do 

BEC); 8: CC5 (amostra USA 100); 8: Padrão de tamanho molecular 100pb. 
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Figura 4. Tipagem através do teste RM das quatro amostras de MRSA deste trabalho 

pertencentes ao clone USA 600.  
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Figura 5. Tipagem SCCmec para as amostras padrão. Linha 1: padrão de peso 

molecular 100 pb; 2: amostra USA 100 (SCCmecII); 3: amostra BMB9393, 

representativa do BEC (SCCmecIII), 4: USA 500, representativa do clone Ibérico 

(SCCmec I); 5: amostra USA 800 (SCCmecIV); 6: USA 400 (SCCmecIV); 7: amostra 

WB69, representativa do USA 1100 (SCCmecIV); 8: controle negativo. 
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Figura 6. Tipagem do SCCmec das amostras relacionadas ao clone USA 600. Linha    

1: amostra 08-23; 2: 08-30; 3: 08-44; 4: 08-62; 5: padrão de peso molecular 100 pb. 
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Figura 7. Detecção do agr tipo II em amostras CC45 e CC5. 
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6. Discussão 

 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (MRSA) representam um grave 

problema de saúde pública. Tais microrganismos, além de estar entre os mais 

importantes agentes de infecções comunitárias, são, globalmente, os principais 

patógenos em infecções associadas aos cuidados à saúde - IACS (APEELBAUM, 2006; 
PLATA, ROSATO & WEGRZYN, 2009). Dados do Center for Disease Control and 

Prevention (CDC), dos EUA, relatam que em 2005, naquele país, foram registradas 

cerca de 100.000 infecções invasivas causadas por MRSA, resultando em um total de 

19.000 mortes - número este superior ao de óbitos causados pelo vírus HIV, nos EUA, à 

época do estudo (TAUBES, 2008). 

Desta forma, pesquisas visando o desenvolvimento de novos métodos de detecção de 

MRSA, através de técnicas de DNA, têm resultado no aumento da precisão e rapidez 

desses diagnósticos, o que é de extrema importância para a adoção de medidas 

terapêuticas e controles efetivos e imediatos das doenças associadas (HARBARTH, 

2006). Paralelamente, métodos de genotipagem têm sido amplamente utilizados, com o 

objetivo de se rastrear linhagens específicas de MRSA, uma vez que estas podem 

apresentar características clinico-epidemiológicas e de resistência aos antimicrobianos 

bastante distintos (HARBARTH, 2006; OTTER & FRENCH, 2010). Dentre as técnicas 

mais utilizadas para este fim incluem-se o PFGE, a tipagem do gene spa e o MLST 

(TENOVER et al., 1995; FRENAY et al., 1996; ENRIGHT et al., 2000). O PFGE é 

considerado um dos principais métodos de genotipagem molecular dos MRSA, em 

virtude do seu amplo poder discriminativo. No entanto, desvantagens em relação à 

utilização desta técnica não podem ser descartadas, dentre elas o fato de ser laboriosa, de 

levar em média uma semana para ser concluída e apresentar custo elevado 

(STRANDÉN, FREI &  WIDMER, 2003). Além disso, muitas vezes a comparação dos 

pulsotipos de diferentes géis torna-se complexa, já que pequenas variantes podem 

acarretar em alterações na migração das bandas através das malhas do gel de agarose. 

Portanto, torna-se ainda mais difícil a análise de dados de laboratórios diferentes. As 

técnicas de SPA e de MLST, por sua vez, dependem de sistemas de seqüenciamento de 

DNA (FRENNAY et al., 1996; ENRIGHT et al., 2000). Tal tecnologia é de certa forma 

laboriosa, demorada e apresenta custos ainda muito elevados para ser utilizada 

rotineiramente (DAVIS et al., 2003).    
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Devido às desvantagens citadas, metodologias de genotipagem mais simples e 

rápidas, envolvendo, por exemplo, a técnica de PCR, vem sendo descritas  

(STRANDÉN, FREI &  WIDMER, 2003; DIEP, PERDREAU-REMINGTON & 

SENSABAUGH, 2003; STRUELENS & DENIS, 2006). O teste RM é um desses 

exemplos e visa à alocação de amostras de MRSA nos complexos clonais mais 

frequentemente disseminados no mundo, utilizando simples reações de PCR 

(COCKFIELD et al., 2007). Cabe ressaltar que o termociclador já é um equipamento 

presente em laboratórios de muitos hospitais e seria bastante interessante se um teste 

simples, capaz de alocar amostras de MRSA até o nível de complexo clonal, pudesse ser 

utilizado rotineiramente, visto que poucos clones de MRSA fazem parte de um mesmo 

CC (ENRIGHT et al., 2000; COCKFIELD et al., 2007, DEURENBERG & 

STOBBERINGH, 2008). Devido à ausência, na maioria dos hospitais, de estrutura 

laboratorial para a realização de diagnósticos moleculares mais robustos, como o PFGE, 

a tipagem até o nível de clones das amostras clínicas de MRSA não é geralmente 

realizada e, desta forma, protocolos de terapia antimicrobiana empírica não são 

corretamente estabelecidos. Consequentemente, o paciente pode não receber 

prontamente o tratamento mais adequado para debelar sua infecção. Por outro lado, o 

conhecimento dos clones de MRSA circulantes em um hospital é de fundamental 

importância para o controle da disseminação desses microrganismos no ambiente 

hospitalar (HARBARTH, 2006; APPELBAUM, 2006). 

Deste modo, achamos interessante aferir a sensibilidade, especificidade e 

confiabilidade do teste RM para estudos de genotipagem. Para tanto, utilizamos 

amostras de MRSA isoladas em hospitais no Rio de Janeiro, entre os anos de 2007 e 

2008. Este método se fundamenta na utilização de marcadores moleculares (os genes 

hsdS1 e hsdS2), os quais são conservados entre amostras de um mesmo CC, mas diferem 

entre amostras de CC diferentes (COCKFIELD et al., 2007). Esta característica permite 

alocar amostras geneticamente semelhantes nos principais complexos clonais circulantes 

no mundo: CC1, CC5, CC8 , CC22, CC30 e CC45.  

Ao final da análise das 126 amostras de MRSA que apresentavam padrões de PFGE 

bem conhecidos, por serem clones circulantes em nosso país, concluímos que o teste RM 

mostrou-se bastante sensível e específico para a classificação dessas amostras em seus 

respectivos CC. Os resultados obtidos foram condizentes tanto com os perfis de restrição 

gerados pelo PFGE como com os dados da tipagem do SCCmec obtidos para cada 

amostra (TENOVER et al., 1995; BOYE et al., 2007). Ou seja, todas as 50 amostras que 
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apresentaram pulsotipos relacionados ao clone USA 400, ou seja, com até seis bandas de 

diferença no PFGE em relação à cepa padrão utilizada e carreavam SCCmecIV foram, 

corretamente, alocadas no CC1 pelo teste RM. Da mesma forma, as 17 amostras que 

apresentaram pulsotipos relacionados aos clones USA 1100 e presença do SCCmecIV 

foram alocadas no CC30. Similarmente, todas as 19 amostras relacionadas ao clone USA 

100/USA 800 no PFGE e que apresentaram SCCmecII/IV foram corretamente 

classificadas como CC5. Por fim, as 36 amostras relacionadas ao clone BEC, quanto aos 

pulsotipos apresentados e que carreavam SCCmecIII foram alocadas no CC8 pelo teste 

RM. Tais resultados indicam 100% de especificidade para a identificação dos CCs 

relativos aos clones USA 100, USA 400, USA 800, USA 1100 e BEC, os quais já foram 

descritos como circulantes, não somente, em diversas regiões de nosso país, mas 

também em diversos países do mundo (TEIXEIRA et al., 1995, RIBEIRO et al., 2005; 

SOUSA-JUNIOR  et al., 2009; SILVA-CARVALHO et al., 2009;  CURY et al., 2010; 

RODRÍGUEZ-NOBREGA et al., 2010). O padrão de PFGE de 4 amostras não resultou 

em um perfil compatível com linhagens de MRSA circulantes em nosso país e por isso 

foram também consideradas, inicialmente, como clone esporádico. Entretanto, buscamos 

na literatura científica perfis de bandas de PFGE que se assemelhassem ao observado 

para essas amostras, as quais foram classificadas pelo teste RM no CC45. De fato, 

através da comparação entre os tamanhos dos fragmentos SmaI gerados chegamos à 

conclusão que tais amostras eram relacionadas ao clone USA 600 (ST45-SCCmecII), o 

qual tem sido denominado também, por alguns autores, como clone Berlim 

(McDOUGAL et al., 2003, WANNET et al., 2004). Portanto, o teste RM classificou 

corretamente essas amostras no CC45.  

É interessante ressaltar que, até o momento, não havia sido relatada a presença deste 

clone em hospitais brasileiros. Amostras CC45 emergiram em Berlim, na Alemanha, em 

1993, apresentando SCCmecIV. Por este motivo receberam o nome de clone Berlim. 

Hoje, porém, tais amostras estão amplamente disseminadas em diversos outros países 

europeus como Áustria, Bélgica, Holanda, Espanha, Reino Unido. Interessantemente, 

amostras CC45 encontradas nos EUA carreiam SCCmecII, o qual foi também observado 

nas amostras CC45 detectadas neste estudo (MCDOUGAL et al., 2003, WANNET et 

al., 2004, DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008). Visando a confirmação desses 

resultados, realizamos o MLST para uma dessas amostras (08-23) e observamos que esta 

apresentou ST45, validando, mais uma vez, os resultados obtidos através do teste RM. 
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Outras 5 amostras (07-37, 07-132, 08-17, 08-19 e 08-21) também apresentaram 

pulsotipos considerados esporádicos e diferentes uns dos outros, com exceção das 

amostras 08-17 e 08-21 que apresentaram perfis idênticos. Em relação à detecção do CC 

pelo teste RM, a amostra 07-132 foi alocada no CC5 e as amostras 08-17 e 08-21 foram 

alocadas ao CC8, e as outras duas amostras foram não tipáveis. As amostras 07-132, 07-

37 e 08-19 apresentaram SCCmecIV, enquanto que as amostras 08-17 e 08-21 

apresentam SCCmecI .  

Deste modo, concluímos que o teste RM demonstrou elevada especificidade (100%), 

alocando em CC todas as 126 amostras com perfis de PFGE conhecidos, e sensibilidade 

de cerca de 98,5 %, alocando 129 das 131 amostras analisadas aqui em complexos 

clonais. Realizamos o MLST para uma amostra representante de cada CC e obtivemos o 

mesmo resultado obtido pelo teste RM, validando, desta forma, tais análises.   

Neste estudo, obtivemos amostras representantes de todos os complexos clonais 

passíveis de identificação pelo RM, com exceção do CC22. Um dos clones 

internacionais alocados no CC22 é o EMRSA 15. O mesmo é prevalente em hospitais no 

Reino Unido e vem sendo detectado em outras regiões européias da Alemanha, Bélgica, 

Espanha e Portugal, além de ter sido encontrado também na Austrália e Nova Zelândia 

(MURCHAN et al., 2003; O’BRIAN et al., 2004; CONCEIÇÃO et al., 2010). Um outro 

clone passível de identificação pelo teste RM e que também não foi identificado em 

nossas análises é o EMRSA 16 ou USA 200 (AMORIM et al., 2007). Este clone 

também está disseminado em diversas regiões européias e também vem sendo detectado 

no Canadá e no México. O EMRSA 16 pertence ao CC30, mas apresenta uma ST36, se 

diferenciado, deste modo, do USA 1100, que é ST30. Além disso, ambos difererem em 

relação ao SCCmec, visto que o USA 1100 carreia o tipo IV enquanto que o USA 

EMRSA 16 carreia o tipo II (AMORIM et al., 2007, DEURENBERG et al., 2009). A 

ausência do EMRSA 15 e do EMRSA16 em nossas análises está de acordo com o 

contexto epidemiológico brasileiro, visto que a presença destes clones não foi, ainda, 

observada em nossos hospitais (TEIXEIRA et al., 1995, RIBEIRO et al., 2005;  SILVA-

CARVALHO et al., 2009; SOUSA-JUNIOR et al., 2009; CURY et al., 2010). 

A fim de aumentarmos a confiabilidade dos resultados obtidos pelo teste RM, 

estudamos a possibilidade de se acrescentar alguns poucos marcadores. Apesar do 

número limitado de amostras aqui estudadas, uma vez que o antibiograma é um teste de 

rotina em laboratórios clínicos, achamos interessante acrescentar, como um dos 

primeiros parâmetros a serem analisados, o perfil de susceptibilidade aos 
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antimicrobianos (antibiotipo). Nossas análises indicaram que a susceptibilidade a quatro 

antimicrobianos (Cip, SxT, Tet e Eri) poderia ser extremamente útil para uma 

classificação inicial dos MRSA de acordo com os antibiotipos obtidos. Um total de oito 

antibiotipos diferentes foram detectados para todas as amostras testadas (Tabela 7). 

Entretanto, observamos que os clones de MRSA estudados puderam ser agrupados em 4 

antibiotipos principais (AT1, AT4, AT5 e AT8), quanto à susceptibilidade concomitante 

a essas quatro drogas. Observamos que para o BEC, o perfil predominante encontrado 

(AT1) foi de resistência aos quatro antibióticos em questão - CipR SxTR TetR EriR (32/36; 

89%). Cabe ressaltar que este clone adquiriu uma série de genes que conferem resistência 

múltipla a diferentes classes de antimicrobianos (TEIXEIRA et al., 1995; OLIVEIRA et 

al., 2001). Estudos anteriores demonstraram o isolamento de amostras BEC 

apresentando-se susceptíveis somente à vancomicina e, na região Nordeste do país, já foi 

apontada a emergência de uma subpopulação, relacionada a este clone, apresentando 

resistência heterogênea à vancomicina e teicoplanina.(TEIXEIRA et al., 1995, SOARES 

et al., 2001, RODRÍGUEZ-NOBREGA et al., 2010). Assim, a presença de 

susceptibilidade tipo AT1 (em nosso meio) seria forte indicativo de que a amostra 

analisada poderia ser relacionada ao BEC. Adicionalmente, para confirmação, além do 

teste RM (que alocaria essas amostra no CC8), sugerimos que fosse confirmada, através 

de PCR, a presença nessas amostras do SCCmecIII, visto que o BEC carreia este 

elemento e este não tem sido verificado em outras linhagens circulantes no mundo 

(Tabela 7 e 8; TEIXEIRA et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2001; ENRIGHT et al., 2002, 

RODRÍGUZ-NOBREGA et al., 2010).   

A grande maioria das amostras relacionadas ao USA 1100 foram alocadas nos AT4 e 

AT5 (Tabela 7), sendo que a maior parte delas (11/17; 65%) no AT4, ou seja, 

apresentaram susceptibilidade a todas as quatro drogas (CipS SxTS TetS EriS). Uma 

menor percentagem dessas amostras (5/17; 29%) foram alocadas no AT5 (CipS SxTS 

TetS EriR).  Ao contrário, as amostras relacionadas ao clone USA 800, foram 

classificadas em sua maioria como AT5 (10/17; 59%), apresentando resistência apenas à 

eritromicina e somente 18% (3/17) dessas amostras foram alocadas no AT4 (Tabela 7). 

Portanto, no caso de uma amostra apresentar AT4, este dado seria um bom indício de 

que esta poderia estar relacionada ao USA 1100. No entanto, 5 das amostras USA 1100 

testadas apresentaram resistência à eritromicina e este fenótipo já foi observado em 

amostras deste clone isoladas em um hospital de Porto Alegre (SCRIBEL et al., 2009). 

Portanto, o AT5, apesar de mais raro, também pode ser detectado, com relativa 
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frequência, entre amostras USA 1100. Adicionalmente, AT4 e AT5 foram, como 

relatamos acima, observados em amostras relacionadas ao clone USA 800, sendo porém 

AT5 o padrão predominante. Por outro lado, observamos que todas as amostras 

relacionadas ao clone USA 1100 (CC30) foram positivas para a presença do lócus 

luKSF-pv. Desta forma, para que possamos distinguir, com mais certeza, amostras 

relacionadas ao USA 800 daquelas relacionadas ao USA 1100 sugerimos que além do 

teste RM, que deverá alocar as amostras como CC30 (se forem relacionadas ao USA 

1100) ou CC5 (se forem relacionadas ao USA 800), seja também realizada a detecção 

por PCR do lócus lukSF, que codifica a PVL (Tabela 7 e 8). Neste estudo, este lócus foi 

encontrado apenas em amostras relacionadas ao clone USA 1100, tendo o mesmo sido 

observado nas amostras isoladas na região sul do Brasil (RIBEIRO et al., 2005;  

SCRIBEL et al., 2009) e nas isoladas em outras partes do mundo (OTTER & FRENCH, 

2010). Assim, a detecção por PCR do lócus lukSF-pv foi introduzido em nossas análises, 

para fornecer maior segurança à alocação de amostras pelo teste RM no CC30. 

Vale a pena alertar que em outros países já foram observadas amostras CC5 

carreando lukSF, como relatado na Argentina (SOLA et al., 2008). Neste caso, um PCR 

alternativo poderia ser acrescentado no lugar da PVL, como por exemplo, a detecção do 

polimorfismo agr, uma vez que as amostras CC5 testadas, até o momento, foram 

descritas como apresentando polimorfismo agrII, enquanto que as ST30 apresentam 

polimorfismo agrIII (DE SOUZA et al., 2005). Portanto, fica claro que a escolha do 

marcador a ser utilizado para validação do teste RM deverá depender das características 

específicas dos clones predominantes na área geográfica examinada.  

Com relação ao antibiograma dos MRSA pertencentes aos clones USA 100 (CC5), 

USA 400 (CC1) e USA 600 (CC45), nossos resultados alocaram a maioria dessas 

amostras em um mesmo antibiotipo AT8, ou seja, apresentaram resistências 

concomitantes a Cip e Eri e sensibilidades ao SxT e Tet. Apesar do número total de 

amostras estudadas relacionadas ao USA 100 e USA 600 ter sido pequeno (6 amostras), 

todas apresentaram padrão AT8, assim como 44 de 50 (88%) das amostras relacionadas 

ao USA 400 (Tabela 7). A tipagem do SCCmec (como marcador adicional) não seria, 

neste caso, muito elucidativa, visto que tanto o USA 100 quanto o USA 600, circulantes 

em nosso meio, carreiam o SCCmecII. Porém, cabe acrescentar que este teste poderia ser 

introduzido caso desejássemos confirmar se o CC5 (de acordo com o teste RM) seria, 

realmente, um representante do clone USA 100 (ST5-SCCmecII), ou se não poderia ser 

uma amostra relacionada ao USA 800 (ST5-SCCmecIV), apresentando um padrão 
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atípico de resistência à Cip.  Procuramos na literatura científica um marcador adicional 

que pudesse diferenciar amostras USA 100 das demais amostras agrupadas no AT8 e 

achamos útil introduzir a detecção do lócus agr II, através de PCR, visto que o clone 

USA 600 carreia o agr tipo IV ou I, o USA 400 agr III, enquanto que destes somente o 

USA 100 carreia o tipo II (JARRAUD et al., 2000, STROMMENGER et al., 20003, DE 

SOUZA et al., 2005). Desta forma, desenhamos iniciadores, tendo como base as 

sequências do agrBD da cepa Mu50, sabidamente pertencente ao CC5 e testamos para 

todas as nossas amostras genotipadas como CC5. Observamos que para todas elas houve 

uma amplificação de um fragmento de 160 pb, como esperado. Como controle negativo 

do set de iniciadores, testamos também para as amostras CC45 e não obtivemos 

produtos de amplificação, como já era esperado, visto que apresentam agr tipo I ou IV.  

As enterotoxinas estafilocócicas (SE) são superantígenos e, portanto, se ligam à 

porção externa do complexo de histocompatibilidade de classe II (MHC de classe II), 

presente nas células apresentadoras de antígeno, ocasionando uma proliferação 

policlonal de células T, gerando, consequentemente, produção elevada de citocinas pró-

inflamatórias, podendo levar à síndrome do choque tóxico (OMOE et al., 2005). Um 

estudo anterior do nosso laboratório, realizado com amostras relacionadas ao clone USA 

400, revelou que todas as amostras analisadas carreiam o gene seh e, portanto, 

consideramos a presença deste gene um marcador molecular da presença de amostras 

relacionadas ao USA 400 em nosso país (GUIMARÃES et al., dados não publicados). 

Igualmente, este lócus também foi encontrado em amostras ST1-SCCmecIV isoladas nos 

Estados Unidos e na Coréia do Sul, não sendo, entretanto, comum em outros clones 

internacionais circulantes de MRSA (VANDENESCH et al., 2003, CHA et al., 2005, 

DE MIRANDA et al., 2007). A SEH parece possuir elevada afinidade de ligação ao 

MHC de classe II, sendo considerada como o superantígeno mais potente (AGWU et al., 

2007). Sabe-se também que a SEH é muito detectada em casos de intoxicação alimentar 

(OMOE et al., 2002; JORGENSEN et al., 2005). Como todas as amostras relacionadas 

ao USA 400 (alocadas como CC1 no teste RM), estudadas até o momento, apresentam o 

gene seh, achamos interessante, por todos os motivos citados, adicionar a detecção deste 

gene, através de PCR, ao esquema de identificação proposto, visando diferenciá-las, 

principalmente das amostras USA 600, alocadas no AT8 juntamente com as USA 400 e 

USA 100 (estas últimas diferenciadas das demais pela presença do agr II), e diferencia-

las das amostras USA 800 alocadas (principalmente) no AT5 (Tabela 7). Os iniciadores 
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utilizados foram específicos e somente demonstraram amplificações para as amostras, 

deste trabalho, que foram alocadas no CC1.   

O CC1 foi inicialmente observado na Austrália, em comunidades remotas, sendo 

denominado primeiramente como clone WA1 (ST1-SCCmecIV e PVL negativo). Nos 

EUA, o clone ST1-SCCmecIV, denominado então USA 400, aparece como agente 

causador de infecções comunitárias e, diferentemente do WA1, é produtor da PVL 

(UDO, PEARMAN & GRUBB,1993; DAILEY et al., 2005). A presença desta citolisina, 

juntamente com a presença do SCCmecIV, é considerada, por muitos autores, como 

características importantes de linhagens CA-MRSA, ou seja, marcadores moleculares 

encontrados na maioria dessas amostras (VANDENESH et al., 2003). No entanto, um 

estudo realizado entre os anos de 2000 e 2005 com amostras relacionadas ao clone USA 

400 isoladas no Canadá revelou que essas amostras CC1 apresentaram perfis tanto 

positivos como negativos para a presença dos genes que codificam para PVL, sendo o 

perfil negativo o prevalente (ZHANG et al., 2008).  Todas as amostras brasileiras 

analisadas relacionadas ao clone CC1 não apresentaram este lócus.  

Resumindo, amostras AT8 positivas para seh devem ser alocadas pelo teste RM no 

CC1 (geneticamente relacionadas ao USA 400). Por outro lado, esperamos que amostras 

AT8, que amplificaram com os iniciadores agr II e apresentaram SCCmecII, sejam  

classificadas pelo teste RM como CC5 e geneticamente relacionadas ao clone USA 100 

ou, se apresentarem SCCmecIV, relacionadas ao USA 800. Já as amostras AT8, 

agrupadas como CC45 (relacionadas ao clone USA 600), devem ser tipicamente agr II e 

seh negativas (Tabela 7 e 8).  

Apesar de não termos detectado amostras relacionadas ao CC22, Cockfield e 

coladoradores (2007), em seu trabalho original, citam, como um marcador adicional, o 

teste fenotípico da detecção da urease para distinguir amostras CC22, que normalmente 

são urease negativas, de amostras CC1, CC5, CC30 e CC45, que normalmente são 

urease positivas. Já em relação ao CC8, o teste da uréase mostrou-se variável 

COCKFIELD et al., 2007). O teste da urease já foi utilizado em outros estudos para a 

identificação rápida de amostras EMRSA 15 (CC22; RICHARDSON & REIT 1993; 

UDO, AL-SWEIH & NORONHA, 2006). Portanto, para distinguir amostras 

relacionadas ao EMRSA 15, das amostras relacionadas ao BEC, que não apresentam um 

padrão quanto à presença ou não da urease, poderia ser realiza a tipagem do SCCmec, 

visto que amostras ralecionadas ao ERMSA 15 carreiam o SCCmec tipo IV enquanto 

que amostras BEC carreiam o tipo III (UDO, AL-SWEIH & NORONHA, 2006). 
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Não obstante termos ressaltado as vantagens do teste RM, como um método rápido e 

sensível para estudos epidêmico moleculares (cuja confiabilidade aumenta com o 

acréscimo de alguns poucos marcadores, aqui sugeridos), é importante ressaltar, mais 

uma vez, que seu uso se aplica apenas na identificação das principais linhagens de 

MRSA circulantes no mundo (CC1, CC5, CC8, CC22, CC30 e CC45). Obviamente, não 

podemos descartar técnicas como o MLST, que traça a história evolutiva das diferentes 

linhagens de MRSA, uma vez que é baseado em sequenciamentos de segmentos de 7 

genes conservados dos S. aureus. Igualmente, no caso da avaliação de surtos fechados de 

curta duração, não é recomendado, da mesma forma, desconsiderar o PFGE, já que 

alterações nos perfis de bandas observadas em um gel poderiam indicar ocorrências de 

inserções ou deleções de elementos genéticos móveis, os quais podem conferir 

resistência aos antimicrobianos ou genes de virulência, sendo esta, portanto, uma técnica 

recomendada para um estudo temporal destas linhagens. (TENOVER et al., 1995; 

ENRIGHT et al., 2000; MCDOUGAL et al., 2003).  

No entanto, não podemos deixar também de acrescentar que esta metodologia é útil, 

principalmente, para triagens iniciais, em estudos de genotipagem com números 

elevados de amostras, sobretudo quando a epidemiologia molecular das amostras 

circulantes na região é conhecida. Portanto, é aconselhável que após a realização do teste 

RM, amostragens de cada CC sejam selecionadas, aleatoriamente, de forma a serem 

confirmadas com outros métodos de tipagem molecular como, por exemplo, PFGE, spa, 

e/ou MLST, dependendo das finalidades do estudo proposto.  

O acréscimo das modificações propostas no teste RM, visando á introdução de 

determinados marcadores com o objetivo de validar o teste, é, a nosso ver, 

extremamente, importante para acrescentar confiabilidade a este teste, principalmente, 

por ser um método baseado na técnica de PCR, a qual está sujeita a erros de 

conhecimento notório.  Por outro lado, a escolha dos marcadores adequados dependerá 

do cenário epidemiológico regional, uma vez que o RM identifica complexos clonais e 

não linhagens de MRSA específicas. Os marcadores aqui escolhidos (SCCmec, PVL, 

polimorfismo agr II e seh) se enquadram no contexto epidemiológico observado em 

hospitais da cidade do Rio de Janeiro, e do Brasil (TEIXEIRA et al., 1995; RIBEIRO et 

al., 2005; SOUSA-JUNIOR et al., 2009; SILVA-CARVALHO  et al., 2009,  CURY et 

al., 2010) e, provavelmente, de muitas cidades do mundo (Tabela 7 e 8; OTTER & 

FRENCH, 2010; RODRÍGUEZ-NOBREGA et al., 2010). Porém, é provável que não 

sejam adequados para áreas geográficas onde clones diferentes dos encontrados aqui 



 68 

sejam predominantes. Entretanto, linhagens internacionais específicas de MRSA têm 

sido bem caracterizadas, o que facilita a escolha de um marcador adicional (OTTER & 

FRENCH, 2010; RODRÍGUEZ-NOBREGA et al., 2010). 

Outra questão que não poderia deixar de ser abordada é o fato de que, apesar de 

determinados clones de MRSA apresentarem padrões de susceptibilidade semelhantes, a 

resistência a um ou outro antimicrobiano pode variar dependendo da região geográfica, 

e, portanto, tal variação tem que ser consideradas, mas não anula a utilidade das análises 

do antibiotipo (CONCEIÇÃO et al., 2010; OTTER & FRENCH, 2010; RODRÍGUEZ-

NOBREGA et al., 2010). A definição dos antibiotipos é de suma importância, visto que 

pode nos indicar qual o clone de MRSA provável, e assim servir como um marcador de 

validação dos resultados obtidos no teste RM. 

Tendo em vista todos os aspectos analisados, sugerimos uma nova metodologia para 

triagem epidemiológico-molecular baseada no teste RM e na adição de marcadores 

específicos para os clones locais circulantes, de forma a validar o primeiro. Tal 

metodologia inclui técnicas simples, como antibiograma e PCR e, portanto, poderia ser 

utilizada em laboratórios clínicos hospitalares, uma vez que a maioria já realiza 

antibiograma e possui termocicladores. Deste modo, o uso dessa metodologia poderia 

fornecer, rapidamente, dados precisos às comissões de controle de infecção hospitalar 

(CCIH), com relação aos clones circulantes naquele nosocômio, o que seria, 

extremamente, importante para o controle e tratamento efetivo das infecções causadas 

pelos MRSA. Além disso, o uso dessa metodologia seria útil como uma triagem 

preliminar em estudos de epidemiologia molecular, principalmente quando um grande 

número de amostras for analisado, em regiões onde os CC1, CC5, CC8, CC22, CC30 e 

CC45 predominam. 
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Tabela 8. Resumo da metodologia proposta para triagem genotípica de amostras de 

MRSA isoladas no Rio de Janeiro tendo como base o teste RM. 

Antibiotipo  
Clone 

mais provável 
RMb Marcadoresc 

CipR SxTR TetR EriR (AT1)a 

 

BEC 

 

 

CC8 

 

 

SCCmecIII 

 

 

CipS SxTS TetS EriS (AT4) 

 

 

 USA 1100 

 

 

CC30 

 

PVL + d 

    CipS SxTS TetS EriR (AT5)  USA 800 CC5 PVL – e,f 

CipR SxTS TetS EriR (AT8) 

 

 

USA 100 

 USA 400 

 USA 600 

 

 

CC5 

CC1 

CC45 

 

 

agrII+ f 

seh+ 

agrII -, seh- 

 
a AT:  Antibiotipo. 
bRM: restriction modification test (COCKFIELD et al., 2007). 
cMarcadores: testes de PCR adicionais, sugeridos neste estudo, visando a tipagem do 
SCCmec, detecção dos genes lukSF, que codificam para a leucocidina de Panton-
Valentine (PVL), do polimorfismo agr tipo II e da presença ou ausência do gene seh, 
que codifica para a enterotoxina estafilocócica H (SEH).  
d +: presença; -: ausência. 
eAmostras CA-MRSA (ST5-SCCmecIV) isoladas na Argentina (Córdoba), portanto 
relacionadas ao USA 800, podem apresentar genes lukSF (SOLA et al., 2008).  Neste 
caso, o teste para o polimorfismo agr II poderia ser aqui acrescentado, além da PVL, 
visto que CC5 possui o polimorfismo agr II. 
fA detecção do SCCmec pode ser desejável, visto que amostras CC5 apresentam, 
geralmente, SCCmecII (USA 100) ou SCCmecIV (USA 800).  
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

