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ABSTRACT  

 
Staphylococcus aureus is a Gram-positive cocci in the Micrococcaceae family, that can 

be found as a commensal or pathogenic agent in humans. Nowadays, S. aureus is 

recognized as one of the main agents of community and hospital infections. This study 

aimed at identifying the main S. aureus lineages causing pediatric (<18 years) invasive 

infections in Portugal, evaluating antimicrobial susceptibility and the distribution of 

virulence genes. A total of 205 isolates were recovered from blood (n=180), synovial 

fluid (n=12) or other normally sterile fluids/tissues (n=13) in 10 Portuguese hospitals 

between 2015 and 2020. Genomic sequences (Illumina) were obtained for all isolates. 

Multilocus sequence typing (MLST) profiles, virulence and antimicrobial resistance 

genes were identified from the genomic sequences. Antimicrobial susceptibility to 

fourteen antimicrobial agents was determined by disk diffusion or E-test.. 

Isolates belonged to 36 sequence types grouped into 17 clonal complexes (CCs) and one 

singleton. CC398 (16.6%), CC30 (16.1%), CC5 (13.7%) and CC45 (10.7%) were the 

most frequent CCs. Overall penicillin resistance was 87.3% and methicillin-resistant S. 

aureus (MRSA) strains accounted for 17.1% (n=35) of the isolates, with SCCmec types 

IV (n=17), VI (n=8) and II (n=8) being identified. MRSA isolates belonged to CC5 

(51.4%), CC22 (31.4%), CC8 (11.4%), CC72 and CC152 (2.9% each). Resistance to 

other antimicrobial agents included erythromycin (29.8%), clindamycin (28.8%), 

norfloxacin (15.1%), fusidic acid (7.3%) or gentamicin (6.8%). Panton-Valentine 

leucocidin (PVL) genes were detected in 10 isolates (4.9%), including two MRSA. Toxic 

shock syndrome toxin-1 gene was found in 15.6% (n=32) of the isolates while exfoliative 

toxins ETA (2.9%) and ETB (2.4%) genes were carried by a minority of isolates, despite 

the severity of some cases. S. aureus causing pediatric invasive infections in Portugal 

showed considerable diversity, albeit representing widely disseminated lineages. 

 

Keywords: Staphylococcus aureus, invasive pediatric infections, antibiotic resistance, 

MRSA, MSSA. 

  



 

v 

 

RESUMO 

 
Staphylococcus aureus são cocos Gram-positivos da família Micrococcaceae, podendo 

ser comensais ou patogénicos no ser humano. Atualmente, é um dos principais agentes 

infeciosos na comunidade e em ambiente hospitalar. Este estudo procurou identificar as 

principais linhagens responsáveis por infeções invasivas pediátricas (<18 anos) em 

Portugal, avaliando a suscetibilidade a antimicrobianos e a distribuição de genes de 

virulência. Um total de 205 estirpes de S. aureus foram isoladas de amostras de sangue 

(n=180), líquido sinovial (n=12) ou outros fluidos/tecidos normalmente estéreis (n=13) 

em 10 hospitais portugueses entre 2015 e 2020. A partir das sequências genómicas 

(Illumina) obtidas para todas as estirpes, identificaram-se perfis de multilocus sequence 

typing (MLST), genes de virulência e de resistência a antimicrobianos. Foi determinada 

a suscetibilidade a 14 agentes antimicrobianos. 

As estirpes pertenciam a 36 tipos de sequência agrupados em 17 complexos clonais (CCs) 

e um singleton. CC398 (16.6%), CC30 (16.1%), CC5 (13.7%) e CC45 (10.7%) foram os 

mais frequentes. A resistência à penicilina foi de 87.3% (n=179) e as estirpes de S. aureus 

resistentes à meticilina (MRSA) representaram 17.1% (n=35) das estirpes, com os tipos 

SCCmec IV (n=17), VI (n=8) e II (n=8) identificados. As estirpes de MRSA pertenciam 

aos CC5 (51.4%), CC22 (31.4%), CC8 (11.4%), CC72 (2.9%) e CC152 (2.9%). Foi 

também detetada resistência à eritromicina (29.8%), clindamicina (28.8%), norfloxacina 

(15.1%), ácido fusídico (7.3%) e à gentamicina (6.8%). Os genes da leucocidina de 

Panton-Valentine (PVL) foram detetados em 10 estirpes (4.9%), incluindo duas estirpes 

MRSA. O gene da toxina-1 da síndrome do choque tóxico foi encontrado em 15.6% 

(n=32) das estirpes, enquanto os genes das toxinas esfoliativas ETA (2.9%) e ETB (2.4%) 

estavam presentes numa minoria, apesar da severidade de alguns casos. As estirpes de S. 

aureus responsáveis por infeções invasivas pediátricas em Portugal apresentaram uma 

diversidade considerável, apesar da identificação de linhagens amplamente disseminadas.  

 

Palavras – chave: Staphylococcus aureus, infeção pediátrica invasiva, resistência 

antimicrobiana, MRSA e MSSA. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 

Staphylococcus aureus (S. aureus) são bactérias pertencentes à família 

Staphylococcaceae que podem ser encontrados como agentes comensais ou patogénicos 

no ser humano e noutras espécies animais1. Inicialmente descrito como agente etiológico 

de abcessos supurativos há mais de 130 anos, S. aureus é a espécie de maior relevância 

clínica para o Homem entre as mais de 50 incluídas no género Staphylococcus1,2.. S. 

aureus é atualmente reconhecido como um dos principais agentes de infeção tanto em 

contexto da comunidade como em ambiente hospitalar3,4. Para além do elevado potencial 

patogénico conferido por inúmeros fatores de virulência presentes no seu genoma, as 

estirpes de S. aureus podem apresentar um conjunto de resistências a diversas classes de 

antibióticos5. As estirpes de S. aureus resistentes à meticilina (“methicillin-resistant S. 

aureus” – MRSA) em particular, constituem uma preocupação major pela sua resistência 

a antibióticos beta-lactâmicos  e outros antimicrobianos, que dificultam o tratamento das 

infeções e impõem a adoção de medidas de prevenção e controlo da infeção5.  

1.1  Características morfológicas e identificação de S. aureus 

S. aureus são cocos de Gram positivo, imóveis e não esporulados, anaeróbios facultativos, 

catalase positivos, oxidase negativos e que fermentam o manitol6. Quando observadas em 

amostras biológicas ao microscópio ótico, as células de S. aureus aparecem 

caracteristicamente organizadas em aglomerados com uma forma semelhante a um 

“cacho de uvas”, resultante da divisão celular segundo vários eixos de simetria, não 

obstante ser possível observar células isoladas, aos pares ou em cadeias curtas (Figura 1) 

6. 

S. aureus é uma bactéria nutricionalmente pouco exigente, capaz de crescer num intervalo 

de temperaturas entre os 15ºC e os 45ºC e em concentrações de até 15% de NaCl7,8. 

Quando cultivado em meios de cultura artificiais forma colónias com aproximadamente 

0.5 mm a 1.5 mm de diâmetro, que podem ser descritas como colónias grandes 

arredondadas, lisas e brilhantes, podendo apresentar cores variadas, sendo que quanto 

maior o tempo de incubação, mais amarelada são as colónias7. 
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Quando crescidas em placas de agar enriquecidas com sangue, algumas estirpes de S. 

aureus podem apresentar colónias com beta-hemólise, isto é, ocorre a lise dos eritrócitos 

presentes no meio dando origem a halos transparentes à volta das colónias7 (Figura 2). 

O diagnóstico laboratorial das infeções causadas por S. aureus inclui um exame direto de 

esfregaços sujeitos a coloração de Gram para a observação dos cocos de Gram positivo, 

seguido de cultura e isolamento da bactéria em meios enriquecidos (por exemplo, gelose 

de sangue) ou seletivos (por exemplo, manitol salgado)9,10. A seletividade deste último 

meio para bactérias do género Staphylococcus advém do facto de conter na sua 

composição uma concentração de NaCl aumentada que inibe o crescimento de outras 

bactérias11. O meio de manitol salgado é ainda diferencial para S. aureus, dado que esta 

espécie fermenta o manitol contrariamente à maioria das outras espécies do género 

habitualmente encontradas em infeção humana11. As provas da catalase (para 

diferenciação de outros géneros de cocos de Gram positivo) e da coagulase podem ser 

utilizadas durante o processo de identificação presuntiva de colónias suspeitas de S. 

aureus10. A prova de produção da coagulase é tradicionalmente utilizada para fazer a 

distinção entre os estafilococos coagulase positivos e os coagulase negativos, sendo S. 

aureus coagulase positiva7,12. Esta prova consiste na formação de um coágulo, quando 

uma colónia de S. aureus é suspensa numa amostra de plasma, por ação da enzima 

coagulase que se liga a um fator sérico. O complexo formado converte o fibrinogénio em 

fibrina resultando no coágulo6. A identificação definitiva de S. aureus obtêm-se 

habitualmente com recurso a galerias de testes bioquímicos ou através de “Matrix-

assisted laser desorption ionization–time of flight mass spectrometry” (MALDI-TOF 

MS)13. Este último método, mais recente, baseia-se na ionização das proteínas 

ribossomais das bactérias e avaliação da sua composição por espetrofotometria de massa, 

permite que a partir de uma colónia se consiga obter uma identificação a nível da espécie 

das bactérias em estudo em apenas alguns minutos13.  
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Figura 1- Morfologia celular ao microscópio ótico de S. aureus com coloração de Gram  

 

Figura 2 - Morfologia das colónias S. aureus após crescimento em gelose de sangue 

A- Padrão de hemólise  B- Características morfológicas das colónias de S. aureus 
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1.2  Nichos ecológicos e transmissão  

S. aureus coloniza a pele e a superfície das 

mucosas do Homem e de algumas espécies 

animais7,8. No ser humano pode ser isolado da 

mucosa nasal de 20% a 40% de portadores 

saudáveis, sendo assim o principal local de 

colonização, podendo também colonizar a faringe, 

a vagina, o períneo ou o trato gastrointestinal2 

(Figura 3).  

S. aureus é transmitido por contato direto, a partir 

dos locais de colonização ou infeção, mas pode 

também ocorrer transmissão através do contacto 

com fontes ambientais e ocasionalmente com 

animais3,14,15. S. aureus é um dos principais 

agentes de infeções associadas aos cuidados de 

saúde em todo o mundo1,2. Profissionais de saúde 

e doentes em contacto com o ambiente 

hospitalar apresentam habitualmente uma maior 

taxa de colonização relativamente à população em 

geral, em particular de estirpes de S. aureus resistentes aos antibióticos16. Desta forma é 

importante a monitorização não só de doentes internados, mas também dos profissionais 

de saúde, que também podem ser responsáveis pela transmissão deste microrganismo, 

para travar possíveis surtos de infeções17–19. Apesar de S. aureus poder causar infeções 

em qualquer indivíduo, doentes sujeitos a hemodiálise, com diabetes mellitus, com 

doenças hepáticas graves, imunocomprometidos (incluindo doentes infetados com o vírus 

da imunodeficiência humana) ou com doenças da pele (tais como eczemas, psoríase, 

melanoma, etc.) têm uma maior probabilidade de desenvolver infeção por S. aureus16,19. 

Indivíduos que tenham a predisposição para dermatopatias ou que sejam 

imunocomprometidos, apresentam taxas de colonização por S. aureus superiores ao 

habitual, o que pode exacerbar a sua doença base 20–22. O uso de medicação, tais como 

antibióticos e imunossupressores interfere de igual forma na taxa de colonização por S. 

aureus, induzindo o desequilíbrio da microbiota e a inibição dos mecanismos de defesas 

imunológicos dos indivíduos, respetivamente23. 
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Figura 3 - Infeções por S. aureus. 
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Em crianças saudáveis as taxas de colonização por S. aureus podem variar de 10% a 60% 

dependendo de vários fatores, tais como a exposição a fontes de infeção, o ambiente em 

que vivem, o agregado familiar, as condições socioeconómicas, a higiene pessoal, o 

desmame precoce (que pode levar a uma diminuição da imunidade da criança), ou a 

frequência de creches ou ambientes escolares (onde existe mais contato físico e partilha 

de objetos)20,21. Além disso, a ocorrência de lesões cutâneas como dermatite atópica 

também pode influenciar as taxas de colonização20,21.  Alguns estudos relatam que recém-

nascidos de mães colonizadas com S. aureus têm uma maior probabilidade de serem 

colonizados por esta bactéria24. A colonização nasal varia substancialmente com a 

idade20. De um modo geral, as crianças apresentam um padrão de colonização persistente 

e atuam como vetores disseminadores de S. aureus tanto na comunidade como em 

instituições de saúde20. Um estudo longitudinal realizado no Reino Unido mostrou que 

mais de 70% dos bebés acompanhados tiveram pelo menos uma cultura nasal positiva 

para S. aureus ao longo do estudo, tendo a colonização nasal diminuído de 45% nas 

primeiras 8 semanas de vida para 21% aos 6 meses de idade19,25. Em Portugal, um estudo 

conduzido entre 2006 e 2009 detetou uma taxa de colonização por S. aureus de 17% na 

nasofaringe de crianças com idades inferiores a 6 anos a frequentar creches/jardins de 

infância26. Alguns estudos mostraram que a prevalência da colonização por estirpes 

MRSA aumentou significativamente entre hospedeiros saudáveis durante epidemias de 

MRSA na comunidade28. Um estudo conduzido em Taiwan mostrou uma maior taxa de 

colonização nasal por estirpes MRSA em crianças e identificou a co-habitação com 

crianças como um fator de risco para a colonização por MRSA em adultos. Assim sendo, 

alguns autores consideram as crianças um importante reservatório de MRSA na 

comunidade28.  

1.3  Infeções por S. aureus  

Apesar de S. aureus ser encontrado em colonização, existem casos em que pode ocorrer 

a rutura da barreira cutânea, permitindo o acesso aos tecidos mais profundos da pele e, 

eventualmente, à corrente sanguínea. Isto pode resultar em diferentes tipos de infeções, 

não só no local inicial, como também em locais distantes após disseminação sanguínea1. 

S. aureus é agente etiológico de uma grande variedade de infeções em crianças, que 

podem ser divididos em três grandes grupos:  
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● Infeções superficiais da pele e tecidos moles, tais como foliculite, furúnculos, 

impetigo, celulite e infeções associadas a queimaduras, feridas operatórias ou à 

presença de dispositivos médicos29,30  

● Infeções sistémicas, tais como bacteriemia, endocardite, miosite, pneumonia 

infeções osteoarticulares ou septicemia31 

● Infeções mediadas por toxinas, que incluem a intoxicação alimentar, a síndrome 

do choque tóxico ou a síndrome de pele escaldada (doença de Ritter)32.  

A síndrome de pele escaldada é uma doença que é mais comum em crianças com menos 

de cinco anos de idade, pois estas têm o sistema imunológico menos desenvolvido e são 

mais suscetíveis à infeção33–35. Esta síndrome é caracterizada por uma erupção cutânea 

dolorosa, semelhante a uma queimadura, que causa descamação da pele.  S. aureus liberta 

toxinas esfoliativas que afetam as células da camada mais externa da pele, causando a 

separação das camadas cutâneas e resultando na aparência de pele escaldada 33–35. Surtos 

ocasionais desta síndrome podem ocorrer em ambientes como creches, hospitais ou outras 

instituições onde há contato direto entre crianças33–35.  

Estudos anteriores mostraram que as faixas etárias mais frequentemente afetadas por 

infeções por S. aureus podem variar de acordo com particularidades de cada população, 

incluindo a exposição a nível comunitário e hospitalar a que as crianças são submetidas28. 

Alguns estudos relataram surtos de infeções da pele e tecidos moles em recém-nascidos 

causados por estirpes MRSA36.  Wu et al., observaram que 37.6% das infeções da pele e 

dos tecidos moles por S. aureus ocorre em crianças com menos de um ano de idade37. S. 

aureus constitui cerca de 10% a 17% dos microrganismos mais frequentemente isolados 

nos doentes com sepsis e cerca de 10% das infeções hospitalares da corrente sanguínea 

em crianças é causada por S. aureus38–40. Na China, um estudo publicado por Qiao et al., 

reiterou que a maioria das infeções invasivas pediátricas na comunidade ocorre em 

crianças menores de um ano de idade, incluindo bacteriemia e pneumonia41. A taxa de 

mortalidade causada pela bacteriemia em crianças por S. aureus pode variar entre 0.7% a 

5.1% e até um terço dos doentes com esta patologia desenvolvem complicações 

graves40,42.   
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1.4  Genoma de S. aureus  

O genoma do S. aureus consiste de um cromossoma circular com aproximadamente 2.8 

megabases (Mb) e um conteúdo de guanina-citosina de aproximadamente 32.7%43. Estão 

disponíveis mais de 89000 genomas na base de dados do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)43 (consultado a 05 de fevereiro de 2024).   

O seu genoma completo é composto por genes centrais, genes variáveis e elementos 

genéticos móveis  (“mobile genetic elements”, MGEs)44. Os genes centrais são os genes 

essenciais para a sobrevivência e funcionamento básico da célula bacteriana e estão 

presentes em todas as estirpes de S. aureus44. Os genes variáveis podem variar entre 

diferentes estirpes de S. aureus por meio de mutações, rearranjos genéticos ou aquisição 

de novos genes44. Estes genes podem conferir características únicas às estirpes que os 

possuem, tais como resistência a antibióticos ou alteração da sua capacidade de causar 

infeções44. Por último, MGEs são segmentos de DNA que se podem mover dentro do 

genoma bacteriano ou entre diferentes organismos bacterianos44. Os MGEs podem 

constituir até 15% a 20% do genoma e incluem plasmídeos, transposões e bacteriófagos44. 

Esses elementos genéticos são responsáveis pela mobilidade do DNA, permitindo a 

transferência horizontal de genes entre as bactérias45,46. Desempenham um papel crucial 

na evolução e na capacidade de adaptação deste microrganismo a diferentes 

ambientes32,47. Ao longo do tempo os genomas de S. aureus sofrem mutações e adquirem 

ou perdem MGEs que contém genes de resistência ou virulência32.  

1.5  Fatores de virulência  

O genoma de S. aureus possui uma variedade de genes que codificam potenciais fatores 

de virulência, entre os quais se incluem componentes estruturais, toxinas ou enzimas 

(Figura 4)48–51. Grande parte destes fatores estão associados à superfície celular enquanto 

outros são secretados para o exterior da célula. As funções que desempenham incluem a 

evasão das defesas do hospedeiro, a ligação a componentes do hospedeiro ou a destruição 

tecidular52. Tendo em conta os fatores de virulência associados à bactéria, bem como os 

mecanismos de defesa do hospedeiro, a infeção pode ou não se propagar pelo 

organismo53.  
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Figura 4 - Fatores de virulência de S. aureus.  

Reproduzido de (32) 

O painel A representa a superfície de S. aureus e as proteínas secretadas. 

Os painéis B e C mostram seções transversais, membrana citoplasmática, parede celular e cápsula  

 

1.5.1 Componentes estruturais  

 

● Proteínas de superfície  
 

S. aureus possui várias proteínas associadas à parede celular que são responsáveis por 

interações constantes com o hospedeiro. Estas proteínas caracterizam-se por um terminal 

N exposto ao ambiente extracelular, uma região hidrofóbica que atravessa a membrana 

plasmática e, por último, uma região de ligação localizada no terminal C, que liga à parede 

celular32.  

Uma das principais proteínas de superfície é a proteína A estafilocócica (“Staphylococcal 

protein A”, SpA), a qual tem a capacidade de se ligar à região constante (Fc) das 

imunoglobulinas, impedindo assim a ligação dos anticorpos às regiões Fab do recetor de 

linfócitos B que promoveria a opsonofagocitose54–58.  

As proteínas de superfície incluem igualmente um número considerável de MSCRAMMs 

(“Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules”), que são 

fatores de virulência que estabelecem ligações com proteínas da matriz extracelular do 

hospedeiro. Fazem parte deste grupo proteínas de ligação à elastina (EbpS) e as proteínas 

de ligação à fibrinogénio (FnbA e FnbB), por exemplo49,59. Um outro exemplo de proteína 
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de superfície é o “clumping factor A” (ClfA),  que se liga ao fibrinogénio imobilizado e 

é sintetizado e expresso durante as várias fases de crescimento de S. aureus, 

contribuindo  para a colonização e formação de biofilmes60–62. Um outro fator 

relacionado, “clumping factor B” (ClfB), está presente apenas na fase de crescimento 

exponencial de S. aureus em condições de anaerobiose e promove a agregação celular na 

presença de fibrinogénio solúvel49,61 A  “collagen binding protein” (Cna) medeia a 

aderência das bactérias ao colagénio49.  

 

● Cápsula  

 

As estirpes de S. aureus produzem uma estrutura de natureza polisacarídica que envolve 

a parede celular bacteriana. A cápsula dificulta o acesso dos anticorpos às estruturas 

antigénicas localizadas na superfície da bactéria. Deste modo, interfere com a fagocitose 

das bactérias, para além de atuar como barreira para moléculas hidrofóbicas tóxicas e 

proporciona aderência a outras bactérias e proteínas de tecidos de hospedeiros6,63.     

Karakawa e Vann relataram pela primeira vez que a maioria das estirpes de S. aureus 

possuíam cápsulas64. Estudos envolvendo a serotipagem de estirpes S. aureus, decorridos 

em diversas regiões geográficas, revelaram que as estirpes dos serotipos 5 e 8 representam 

aproximadamente 25% e 50%, respetivamente, das estirpes provenientes do Homem65. 

 

● Peptidoglicano e ácidos teicóicos  

 

A parede celular das bactérias de Gram positivo é dividida em duas camadas funcionais 

de glicopolímeros compostas maioritariamente por peptidoglicano, em menor quantidade 

ácidos teicóicos e uma grande variedade de polissacarídeos e diferentes proteínas como 

as proteínas de ligação à penicilina (“penicillin binding proteins”, PBPs)66–69. 

O peptidoglicano é uma macromolécula essencial para a viabilidade da bactéria cuja 

síntese é o alvo de várias classes de antibióticos, incluindo β-lactâmicos e 

glicopeptídeos69,70.  

Os ácidos teicóicos são polímeros capazes de conferir rigidez à parede celular, 

contribuindo para a manutenção da sua forma. Atuam igualmente na ligação à 

fibronectina e participam na divisão celular6. Desempenham funções importantes na 

resistência às condições adversas a que as bactérias estão sujeitas (ex. altas temperaturas) 

66,71. 
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1.5.2 Toxinas  

 

As estirpes de S. aureus podem produzir uma grande variedade de toxinas, que são 

agrupadas de acordo com os seus mecanismos de ação32. As citotoxinas induzem a 

formação de poros na membrana celular de células de mamíferos e provocam alterações 

no processo pró-inflamatório. Estes danos celulares podem ter como consequência uma 

infeção generalizada em todo o organismo32.  

Entre as citotoxinas produzidas por S. aureus encontram-se as hemolisinas α, β. δ e γ. A 

α-hemolisina, que atua contra uma vasta gama de células do hospedeiro, tais como 

eritrócitos, células endoteliais, células epiteliais, monócitos, macrófagos, linfócitos T, 

entre outros72. A β-hemolisina cliva a esfingomielina presente na membrana celular dos 

eritrócitos, leucócitos, entre outras células, em fosfocolina e ceramida73,74.  

A leucocidina de Panton-Valentine (“Panton-Valentine leucocidin” – PVL) é uma das 

toxinas de S. aureus que mais interesse a nível clínico e epidemiológico tem suscitado. 

Esta é uma exotoxina leucocitolítica codificada por dois genes, lukF-PV e lukS-PV, que 

conduz à lise celular de leucócitos pela formação de poros na membrana celular destas 

células75. A PVL foi epidemiologicamente associada a infeções cutâneas graves e casos 

de pneumonia necrotizante, tendo igualmente sido identificada uma maior prevalência 

desta toxina em estirpes MRSA adquiridas na comunidade6,32,76.  

S. aureus produz ainda várias enterotoxinas que podem atuar como toxinas pirogénicas, 

as quais partilham semelhanças na sequência de aminoácidos e por isso estão 

estruturalmente relacionadas. Estas funcionam como superantigénios ligando-se às 

proteínas do complexo major de histocompatibilidade (MHC) de classe II, causando uma 

proliferação exacerbada de linfócitos T e consequentemente libertação de citoquinas. 

Diferentes domínios da molécula de enterotoxina são responsáveis pela síndrome do 

choque tóxico e intoxicação alimentar. Apesar da pouca homologia da sequência de 

aminoácidos, a toxina da síndrome do choque tóxico-1 (TSST-1) é estruturalmente 

semelhante às enterotoxinas B e C32. Estudos anteriores indicam que o gene da TSST-1 

pode ser encontrado em até 20% das estirpes de S. aureus74,77. 

As toxinas esfoliativas, que incluem as toxinas epidermolíticas A e B, causam eritema e 

separação da camada mais exterior da pele, dando origem à síndrome da pele escaldada 

estafilocócica referido anteriormente78,79.  
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1.5.3 Enzimas  

 

S. aureus produz ainda um grande número de enzimas. Entre estas incluem-se lípases, 

que hidrolisam os lípidos e assim sendo garantem a sobrevivência de S. aureus nas zonas 

sebáceas do corpo como a pele e mucosas e contribuem para a colonização e subsequente 

infecção32,80. A hialuronidase que hidrolisa os ácidos hialurónicos da matriz celular, 

facilita a disseminação do agente patogénico e promove a invasão dos tecidos 

hospedeiros32,80. A coagulase que converte o fibrinogénio em fibrina insolúvel e protege 

o S. aureus da resposta imunológica do hospedeiro, pela formação de coágulo ao longo 

das células bacterianas32,80. A fibrinolisina (também designada por estafiloquinase) que 

dissolve os coágulos de fibrina ou a DNAse, capaz de hidrolisar o DNA, facilitando a 

disseminação da infeção6,81,82.  

 

1.6  Métodos de tipagem de S. aureus  

 

A aplicação de métodos de tipagem tem vários objetivos, entre os quais rastrear a origem 

e a disseminação de microrganismos patogénicos, identificar as fontes de infeção, 

caracterizar clones associados a surtos ou epidemias ou monitorizar a disseminação de 

linhagens resistentes a antibióticos, tal como as estirpes MRSA83. São importantes 

também para perceber as relações evolutivas entre diferentes linhagens de um 

microorganismo83.  

Nos anos sessenta, quando surgiram as primeiras estirpes de MRSA, vários métodos de 

tipagem foram desenvolvidos na tentativa de monitorizar a disseminação destas estirpes. 

Inicialmente, foram desenvolvidos métodos fenotípicos e de seguida métodos 

genótipicos84. Entre os métodos fenotípicos usados para a caracterização de estirpes de S. 

aureus contam-se a serotipagem com base nos antigénios capsulares ou a tipagem 

fágica85. Vários métodos de genotipagem foram aplicados à caracterização das estirpes 

de S. aureus ao longo dos anos de modo a definir as principais linhagens genéticas 

causadoras de infeção. 
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1.6.1 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) 

 

A PFGE é um método de tipagem molecular de referência na medida em que apresenta 

um elevado poder discriminatório86.  Este método consiste na extração do DNA total de 

uma estirpe bacteriana seguido da sua fragmentação através do uso de enzimas de 

restrição de corte pouco frequente que reconhecem vários locais no cromossoma 

bacteriano. Os fragmentos de DNA são posteriormente separados por eletroforese que 

permite a separação de fragmentos de alto peso molecular87. Como resultado, obtêm-se 

um padrão de bandas para cada uma das estirpes analisadas. A comparação dos padrões 

correspondentes às diversas estirpes permite aferir quão relacionadas são86.  A PFGE foi 

durante longos anos um método de tipagem muito utilizado para estudar a epidemiologia 

local durante surtos de S. aureus83,84. Esta técnica permite também avaliar a diversidade 

de uma população bacteriana, bem como identificar a presença de clones específicos. No 

caso de S. aureus, clones epidémicos (como USA300 ou EMRSA-15, por exemplo) foram 

definidos com base na utilização de PFGE88,89. No entanto, uma das maiores limitações 

deste método é a comparação de resultados obtidos em diferentes laboratórios, a qual está 

dependente da rigorosa padronização dos protocolos83,84. A implementação de 

metodologias que permitem a sequenciação completa do genoma, contribuíram para a 

diminuição da utilização da PFGE. 

 

1.6.2 spa typing  

 

Um método igualmente utilizado na definição de linhagens clonais de S. aureus consiste 

na amplificação por reação em cadeia de polimerase (“polymerase chain reaction” – PCR) 

e sequenciação da região polimórfica X do gene da proteína SpA (gene spa). Esta região 

localiza-se após a região C-terminal que codifica a sequência de fixação na parede celular 

e contém um número variável de repetições. Esta região é extremamente polimórfica e 

por consequência permite a discriminação necessária para investigações de possíveis 

surtos90,91. Nesta técnica um tipo spa é atribuído com base nas ferramentas fornecidas na 

Internet e a sua comparação com uma base de dados incluindo estirpes provenientes de 

vários locais do mundo90,91.  

A tipagem pelo método de spa typing é uma alternativa ao PFGE para fins 

epidemiológicos, tendo como vantagens a portabilidade dos dados e o facto de ser um 

método menos laborioso e mais rápido, com um poder discriminatório similar. Face a 
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métodos que implicam a amplificação por PCR e sequenciação de vários genes, como é 

o caso da tipagem de sequência multilocus (“multilocus sequence typing” – MLST) 

tradicional, tem a vantagem de ser também menos trabalhoso pois envolve apenas um 

loci84,91. Contudo, também tem limitações e em algumas circunstâncias requer testes 

adicionais para garantir que se identifica com precisão certas linhagens definidas por 

MLST92,93.  

 

1.6.3 “Multilocus sequence typing” (MLST) 
 

O MLST foi desenvolvido em 1998 e consiste na amplificação por PCR e 

sequenciação  de genes “housekeeping” com o intuito de analisar a variação nas suas 

sequências. Estes genes estão presentes em todas as estirpes de uma determinada espécie 

bacteriana e codificam diferentes proteínas com funções celulares fundamentais. O 

MLST é considerado o método de referência para estudar e caracterizar a estrutura 

genética das populações de S. aureus94. O esquema atualmente aplicado nesta espécie 

baseia-se em fragmentos internos com aproximadamente 450 pb de 7 genes 

“housekeeping” 84,95.  

Os alelos de cada um dos sete loci são numerados e é determinado um perfil alélico que 

define o tipo de sequência (“sequence type”, ST) de cada estirpe. Esse ST serve para 

caracterizar a estirpe e atribuir uma nomenclatura para a mesma, utilizando a base de 

dados dos alelos conhecidos. Uma vez que existe uma grande variedade de alelos em cada 

um dos sete loci, é pouco provável que estirpes não relacionadas tenham o mesmo perfil 

alélico. Assim, estirpes que possuam o mesmo perfil alélico são consideradas membros 

do mesmo clone84,96.  

É utilizado algoritmos de agrupamento como eBURST 97 ou goeBURST para inferir os 

perfis alélicos e as relações filogenéticas entre vários STs98. Estes algoritmos permitem 

estabelecer uma árvore de relações tendo em conta o número de diferenças no perfil 

alélico, e agrupa-os em complexos clonais (CCs)95,99. Um determinado genótipo pode se 

tornar num clone fundador da população, quando há aumento da sua frequência na 

população, e este pode ser seguido por uma diversificação de forma contínua e gradual 

por meio de mutação e ou recombinação.  Para cada CC, existe um ST fundador, definido 

como aquele que difere do maior número de outros STs somente num dos alelos, ou seja, 

aquele que tem o maior número de “single locus variants” (SLVs)95,99 . Do mesmo modo, 

podem ser definidos “double locus variants” (DLVs) quando diferem em dois alelos, 
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“triple locus variants” (TLVs) quando diferem em três, e assim sucessivamente95,97,99. 

Este método é muito vantajoso visto que é possível comparar facilmente os resultados 

obtidos em diferentes laboratórios através do uso de uma base de dados a nível global84,96.  

 

1.6.4 Sequenciação do genoma completo (“Whole-genome sequencing”, 

WGS) 

 

WGS é atualmente aceite como uma abordagem de alta resolução para a caracterização 

de estirpes bacterianas e para o controlo de infeções, pois permite obter um perfil genético 

para cada estirpe com uma resolução em paralelo noutros métodos de tipagem100,101. A 

informação obtida por WGS pode ser utilizada para tipagem epidemiológica, 

possibilitando estudos de evolução de microrganismos e disseminação de linhagens 

clonais, bem como a vigilância, investigação e monitorização de surtos102. Desta forma 

melhora o controlo das investigações de surtos de MRSA, bem como a compreensão da 

sua propagação e evolução100,101.  

A bioinformática é neste caso uma ferramenta crucial, pois a partir dos dados de WGS 

consegue-se obter informações de tipagem anteriormente obtidas pelos métodos 

tradicionais103. Por exemplo, as sequências dos loci utilizados em determinado esquema 

de MLST podem ser extraídas das sequências genómicas das estirpes. A WGS permite 

também construir esquemas de “core genome” MLST (cgMLST) em que são utilizados 

os loci presentes em todas as estirpes de uma dada espécie bacteriana, ao invés de um 

número limitado de genes como na MLST convencional. A utilização de WGS possibilita 

também o estudo da presença de genes específicos de virulência e resistência aos 

antibióticos. Esta tecnologia tem igualmente potencial de implementação em laboratórios 

de rotina clínica como ferramenta de diagnóstico104.  
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1.7  Antimicrobianos 

 

1.7.1 Tratamento das infeções por S. aureus 
 

Nos tempos que precederam a utilização de antibióticos, as taxas de mortalidade por 

infeções causadas por S. aureus eram superiores a 80%69,105.  

S. aureus é um agente patogénico com uma elevada capacidade de adquirir resistência a 

diversas classes de antimicrobianos, pelo que o tratamento das infeções causadas por este 

microrganismo pode ser bastante desafiante com opções terapêuticas limitadas106. Apesar 

das resistências reportadas, são suscetíveis à ação de vários medicamentos direcionadas 

para bactérias de Gram positivo como por exemplo macrólidos e lincosamidas, 

aminoglicosídeos, tetraciclinas ou cloranfenicol, entre outros107,108. 

O uso de β-lactâmicos para o tratamento de infeções por S. aureus é limitado pelo facto 

de as resistências serem bastantes comuns nesta espécie. A penicilina é pouco eficaz pois 

a maioria das estirpes produz penicilinases responsáveis pela sua inativação. Nas estirpes 

que apenas produzem β-lactamases, as opções de tratamento são penicilinas semi-

sintéticas (como a flucloxacilina) ou as cefalosporinas, como por exemplo a ceftazolina 

ou a cefotaxima109. A combinação da amoxicilina com o ácido clavulânico, um inibidor 

de β-lactamases, é também uma opção para infeções leves a moderadas causadas por 

estirpes suscetíveis à meticilina (“methicillin-susceptible Staphylococcus aureus, 

MSSA)110.  

Para as estirpes resistentes à meticilina (MRSA) o tratamento é mais complexo devido 

não só à resistência à grande maioria dos β-lactâmicos, como ao facto das resistências 

concomitantes a outras classes de antibióticos. Neste caso, algumas opções terapêuticas 

incluem a vancomicina, daptomicina, linezolida ou a ceftarolina esta última uma 

cefalosporina com ação anti-MRSA46.  

Tendo em consideração que a resistência a antimicrobianos é frequente em S. aureus, a 

escolha do antibiótico a usar na terapêutica das infeções por  esta bactéria deve ter em 

conta os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos107,108. No caso de infeções 

invasivas por S. aureus em crianças, as opções terapêuticas incluem a vancomicina, a 

daptomicina, a clindamicina ou a linezolide111.  
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1.7.2 β-lactâmicos  

  

Os β-lactâmicos são considerados a classe de antibióticos mais importantes a nível 

clínico, devido às suas características, nomeadamente a sua eficácia terapêutica e a baixa 

toxicidade para o Homem. Possuem um anel β-lactâmico constituído por três átomos de 

carbono (C) e um átomo de azoto (N) com radicais substituintes112,113. O anel β-lactâmico 

determina o mecanismo de ação do antibiótico, isto é, liga às PBPs inibindo a síntese do 

peptidoglicano, da parede celular  bacteriana112,113. Os β- lactâmicos  classificam-se em 4 

grandes grupos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamos e carbapenemos) que se 

distinguem pelos espectros de ação e resistência às β-lactamases114. 

A resistência aos β-lactâmicos em S. aureus pode ser mediada por dois mecanismos 

distintos, nomeadamente pela produção de β-lactamase ou por produção de uma PBP com 

baixa afinidade para os antibióticos β-lactâmicos69.  

O primeiro mecanismo a ser descrito foi a produção de uma β-lactamase, PC1, codificada 

pelo gene blaZ, designada penicilinase. Esta, hidrolisa o anel β-lactâmico e 

consequentemente inativa o antibiótico115. Para além da penicilina, a β-lactamase 

produzida pelas estirpes de S. aureus confere resistência a antibióticos como a ampicilina 

ou amoxicilina, não tendo atividade contra penicilinas semissintéticas (tais como a 

meticilina e seus derivados oxacilina, flucloxacilina ou nafcilina69), cefalosporinas, 

monobactamos ou carbapenemos113. Existem também inibidores de β-lactamases que se 

ligam de forma irreversível ao centro ativo das β-lactamases impedindo que as mesmas 

se liguem ao anel β-lactâmico e inativem o antibiótico. Assim sendo, a funcionalidade 

inicial do antibiótico é restabelecida. São exemplos destes inibidores  o ácido clavulânico 

combinado com a amoxicilina, o sulbactam ou o tazobactam113. Atualmente, mais de 90% 

das estirpes de S. aureus produzem β-lactamases69.  

 

● Resistência à meticilina  

 

O segundo mecanismo de resistência aos β-lactâmicos identificado em S. aureus e aquele 

que se reveste de maior importância clínica está associado à presença do gene mecA, o 

qual codifica a proteína de ligação à penicilina 2a (PBP-2a). Contrariamente às PBPs 

nativas de S. aureus, a PBP-2a têm baixa afinidade para os β-lactâmicos, permitindo a 

síntese de peptidoglicano mesmo na presença destes antibióticos116. A presença do gene 

mecA é a característica distintiva das estirpes MRSA. Este mecanismo confere resistência 

a virtualmente todos os β-lactâmicos, ainda que nos últimos anos tenham sido 
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desenvolvidas algumas cefalosporinas com ação anti-MRSA, como é o caso da 

ceftarolina116. O gene mecA está localizado num elemento designado de cassete 

cromossómica estafilocócica mec (staphylococcal cassette chromosome mec,SSCmec). O 

elemento SCCmec encontra-se integrado no mesmo local em todos os genomas de estirpes 

MRSA, numa “open reading frame” (ORF) denominada orfX e divide-se em vários tipos 

de acordo com a sua estrutura (Figura 5)117.    

O elemento SCCmec é constituído por dois complexos essenciais: o complexo do gene 

mec e o complexo do gene ccr. O complexo mec contêm para além do gene mecA, os 

genes do repressor MecI e do transdutor de sinal transmembranar MecR1 responsáveis 

pela regulação da produção de PBP-2a117. Os genes do complexo ccr garantem a 

integração e a excisão da cassete. Os complexos de genes mec e ccr são ladeados por 3 

regiões de junção altamente variáveis (J1, J2 e J3) que podem incluir sequências de 

inserção, transposões ou cópias de plasmídeos com genes de resistência a metais pesados 

e a outros antibióticos não β-lactâmicos117. A nomenclatura atual padronizada das estirpes 

MRSA inclui a identificação do contexto genómico pelo ST ou CC (definidos por MLST) 

e o tipo de elemento SCCmec,  o qual é indicado por algarismos romanos de I a XIII de 

acordo com a sua estrutura118.  
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Figura 5 - Estrutura dos elementos SCCmec em S. aureus  

Reproduzido de (118) 
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1.7.3 Macrólidos e lincosamidas 

 

Os macrólidos e as lincosamidas são duas classes de antibióticos distintas que ligam ao 

mesmo local na subunidade 50S do ribossoma da bactéria, impedindo o alongamento da 

cadeia proteica e inibindo a síntese proteica119,120. O alongamento dessa cadeia decorre 

num domínio localizado na maior subunidade do ribossoma, onde serão adicionados os 

aminoácidos119. Estas classes de antibióticos podem ser utilizadas como alternativas em 

casos que não é possível administrar os β-lactâmicos,  por exemplo, no caso de doentes 

com hipersensibilidade aos β-lactâmicos ou em caso de infeção com estirpe resistente a 

estes antibióticos121.  

A resistência a macrólidos e lincosamidas em S. aureus ocorre mais frequentemente por 

um mecanismo de alteração do alvo, codificado por genes erm. Os genes ermA, ermB ou 

ermC são frequentemente detetados em S. aureus122–124. O gene ermA encontra-se 

localizado no transposão Tn554, o gene ermB está localizado no transposão Tn551 e o 

gene ermC foi descrito num elemento com 3.7 kb localizado no plasmídeo pE194125,126. 

Um outro gene, ermT, foi inicialmente descrito em estirpes causadoras de infeções em 

animais, contudo, estudos realizados a posteriori detetaram a presença deste gene também 

em infeções humanas, causadas tanto por estirpes MRSA como MSSA127.  

Os genes erm codificam enzimas capazes de conferir resistência constitutiva ou indutível 

pela metilação do rRNA 23S, reduzindo a ligação de macrólidos, lincosamidas e 

estreptograminas B ao ribossoma. Na prática laboratorial, fenótipos de resistência a 

macrólidos, lincosamidas e estreptograminas B (MLSB) podem ser determinados pelo 

teste de difusão em disco com recurso a discos de eritromicina (macrólido) e clindamicina 

(lincosamida) colocados em proximidade (Figura 6)122–124.  

O gene msr(A) ("macrolide-streptogramin B resistance A”) codifica uma proteína 

pertencente à família de proteínas transportadoras de efluxo, cuja função é remover os 

antibióticos do interior das células bacterianas, reduzindo a concentração intracelular dos 

antibióticos125. A presença deste gene origina um fenótipo M, isto é, resistência apenas 

aos macrólidos. 
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Figura 6 - Teste da difusão em disco para Staphylococcus spp 

a) Fenótipo M - resistência à eritromicina e halo de suscetibilidade à clindamicina sem qualquer interação entre os 

dois halos;  

b) Fenótipo cMLSB - resistência constitutiva à eritromicina e à clindamicina, isto é, resistente a macrólidos e 

lincosamidas 

c) Fenótipo iMLSB - resistência à lincosamida só é expressa na presença do macrólido, resultando numa 

deformação em forma de “D” do halo da clindamicina na zona de proximidade do disco de eritromicina 

d) Suscetibilidade à eritromicina e à clindamicina   

 

1.7.4 Vancomicina 

 

A utilização da vancomicina para o tratamento de infeções humanas foi aprovada em 

1958. Contudo, só em finais dos anos 80 tornou-se num antibiótico de 1ª linha no 

tratamento de infeções por estirpes MRSA128. Este glicopéptido inibe as reações de 

transglicosilação e trasnpeptidação que medeiam a formação da parede celular4,129. O 

mecanismo de ação da vancomicina nas bactérias de Gram positivo consiste na ligação 

não covalente (pontes de hidrogénio) aos resíduos D-alanina-D-alanina da cadeia de 

peptidoglicano recém sintetizada129,130. 

Em 2002, nos EUA, reportou-se o primeiro caso de S. aureus resistente à vancomicina 

(“vancomycin-resitant” S. aureus, VRSA) 128. A resistência à vancomicina nas estirpes 

VRSA (concentração inibitória mínima [CIM]>32 mg/L) é conferida pelo operão vanA. 

Ocorre devido à codificação no operão vanA de enzimas responsáveis por sintetizar um 

precursor de peptidoglicano com a sequência D-alanina-D-lactato em vez de D-alanina-

D-alanina. Esta alteração impede a ligação do antibiótico ao peptidoglicano na parede 

celular bacteriana, o que resulta no aparecimento de resistência (Figura 7)4,129. Um 
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número muito reduzido de estirpes VRSA estão descritas na literatura, mantendo-se a 

resistência à vancomicina uma situação rara em estirpes de S. aureus131. 

Em 1997 no Japão isolou-se pela primeira vez uma estirpe de S. aureus com resistência 

intermédia à vancomicina (“vancomycin-intermediate” S. aureus, VISA)128. Embora o 

mecanismo exato não seja completamente compreendido, foi sugerido que as estirpes 

VISA (CIMs entre 8  e 16 mg/L) podem conter mudanças na estrutura do peptidoglicano 

ou na produção de quantidades reduzidas de precursores de peptidoglicano D-alanina-D-

alanina4. Outra teoria sugere que as estirpes VISA podem estar relacionadas com 

alterações na expressão de genes envolvidos na regulação do crescimento da parede 

celular, o que poderia levar a uma parede celular mais densa e menos permeável à 

vancomicina4. A diminuição da suscetibilidade à vancomicina está relacionada com a 

hospitalização, infeções recorrentes e uso do antibiótico132,133.  

Existem ainda estirpes de S. aureus com resistência heteróloga à vancomicina (hetero-

VRSA), o que se refere a um fenómeno no qual uma estirpe de S. aureus desenvolve 

resistência à vancomicina (CIM≥4 mg/L), mas essa resistência não é linear na população 

bacteriana. Isto é, apenas uma subpopulação de bactérias dentro da mesma estirpe 

apresenta resistência à vancomicina, enquanto as outras permanecem suscetíveis ao 

antibiótico134. Nos dias de hoje, a ocorrência de estirpes VRSA, VISA e hetero-VRSA 

mantém-se uma situação rara132.  
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Figura 7 - Mecanismo de resistência de estirpes à vancomicina  

Reproduzido de (106) 

 

1.7.5 Outros antimicrobianos 

 

As estirpes de S. aureus podem apresentar níveis de resistência variáveis a 

antimicrobianos de diferentes classes que podem ser considerados no tratamento de 

infeções por esta bactéria.  

O ácido fusídico é usado habitualmente no tratamento tópico de infeções da pele e tecidos 

moles por S. aureus, mas também pode ser administrado por outras vias em caso de 

infeções mais graves135. O ácido fusídico atua através da inibição do fator de alongamento 

G que é necessário à translocação de péptidos durante a síntese proteica. A resistência ao 

ácido fusídico é causada pela alteração do alvo, diminuição da permeabilidade a agentes 

externos e inativação pelos genes fusA e fusB em S. aureus136. 

As tetraciclinas constituem antibióticos semissintéticos que se ligam com uma elevada 

afinidade à subunidade ribossómica 30S da bactéria inibindo a síntese proteica137. São 

agentes bacteriostáticos com atividade direcionada para uma grande variedade de 

microrganismos137. A resistência à tetraciclina em S. aureus pode ser conferida por 

proteínas de proteção ribossomal, conferidas por genes como tet(M) ou tet (O) ou por 

bombas de efluxo, codificadas por genes como o tet(L) ou tet(K)138. A utilização destes 
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antibióticos em crianças muito jovens é desaconselhado pelo risco de afetação do 

desenvolvimento ósseo e descoloração da dentição139.  

O cloranfenicol é um antibiótico bacteriostático que se liga à subunidade 50S do 

ribossoma, para inibir a síntese proteica da bactéria140. A resistência a este agente é 

conferida pela degradação enzimática do antibiótico, mediada pela presença dos genes 

cat, os quais codificam acetiltransferases, e em alguns casos pela ação de bombas de 

efluxo141–144.  

A rifampicina atua na subunidade 13 da RNA polimerase DNA dependente das células 

procariotas, codificada pelo gene rpoB, inibindo a transcrição145. Mutações na região de 

ligação do antibiótico originam resistência à rifampicina146.  

Os aminoglicosídeos atuam através da inibição da síntese proteica147.  O mecanismo de 

resistência aos aminoglicosídeos mais frequente é a inativação por ação de enzimas 

modificadoras de aminoglicosídeos, tais como acetiltransferases ou fosfotransferases e 

nucleotidiltransferases148.  Estudos prévios apontam que a enzima mais frequente em 

estirpes estafilocócicas é a enzima bifuncional codificada pelo gene aac(6')/aph(2”), que 

confere resistência à gentamicina, entre outros aminoglicosídeos148. 

As fluoroquinolonas, como a norfloxacina, são antibióticos de largo espectro utilizadas 

há várias décadas na terapêutica de infeções por bactérias de Gram negativo e Gram 

positivo, embora a sua utilização em idade pediátrica seja limitada por receio de possíveis 

danos em cartilagens com impacto no desenvolvimento das crianças149. Esta classe de 

antibióticos liga às enzimas DNA girase e topoisomerase IV, inibindo o processo de 

replicação do DNA150. Enquanto nas bactérias de Gram negativo o alvo primário das 

fluoroquinolonas é a DNA girase, nas bactérias de Gram positivo, como é o caso dos 

Staphylococcus spp., atuam preferencialmente na topoisomerase IV 151,152 . Nos Gram 

positivos a resistência ocorre por mutações nos genes que alteram o alvo ou pela redução 

da acumulação do fármaco mediada por bombas de efluxo153. 

A linezolida inibe o início da síntese de proteínas e consecutivamente a formação de um 

complexo ternário entre tRNA,  N-formilmetionina (fMet), mRNA e o ribossoma154,155.  

O trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) consiste numa combinação de forma proporcional 

e previamente estabelecida, de trimetoprim com uma sulfonamida (sulfametoxazol). 

Estes atuam sinergicamente inibindo diferentes etapas da síntese do ácido fólico 

bacteriano. A resistência ao SXT em estirpes de S. aureus é mediada por mutações no 

gene folP, que codifica a proteína dihidropteroato sintetase156. 

  

https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/doen%C3%A7as-infecciosas/bact%C3%A9rias-e-f%C3%A1rmacos-antibacterianos/vis%C3%A3o-geral-dos-antibacterianos
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1.8  Epidemiologia das infeções por S. aureus 

 

1.8.1 MRSA 

 

As estirpes MRSA e as infeções por elas causadas são habitualmente divididas em 

associadas aos cuidados de saúde (HA-MRSA, “health-care-associated MRSA”) e 

aquelas com origem na comunidade (“community-associated MRSA”, CA-MRSA). Os 

primeiros casos de infeções por estirpes MRSA surgiram apenas dois anos após a 

introdução das penicilinas semissintéticas na prática clínica e aumentaram a prevalência 

nos anos seguintes157. Inicialmente, as infeções por estirpes MRSA ocorriam em grande 

parte em ambiente hospitalar, contudo a partir de 1998, as estirpes MRSA começaram a 

surgir igualmente em doentes sem contacto prévio com instituições de saúde, ou seja, na 

comunidade (CA-MRSA)116,158. A origem destas últimas estirpes resultou de processos 

evolutivos ainda pouco esclarecidos159. Algumas destas linhagens foram responsáveis por 

infeções graves, tais como infeções músculo-esqueléticas ou pneumonias necrotizantes, 

e foram associadas à presença de PVL75. Um exemplo é o clone CA-MRSA USA300, 

prevalente nos Estados Unidos da América, que se disseminou a nível mundial, inclusive 

em Portugal, estando associado a taxas de mortalidade e morbilidade elevadas26,160,161.   

As estirpes HA-MRSA e CA-MRSA estão associados a diferentes tipos SCCmec. Nas 

estirpes HA-MRSA as formas mais comuns são os tipos I, II e III, enquanto nas estirpes 

CA-MRSA os tipos IV e V predominam69. Dados epidemiológicos apontam para uma 

prevalência de HA-MRSA mais elevada na América do Norte, América do Sul, e Ásia (> 

50%), taxas intermédias (entre os 25%–50%) na China, Austrália, África e alguns países 

do Sul da Europa (como Portugal, Grécia e Itália (37%) e menor prevalência em países 

do Norte da Europa (como é o caso de Países Baixos e países da Escandinávia) (Figura 

8)92. A prevalência de estirpes MRSA em infeções invasivas em países da Europa em 

2022 variou de 1.1% (Noruega) a 50.8% (Chipre) (Figura 9).  

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924857911004687?casa_token=N9fh9bI6yUUAAAAA:Whyod3IyIiKqtxGtp1Ng6GHBawQOAglLrTtdjybmucdsK-QrRgFGcJGOKbgz8NSfFQXx_3tNSg
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Figura 8 - Prevalência mundial de S. aureus resistente à meticilina adquirido em hospitais 

Reproduzido de (2) 

 
Figura 9 - Prevalência de estirpes MRSA em infeções invasivas (todas as idades) em países da União Europeia 

(2022) 

Reproduzido https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx  acedido em 15/12/2023). 

Inúmeros estudos epidemiológicos conduzidos ao longo das últimas décadas revelaram 

que os CCs de MRSA mais frequentemente detetados a nível mundial incluem CC5, 

CC8, CC22, CC30 ou CC4592. Na Tabela 1 estão representados os principais clones de 

HA-MRSA, bem como o país onde foram relatados pela primeira vez.  

  

 

https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx
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Tabela 1 - Principais clones de HA-MRSA. 

Adaptado de (92) 

 

Clones 

 

Linhagem (ST) 

 

CC 

 

Local 

 

Ano 

Ibérico ou UK-MRSA-5 ST247/SCCmec I CC8 Espanha 1989 

Nova Iorque/Japão ST5/SCCmec II CC5 Estados 

Unidos 

1998 

Brasileiro, húngaro ST239/SCCmec III  CC8 Brasil/Hungria 1992/3 

EMRSA-15 ST22/SCCmec IV CC22 Reino Unido 1993 

Pediátrico ou USA800 ST5/SCCmec IV  CC5 Portugal 1992 

 

Um estudo conduzido em Portugal mostrou que a colonização por estirpes MRSA em 

crianças no país era inferior a 1%162. Existem estudos recentes realizados em doentes sem 

contacto prévio com o ambiente hospitalar, que apontam as estirpes MRSA como 

responsáveis por até aproximadamente 25% das infeções162.  

Apesar de nos últimos anos ter-se verificado um declínio do número de infeções por 

MRSA na União Europeia, Portugal continua a ter uma das maiores prevalências de 

estirpes MRSA a nível europeu163.  O valor mais elevado de estirpes MRSA em infeções 

invasivas em Portugal foi registado em 2011, com uma taxa de 54.6%164. A taxa de 

resistência à meticilina tem diminuído continuamente desde então, atingindo um valor de 

25.0% em 2022164.  

Na Figura 10 está representada a evolução das taxas de MRSA provenientes de amostras 

invasivas, compreendidas entre os anos 1999 e 2022.  
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Figura 10 -  Evolução da resistência à meticilina em estirpes invasivas de S. aureus em Portugal - 1999 a 2022 

Dados obtidos de (https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx acedido em 12/12/2023).
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2. OBJETIVOS 

 

As infeções por S. aureus são bastantes comuns e têm uma elevada importância clínica e 

social. Apesar de existirem na literatura científica vários estudos dedicados à tipagem 

molecular e caracterização das resistências aos antimicrobianos em estirpes de S. aureus 

em Portugal, em contexto de colonização e de infeção em diversas populações, os dados 

relativos à epidemiologia das infeções invasivas em idade pediátrica são raros. Assim, o 

presente estudo visa a caracterização das estirpes de S. aureus causadores de infeções 

invasivas em idade pediátrica em Portugal durante o período de 2015 a 2020. 

Os objetivos específicos deste projeto são: 

- Caraterizar as estirpes de S. aureus isoladas de infeções invasivas em doentes 

pediátricos provenientes de hospitais de Portugal. 

- Avaliar a diversidade genética e identificar as linhagens clonais de S. aureus 

predominantes em infeção invasiva pediátrica no país. 

- Caracterizar o conteúdo genético das linhagens clonais detetadas, identificando 

diferenças na distribuição de fatores de virulência e determinantes de resistência a 

antimicrobianos. 

- Determinar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das estirpes, 

identificando as resistências mais expressivas nesta população. 

- Comparar os resultados obtidos com os dados disponíveis na literatura sobre a 

epidemiologia das infeções por S. aureus em Portugal e a nível global.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1  Considerações éticas 

As estirpes utilizadas neste projeto foram recolhidas no âmbito de estudos previamente 

aprovados pela Comissão de Ética do Centro Académico de Medicina de Lisboa. Estes 

estudos foram considerados como atividade de vigilância, não obtendo novas 

informações relevantes para diagnóstico, estando isentos de consentimento informado. 

Além disto, decorreram segundo as diretrizes/regulamentos previstos e todos os dados e 

estirpes foram anonimizados, tornando impossível a sua associação com um indivíduo 

em particular. Assim, não estão envolvidas questões éticas neste projeto de dissertação. 

3.2  Amostras em estudo  

A coleção em estudo consistiu um total de 205 estirpes de S. aureus isoladas de infeções 

invasivas de doentes com idade inferior a 18 anos em Portugal entre os anos 2015 e 2020. 

A distribuição das estirpes por ano de estudo é indicada na Figura 11.  

 

Figura 11 -  Distribuição das estirpes de S. aureus isoladas ao longo do período de estudo 

O estudo incluiu estirpes isoladas a partir de um produto biológico habitualmente estéril 

tais como o sangue (n=180; 87.8%), líquido sinovial (n=12; 5.9%), líquido 

cefalorraquidiano (n=2; 1%), líquido pleural (n=1; 0.5%), líquido peritoneal (n=1, 0,5%), 

e líquido pericárdico (n=1, 0.5%).
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Foram ainda incluídas no estudo oito amostras obtidas de biópsias ósseas (n=4; 2.0%) 

biópsia ganglionar (n=1; 0.5%), abcesso inguinal (n=1; 0.5%), abcesso cerebral (n=1; 

0.5%) e pus de artrite séptica (n=1; 0.5%). As estirpes em estudo foram isoladas e 

identificadas em 10 laboratórios de hospitais nacionais (Tabela A1 – Anexos), e 

posteriormente enviadas para o laboratório do Instituto de Microbiologia da Faculdade 

de Medicina da Universidade de Lisboa, no qual foram realizados todos os trabalhos de 

caracterização subsequentes. Uma única estirpe por doente foi incluída no estudo.    

3.3  Condições de crescimento e morfologia das colónias  

As 205 estirpes foram inoculadas em placas de gelose simples, “Tryptone Soya Agar” 

(TSA) (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), e incubadas durante 24 horas a 35 ºC em 

atmosfera não controlada. Após as 24 horas de incubação observou-se a morfologia das 

colónias, nomeadamente o tamanho e cor. Como teste confirmatório de identificação, 

procedeu-se à realização do teste da coagulase previamente à caracterização subsequente. 

Para tal, uma colónia com 24 horas de crescimento foi inoculada num tubo com 0.5mL 

de plasma de coelho (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, França) e incubada a 35ºC em 

atmosfera não controlada. A observação da coagulação do plasma foi feita após um 

mínimo de 4 horas de incubação. 

As estirpes foram armazenadas a –80 ºC em “Tryptone Soya Broth” (TSB) (Oxoid, 

Basingstoke, Reino Unido), suplementado com 15% (V/V) de glicerol (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, EUA), a partir de culturas bacterianas com 24 horas de crescimento nas 

condições indicadas acima. 

3.4  Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos 

A suscetibilidade das estirpes a um conjunto de 16 antimicrobianos foi determinada 

segundo os procedimentos e critérios interpretativos da “European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST) para os Staphylococcus spp166.  

A suscetibilidade à penicilina, cefoxitina, ceftarolina, eritromicina, clindamicina, 

norfloxacina, ácido fusídico, gentamicina, rifampicina, cloranfenicol, tetraciclina, 

tigeciclina, trimetoprima-sulfametoxazol (SXT) e linezolida foi determinada pelo método 

de difusão em disco de Kirby-Bauer utilizando discos comerciais (Oxoid, Hampshire, 

Reino Unido).  
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Para cada estirpe foi preparada uma suspensão com uma turbidez de 0,5 na escala de 

McFarland em 0.85% NaCl a partir de colónias com 24h de crescimento. Esta suspensão 

foi usada para inocular em placas de ágar Mueller-Hinton (Oxoid, Hampshire, Reino 

Unido). Após colocação dos discos, as placas foram incubadas durante 18 a 20 horas a 

35 ºC. As concentrações inibitórias mínimas (CIMs) à vancomicina e daptomicina foram 

determinadas utilizando tiras de E-test (bioMérieux, Marcy-l'Étoile, França). Para a 

identificação dos fenótipos de resistência aos macrólidos, lincosamidas e 

estreptograminas B foi utilizado um teste de disco duplo com os discos de eritromicina e 

clindamicina. Estes discos foram inoculados no meio de cultura de Mueller Hinton 

Simples (MHE) com uma distância de 12 a 20 mm entre eles, tal como preconizado nas 

normas EUCAST167. Deste procedimento  resultaram os diferentes fenótipos de 

resistência (M, cMLSB e iMLSB). As estirpes que apresentaram fenótipo iMLSB foram 

consideradas como resistentes à clindamicina de acordo com as normas do EUCAST. 

Para o controlo de qualidade na realização dos antibiogramas utilizou-se a estirpe de 

referência de S. aureus ATCC 29213. 

3.5  Sequenciação genómica de alto débito 

3.5.1 Extração de DNA 

 

Para a extração de DNA genómico algumas colónias de S. aureus semeadas em gelose de 

sangue inoculadas em 5mL de meio líquido de TSB (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) e 

incubadas durante 4 horas a 37º C, com agitação (220 rpm), recorrendo-se ao agitador 

Sanyo Orbital Incubator. Mediu-se a densidade ótica usando o medidor de densidade 

celular WPA CO 8000 Biowave (Biochrom Ltd., Cambridge, Reino Unido) para se 

atingir uma densidade entre 0.7 – 0.9.      

A extração do DNA bacteriano foi feita utilizando o kit PureLink Genomic DNA Mini 

Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA) seguindo as 

instruções e etapas estabelecidos pelo fabricante para se obter um volume final de 50 μl 

de DNA eluído. Inicialmente, centrifugou-se (1500 rpm; 5’) 1mL da suspensão bacteriana 

e descartou-se o sobrenadante.  De seguida, para lisar o DNA, adicionou-se 20 mg/mL de 

lisozima (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e 75U de mutanolisa (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e, após o tratamento com proteinase K (Roche), 

procedeu-se à adição de 400μg de RNAse (disponibilizada no “kit”) com uma incubação 

de 1 minuto à temperatura ambiente. Este é de seguida adsorvido de forma seletiva para 
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uma coluna de sílica, onde vai ser sujeita a várias lavagens com tampão de lavagem. O 

processo de eluição do DNA conclui-se com a adição de um tampão de baixa 

concentração salina (PureLink Genomic Elution Buffer).  

 

3.5.2 Controlo de qualidade e quantificação do DNA extraído 

 

Após a extração do DNA, realizou-se a medição das razões de absorvância 260/280nm e 

260/230nm através do espetrofotómetro Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific Inc., 

Waltham, Massachusetts, EUA) para verificar a pureza do DNA.  

A integridade do DNA foi  visualizada após migração em  gel de eletroforese, pela 

utilização de 5μl de DNA eluído com 2μL de loading buffer (LBI 6X) para o 

carregamento no gel e deixando migrar por cerca de 45 minutos a 100 V. A eletroforese 

realizou-se num gel de agarose (Bio-Rad, Hercules, Califórnia, EUA) a 1% (m/V) em 

tampão TBE 0.5% (Bio-Rad, Hercules, Califórnia, EUA) contendo brometo de etídio. Foi 

utilizado “1Kb plus” (Invitrogen, Carlsbad, California) como marcador de peso 

molecular. As imagens do gel foram obtidas usando o sistema AlphaImager. 

Para quantificar o DNA genómico extraído utilizou-se o Qubit (ThermoFisher Scientific, 

Massachusetts, EUA), e foram realizadas diluições com Tris-HCL 10mM pH 8 para obter 

uma concentração final de amostra de 10ng/μL para envio para sequenciação. 

 

3.5.3 Sequenciação de DNA   

 

A sequenciação total do genoma foi realizada no Instituto Gulbenkian de Ciência, 

Unidade Gene Express (Oeiras, Portugal). A análise bioinformática subsequente foi 

realizada  no Instituto de Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade de 

Lisboa pelo grupo da bioinformática. 

Com o “kit Nextera® XT DNA Library Prep paired-end”, o “kit Index v2” (Illumina©, 

San Diego, Califórnia, EUA) preparou-se as bibliotecas de sequenciação de alto débito e 

estas foram sequenciadas no sistema Illumina NextSeq® 500 (Illumina©) usando o “kit 

NextSeq® 500/550 Mid-Output” (versão 2) (300 ciclos). A avaliação, o controlo de 

qualidade e a montagem de novo das “reads paired-end” obtidas foi feita utilizando a 

pipeline INNUca (https://github.com/B-UMMI/INNUca). A versão 2.6 da pipeline 

INNUca, foi corrida utilizando a imagem Docker “ummidock/innuca:2.6” 

(https://hub.docker.com/r/ummidock/innuca/). Foi fornecido como “input” sequências de 

adaptadores Nextera XT para remoção de adaptadores e um tamanho de genoma previsto 

https://github.com/B-UMMI/INNUca
https://hub.docker.com/r/ummidock/innuca/
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de 2.1 Mb. A qualidade das “reads” nesta pipeline é avaliada e classificada recorrendo à 

ferramenta FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e de 

seguida processada com o Trimmomatic168. O SPAdes fez a montagem de novo das 

“reads” processadas em genomas. Estas montagens foram posteriormente corrigidas com 

o Pilon169,170. 

Foram anotados na pipeline Prokka v1.12171, os genomas rascunho que foram 

previamente polidos, com recurso a Docker “ummidock/prokka:1.12” 

(https://hub.docker.com/r/ummidock/prokka/). O SignalP (versão 4.1)172 foi o 

instrumento utilizado para identificar o péptido sinal nas regiões de codificação e 

RNAmmer (versão 1.2) 173 que foi fornecido externamente à imagem Docker, foi utilizado 

para identificar o RNA ribossomal. Para a correção do Prokka, foi utilizada uma base de 

dados composta por genomas completos de S. aureus, usando os parâmetros listados a 

seguir: --addgenes --usegenus --rfam --rnammer --gram pos --increment 10 --

mincontiglen 1 --gcode 11 -- kingdom Bacteria --genus Staphylococcus --species aureus. 

 

3.5.4 Análise gene-por-gene e relações genéticas entre as estirpes  

 

Utilizou-se o esquema de MLST existente para S. aureus para estabelecer a relação 

genética das 205 estirpes em estudo. Utilizou-se o MLST 

(https://github.com/tseemann/mlst) disponível na pipeline INNUca para obter um perfil 

alélico (genes arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi e yqi) e o ST correspondente do genoma 

provisório de cada estirpe. Os perfis recém identificados e ou novos alelos foram 

submetidos à base de dados da PubMLST para atribuição de um número. Por outro lado, 

para definição dos CCs, usou-se o algoritmo goeBURST implementado no 

PHYLOViZ174, incluindo na análise os perfis alélicos de todas as estirpes S. aureus 

presentes na base de dados a 4 de Março de 2022 

(https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-aureus), que em conjunto com as estirpes 

caracterizadas neste trabalho totalizaram um total de 37424 perfis alélicos. Os CCs foram 

definidos ao nível SLV. 

  

https://hub.docker.com/r/ummidock/prokka/
https://github.com/tseemann/mlst
https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-aureus
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3.5.5 Determinantes de resistência e fatores de virulência 

 

Os dados da sequenciação genómica de alto débito foram utilizados igualmente para 

obtenção de determinantes de resistência e fatores potencialmente associados à 

virulência. Os genes de resistência a antimicrobianos aos quais as estirpes apresentaram 

resistência foram obtidos das bases de dados “Comprehensive Antibiotic Resistance 

Database” (CARD) (https://card.mcmaster.ca/home), NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e megares (https://megares.meglab.org). Os elementos 

SCCmec das estirpes MRSA foram identificados utilizando o SCCmecFinder 1.2118 que 

permite a identificação dos tipos SCCmec I a XI. Os ficheiros com os genomas montados 

foram submetidos usando as condições padrão disponíveis em  

(https://cge.food.dtu.dk/services/SCCmecFinder/).   

Os factores de virulência foram pesquisados pelo uso da base de dados Virulence Factors 

Database (VFDB). Os dados de presença/ausência destes genes foram confirmados 

através do algoritmo BLAST no Geneious (versão 8.1.9). 

3.6  Análise estatística 

O cálculo do índice de diversidade de Simpson (Simpson’s index of diversity – SID) e 

respetivos intervalos de confiança de 95% (IC 95%) foi utilizado para avaliar a 

diversidade da população em estudo. Para tal recorreu-se ao site Comparing Partitions 

(http://www.comparingpartitions.info). O índice calculado serve para estimar a 

diversidade das estirpes em estudo, bem como a probabilidade de duas estirpes da 

população, selecionadas de forma aleatória, pertencerem a dois grupos diferentes. O valor 

do SID oscila de zero a um, sendo que, quanto maior for o valor de SID maior é a 

diversidade da população.175  

As odds ratio (OR) foram calculadas pelo método de Fisher usando as bibliotecas 

“Epitools” e “multtest” da linguagem “R”. Este foi determinado para avaliar possíveis 

associações entre variáveis e os valores de p obtidos foram corrigidos utilizando a taxa 

de descoberta de falsos positivos (FDR) para testes múltiplos. Utilizou-se o teste de 

Cochran-Armitage para avaliar as tendências entre duas variáveis. Um valor de p value 

<0.05 foi considerado estatisticamente significativo para todos os testes. 

https://card.mcmaster.ca/home
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://megares.meglab.org/
https://cge.food.dtu.dk/services/SCCmecFinder/
http://www.comparingpartitions.info/
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4. RESULTADOS  

 

 

4.1  Caraterização das amostras em estudo  

A média de idade dos doentes dos quais foram isoladas estirpes invasivas de S. aureus foi 

de 4.5 anos e a mediana de 2 anos, variando entre os 3 dias e os 17 anos de idade, com 

um intervalo interquartis de 0.17-9. Um total de 16.6% (n=34) das estirpes foram isoladas 

de crianças com menos de um mês de idade e 40.5% (n=83) de crianças com menos de 

um ano de idade (Figura 12). A maioria das estirpes foram provenientes de crianças do 

sexo masculino n=117 (57.1%).  

 

 

Figura 12 - Distribuição das idades dos doentes em estudo 

 

4.2  “Multilocus sequence typing” (MLST) 

A caracterização das estirpes isoladas por MLST permitiu a deteção de 36 STs diferentes 

(SID ± IC 95%, 0.927 ± 0.015). Estes agruparam-se em 17 CCs e um singleton (SID ± IC 

95%, 0.899 ± 0.015). Os CCs mais frequentes foram CC398 (16.6%), CC30 (16.1%), 

CC5 (13.7%) e CC45 (10.7%), todos representados em mais de 10% das estirpes (Tabela 

2, Figura 13). 
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Tabela 2 - Distribuição dos STs e CCs definidos por MLST das 205 estirpes 

CC ST(n) N % 

398 398 (33), 752 (1) 34 16.6 

30 30 (25), 34 (7), 7426 (1) 33 16.1 

5 5 (18), 105 (5), 5269 (1), 7427 (3), 7429 (1) 28 13.7 

45 45 (17), 54 (1), 508 (2), 2285 (1), 2498 (1) 22 10.7 

72 72 (18) 18 8.8 

22 22 (15) 15 7.3 

121 121 (10), 3213 (1), 7432 (1) 12 5.9 

8 8 (8), 7428 (1), 7430 (1) 10 4.9 

7 7 (4), 789 (1), 7431 (1) 6 2.9 

9 9 (2), 27 (3) 5 2.4 

152 152 (5) 5 2.4 

15 15 (4) 4 2.0 

6 6 (3) 3 1.5 

97 97 (3) 3 1.5 

291 291 (3) 3 1.5 

25 25 (2) 2 1.0 

59 59 (1) 1 0.5 

Singleton 2867 (1) 1 0.5 
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Figura 13 - Diagrama de GoeBURST das 205 estirpes de S. aureus 

Nove estirpes tinham novos alelos pelo que as sequências foram submetidas à base de 

dados PubMLST (https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-aureus) para atribuição 

de um número de alelo. Foram identificados 3 novos alelos no locus arcC (alelos 865 a 

867), 2 no gmk (alelos 577 e 578), 1 no pta (alelo 877) e 1 no yqiL (alelo 981).  Estas 

estirpes corresponderam a 7 novos perfis alélicos aos quais foram atribuídos os STs 7426 

a 7432.  

A prevalência dos CCs individuais ao longo do período de estudo foi analisada para 

detetar possíveis alterações ao longo do tempo (Figura 14). Os quatro CCs mais 

frequentes, CC398, CC30, CC5 e CC45, foram detetados em todos os anos do estudo. Foi 

detetado um aumento das estirpes CC398 e um decréscimo de CC9 (p<0.05) durante o 

período de estudo, mas em ambos os casos não houve suporte estatístico após correção 

FDR. No ano de 2020, último ano do estudo em que o laboratório recebeu um maior 

número de estirpes (n=53), não se observou um aumento desproporcional de qualquer um 

dos CCs relativamente aos anos anteriores. 
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Figura 14 - Prevalência dos CCs identificados ao longo do período de estudo 

 

4.3  Suscetibilidade aos antimicrobianos 

A suscetibilidade aos antibióticos foi determinada para todas as 205 estirpes. Todas as 

estirpes analisadas neste estudo eram suscetíveis à vancomicina, daptomicina, ceftarolina, 

linezolida, tigeciclina e SXT. 

Um total de 194 estirpes (94.6%) apresentou resistência a pelo menos um dos 

antimicrobianos testados. As taxas de resistência aos antimicrobianos das 205 estirpes de 

S. aureus do estudo estão representados na Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0%

20%

40%

60%

80%

100%

2015 2016 2017 2018 2019 2020

%

Ano

398 30 5 45 72 22 121 8 7

9 152 15 6 97 291 25 59 s2867



4. Resultados  

39 

 

 

Tabela 3 - Taxa de resistência aos antimicrobianos 

 

Antimicrobiano 

Suscetível       Resistente  

Nº % Nº % 

Penicilina 26 12.7 179 87.3 

Cefoxitina 170 82.9 35 17.1 

Eritromicina 144 70.2 61 29.8 

Clindamicina 146 71.2 591 28.8 

Norfloxacina 174 84.9 31 15.1 

Ácido Fusídico 190 92.7 15 7.3 

Gentamicina 191 93.2 14 6.8 

Rifampicina 201 98.0 4 2.0 

Cloranfenicol 202 98.5 3 1.5 

Tetraciclina 204 99.5 1 0.5 

 
1 Inclui 55 estirpes de fenótipo iMLSB  

 

Um total de 179 (87.3%) estirpes apresentaram resistência à penicilina e 35 (17.1%) eram 

também resistentes à cefoxitina por presença do gene mecA, sendo classificadas como 

MRSA. O gene blaZ foi detetado em um total de 175 estirpes, 31 das quais também 

possuíam o gene mecA.  

As estirpes MRSA apresentaram vários STs e foram detetados em cinco CCs, 

nomeadamente CC5 (n=18, 51.4% do total de estirpes MRSA), CC22 (n=11, 31.4%), 

CC8 (n=4, 11.4%), CC72 (n=1, 2.9%) e CC152 (n=1, 2.9%), que também agruparam 

estirpes suscetíveis à cefoxitina (Figuras 15 e 16; Tabela 4). Os tipos SCCmec IV (2B) 

(n=17), VI (4B) (n=8) e II (2A) (n=8) foram detetados entre as estirpes MRSA. Não se 

obteve um tipo de elemento SCCmec de duas estirpes MRSA pertencentes aos CCs 22 e 

8 após submissão ao SCCmecFinder (https://doi.org/10.1128/mSphere.00612-17). A 

análise das sequências genómicas destas duas estirpes mostrou que o gene mecA se 

encontrava perto de zonas de quebra de contigs, sendo a não integridade da sequência do 

https://doi.org/10.1128/mSphere.00612-17
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elemento SCCmec nestas duas estirpes uma possibilidade para a não atribuição de um 

tipo SCCmec pelo programa.  

 

 

Figura 15 - Distribuição das estirpes MRSA e MSSA  pelos CCs 

 

 

Figura 16 - Diagrama de GoeBURST das 205 estirpes de S. aureus mostrando a distribuição das estirpes MRSA 
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Tabela 4 - Distribuição dos tipos SCCmec pelos STs e CCs 

CC ST(n) SCCmec 

5 105 (5) II 
 

7427 (3) II 
 

5 (4) IV 
 

5269 (1) IV 
 

5 (5) VI 

22 22 (10*) IV 

8 8 (3*) VI 

72 72 (1) IV 

152 152 (1) IV 

 
*Incluía mais uma estirpe MRSA para a qual não foi possível determinar o tipo SCCmec 

 

As estirpes MRSA no CC5 apresentaram grande diversidade sendo o único CC associado 

a diferentes tipos SCCmec. A maioria pertencia ao tipo SCCmec II (5 estirpes ST105 e 3 

ST7427), seguido dos tipos IV (4 estirpes ST5 e uma ST5269) e VI (5 estirpes ST5). As 

CIMs determinadas para a vancomicina variaram entre 0.38 e 2μg/mL (CIM50 = 1μg/mL 

e CIM90 = 1μg/mL), enquanto as CIMs à daptomicina variaram entre 0.064 e 1μg/mL 

(CIM50 = 0.25μg/mL e CIM90 = 0.75μg/mL). Não foram detetadas diferenças nos valores 

de CIMs a estes dois antibióticos entre estirpes MSSA e MRSA (Figuras 17 e 18). 

 

 

Figura 17 - Distribuição de CIMs à vancomicina das 205 estirpes de S. aureus 
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Figura 18 - Distribuição de CIMs à daptomicina das 205 estirpes de S. aureus 

 

A resistência à eritromicina e à clindamicina foi detetada em 61 (29.8%) e 59 (28.9%) 

das estirpes, respetivamente. O fenótipo mais comum nas estirpes estudadas foi o iMLSB 

(n=55, 26.8%), sendo conferido pelo gene erm(T) (n=32), erm(C) (n=14) ou erm(A) 

(n=8). O fenótipo cMLSB foi expresso por 4 estirpes (1.9%), sendo que 3 destes possuíam 

o gene erm(A) e uma o gene erm(B). O fenótipo M foi expresso em apenas 2 estirpes 

(0.98%), nas quais foi detetado o gene msr(A). A resistência aos macrólidos e 

lincosamidas estava associada aos CC398 e CC5 (p<0.001) (Figura 20). As estirpes 

erm(T) positivas pertenciam todas ao CC398. 

Foram detetadas 31 estirpes (15.1%) resistentes à norfloxacina e estas distribuem-se 

principalmente pelos CCs CC5 e CC22 (p<0.001), associados a estirpes MRSA. 

A resistência ao ácido fusídico foi identificada em 15 estirpes (7.3%). No genoma de 12 

destas estirpes estava presente o gene fusC (8 do CC5 e 4 do CC8) e noutra o gene fusB 

(ST7429, também do CC5). No genoma de duas estirpes resistentes ao ácido fusídico, 

ambas ST121 (CC121), não foram detetados genes que confiram resistência a este agente 

antimicrobiano. Estas duas estirpes apresentaram um halo de inibição consideravelmente 

maior que as restantes estirpes resistentes (20mm contra 10mm das restantes).  

A resistência à gentamicina foi detetada em 14 (6.8%) estirpes, distribuídos pelos CC398 

(n=8), CC5 (n=4), CC8 (n=1) e CC22 (n=1). Todas estas estirpes possuíam o gene da 

enzima bifuncional aac(6')-Ie-aph(2")-Ia. Para além deste gene, foram detetados nos 

genomas de estirpes suscetíveis à gentamicina os genes ant(9)-1a (n=9, 4.4%), ant(4’-1b) 
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(n=2, 1%) e ant(6) (n=1, 0.5%), genes que conferem resistências a outros 

aminoglicosídeos que não a gentamicina.   

A resistência ao cloranfenicol foi detetada em 3 (1.5%) estirpes S. aureus MSSA não 

relacionadas (CC72, CC7 e CC152). Em duas delas a resistência era conferida pelo gene 

catA7 e na restante pelo gene catA8 (CC152).  

As três estirpes resistentes à rifampicina pertenciam a três CCs distintos (CC22, CC30 e 

CC121).  

A resistência à tetraciclina foi detetada em apenas uma (0.5%) estirpe de S. aureus MRSA  

(CC8), sendo conferida pelo gene tetK.  

Mais de um terço das estirpes (35.6%, n=73) eram resistentes a pelo menos dois dos 

antimicrobianos testados e 20% (n=41) resistentes a três ou mais.  

As estirpes MRSA apresentaram taxas de resistência aos antimicrobianos não beta-

lactâmicos superiores às observadas em estirpes MSSA (Figura 19), nomeadamente com 

65.7% das estirpes MRSA a serem resistentes a macrólidos, lincosamidas e 

estreptograminas B, 74.3% resistentes à norfloxacina em 31.4% ao ácido fusídico. 

 

 

Figura 19 - Taxa de resistência a antimicrobianos das estirpes MRSA e MSSA 

 

Na Figura 20 estão detalhados os perfis de resistência aos antibióticos das 205 estirpes 

para cada CC identificado.  
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Figura 20 - Perfil de resistências para cada antibiótico nos diferentes CCs 

 1 
Inclui os restantes CCs identificados que contêm menos de 10 estirpes por CC e um singleton. Fazem 

parte destes CC7 (n=6), CC 9 (n=5), CC152 (n=5), CC15 (n=4), CC6 (n=3), CC97 (n=3), CC291(n=3), 

CC25(n=2) e CC59 (n=1). 

 

As resistências apresentadas pelas 205 estirpes de S. aureus em estudo são apresentadas  

em detalhe na Tabela A2 – Anexos, com o respetivo ST, genótipo, tipo SCCmec e 
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4.4  Fatores de virulência 

A presença de genes possivelmente associados às virulências de S. aureus, incluindo 

exotoxinas, enzimas e fatores que interagem com o sistema imunitário do hospedeiro, foi 

pesquisada nas 205 estirpes em estudo e encontram-se sumarizados na Tabela 5.  

Tabela 5 - Distribuição de genes de fatores de virulência nas 205 estirpes de S. aureus 

GENE PRODUTO N % 

hly/hla hemolisina α 205 100.0 

hlb hemolisina β 205 100.0 

hld hemolisina δ 205 100.0 

hlgA; hlgB; hlgC hemolisina γ 205 100.0 

spa proteína A (SpA) 205 100.0 

aur aureolisina 205 100.0 

hysA hialuronidase 205 100.0 

geh lipase 205 100.0 

lip lipase 205 100.0 

sspA protease de serinas V8 205 100.0 

sspB protease de cisteína ("staphopain") SspB 205 100.0 

sspC "staphostatin" B 205 100.0 

coa coagulase 205 100.0 

adsA adenosina sintase A (AdsA) 205 100.0 

sbi proteína de ligação à IgG Sbi 205 100.0 

scn inibidor do complemento estafilocócico  (SCIN) 195 95.1 

sak estafilocinase 158 77.1 

chp proteína inibidora de quimiotaxia (CHIPS) 155 75.6 

sea enterotoxina A 42 20.5 

sec enterotoxina C 28 13.7 

sell enterotoxina L 28 13.7 

seh enterotoxina H 7 3.4 
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GENE PRODUTO N % 

selk enterotoxina K 3 1.5 

selq enterotoxina G 3 1.5 

tsst-1 toxina do síndrome de choque tóxico-1 (TSST-1) 32 15.6 

lukF; luckS leucocidina de Panton-Valentine (PVL) 10 4.9 

etA toxina esfoliativa A (ETA) 6 2.9 

etB toxina esfoliativa B (ETB) 5 2.4 

etD toxina esfoliativa D 5 2.4 

 

Todas as estirpes possuíam os genes das hemolisinas α, β, δ e γ, tal como os genes da 

coagulase, proteína A, aureolisina, hialuronidase, entre outros. Para além dos genes 

indicados na Tabela 5, foram ainda detetados em todas as estirpes os genes isdA a isdG, 

que codificam um sistema de captação de ferro, e os genes de proteínas de aderência 

intercelular icaA, icaB, icaC, icaD e icaR responsáveis pela síntese do polissacárido 

PNSG (“poly-n-succinyl-β-1,6 glucosamine”) necessário à formação de biofilme em 

todas as estirpes. Destes, uma estirpe tinha uma deleção de 199pb no gene icaB (873bp), 

razão pela qual era negativo na VFDB. Entre os genes com presença variável na 

população em estudo, salientam-se os genes lukS e lukF da PVL, detetados em apenas 

4.9% (n=10) das estirpes. Apesar do pequeno número de estirpes PVL positivas, estas 

pertenciam a cinco CCs diferentes e apenas duas eram MRSA (CC22 e CC152). O gene 

da TSST-1 estava presente em 15.6% (n=32) das estirpes e foi maioritariamente 

encontrado em estirpes CC30, estando presente em 75.8% (n=25) das estirpes deste CC 

(Tabela 6). A presença dos genes das outras enterotoxinas variou entre 1.5% e 20.5%, 

encontrando-se presentes em vários CCs (Tabela 6). Dos CCs com mais de 10 estirpes 

apenas as estirpes pertencentes ao CC398 não possuíam qualquer gene de enterotoxina. 

Os genes das toxinas esfoliativas etA, etB e etD, também estavam presentes num número 

diminuto de estirpes (<3%) e maioritariamente associadas ao CC121 no caso das duas 

primeiras. 

Na Tabela 6 está representada a distribuição dos genes de virulência pelos respetivos 

complexos clonais.  
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Tabela 6 - Distribuição de fatores de virulência pelos CCs 

GENE 

CC 

398 30 5 45 72 22 121 8 7 152 9 15 6 291 97 25 59 s2867 Total 

lukF; 

lukS  1    1 2 1  5         10 

sea  19 9     3 6    3 2     42 

sec    17 4 7             28 

seh  7                 7 

selk        2         1  3 

sell    17 4 7             28 

selq        2         1  3 

tsst-1  25  3  4             32 

etA       5  1          6 

etB       5            5 

etD              3  2   5 

sak 1 27 27 22 18 15 11 9 6 5 5  3 3 3 1 1 1 158 

chp 33 22 26 22 18 15 1 4   5 4  3  1 1  155 

scn 34 27 27 22 18 15 11 9 6 5 5 4 3 3 3 1 1 1 195 

Total 34 33 28 22 18 15 12 10 6 5 5 4 3 3 3 2 1 1 205 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

Neste trabalho foram caracterizadas estirpes de S. aureus causadoras de infeções 

invasivas em doentes com idades compreendidas entre os 0 e os 18 anos em Portugal. 

Durante o período de 2015 a 2020 foram isoladas 205 estirpes provenientes 

maioritariamente de amostras de sangue. Inicialmente estas estirpes foram caraterizadas 

por métodos fenotípicos, nomeadamente a avaliação do aspeto morfológico das colónias, 

o teste da coagulase e testes de suscetibilidade aos antibióticos. Posteriormente procedeu-

se à caracterização genotípica das mesmas. Através da sequenciação do genoma  das 

estirpes obtiveram-se os dados de MLST das estirpes que permitiram a identificação das 

linhagens clonais. A distribuição dos fatores de virulência e de determinantes de 

resistência aos antimicrobianos nos S. aureus causadores de infeções invasivas 

pediátricas no país também foram descritos ao longo do trabalho.  

O presente estudo mostrou que uma proporção elevada das infeções invasivas por S. 

aureus em idade pediátrica ocorre em crianças com menos de um ano. Tal foi descrito 

anteriormente noutros estudos, que demostraram que a faixa etária mais afetada pelas 

infeções invasivas por S. aureus em crianças são, geralmente, os lactentes e crianças com 

menos de um ano de idade29. Nesta faixa etária as crianças são mais suscetíveis à 

colonização por S. aureus e a infeções da pele e tecidos moles, principalmente nas regiões 

perianais, associados ao calor e a humidade causado pelo uso de fraldas176.  Também 

estão mais suscetíveis a infeções graves como bacteriemia, meningite, osteomielite e 

pneumonia, devido ao sistema imunológico não totalmente desenvolvido29,177.  
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5.1  Diversidade clonal  

A caracterização genotípica das 205 estirpes revelou uma população diversa, com 36 STs 

agrupados em 18 CCs e um singleton, indicando que as infeções invasivas pediátricas em 

Portugal são causadas por várias linhagens clonais. Vários estudos prévios em Portugal 

caracterizaram as linhagens clonais de S. aureus predominantes no país, quer em casos 

de colonização quer de infeção em diferentes populações de doentes, embora muitos 

tenham estudado de forma independente estirpes MSSA e MRSA178,179. Adicionalmente, 

uma combinação de diferentes métodos de tipagem foram utilizados para a definição dos 

clones, incluindo PFGE, spa typing e MLST. Estes estudos demonstraram uma grande 

diversidade genética das estirpes MSSA e a presença de um número mais limitado de 

linhagens MRSA internacionalmente disseminadas178,179. A caracterização genotípica 

realizada nestes estudos demonstrou também a presença das mesmas linhagens MRSA 

em infeções adquiridas no hospital e na comunidade178,179. 

No presente estudo os CCs mais frequentes foram CC398, CC30, CC5 e CC45, todos 

representados em mais de 10% das estirpes e totalizando em conjunto mais de metade 

dos casos (57.1%). Os CCs identificados neste trabalho foram na sua generalidade 

congruentes com resultados obtidos em estudos anteriormente realizados em Portugal e 

noutros países europeus92,180. Um estudo que caracterizou a estrutura populacional das 

estirpes MSSA isoladas em Portugal, incluindo estirpes isoladas de caso colonização e 

infeção em crianças e adultos, identificou CC30 (22.4%), CC5 (10.6%) e CC45 (8.6 %) 

entre os CCs mais frequentemente isolados entre 1992 e 2011 em contexto hospitalar e 

na comunidade181. Neste mesmo estudo, menos de 5% das estirpes pertenciam a CC398, 

contrastando com as observações do presente trabalho em que se detetou uma 

predominância deste CC. Um outro estudo, mais recente que o acima referido, 

caracterizou estirpes de S. aureus de colonização nasal da população sem-abrigo na região 

de Lisboa entre novembro de 2016 e janeiro de 2018, tendo detetado CC398 e CC30 como 

os mais frequentes e, tal como no presente trabalho, contendo apenas estirpes MSSA182. 

Estas observações sugerem que, apesar de haver linhagens clonais que se têm mantido 

em circulação no país durante vários anos, houve uma possível alteração com o aumento 

da prevalência das estirpes CC398. 
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As estirpes pertencentes ao CC398 têm sido objeto de vários estudos em diferentes países 

europeus, que descreveram estirpes MRSA pertencentes a este CC em animais de 

produção, como suínos e aves183,184. Nos últimos anos, surgiram relatos de infeções 

humanas causadas por essa linhagem, sugerindo uma possível transmissão entre animais 

e humanos183,185. Nos países europeus como Países Baixos, Dinamarca, Alemanha ou 

Bélgica, o CC398 tem sido identificado com frequência e representa uma proporção 

notória das infeções por causadas por estirpes MRSA em humanos, principalmente entre 

pessoas com contato direto ou ocupacional com animais de produção186–188. Nos Estados 

Unidos tem sido igualmente detetado, embora em menor escala, em animais e no Homem. 

Nos países asiáticos como China e Tailândia também existem estudos que relatam a 

presença desse CC em animais e humanos 186–188.  É de notar, no entanto, que as estirpes 

CC398 isoladas no âmbito deste trabalho não estavam associadas a resistência à 

meticilina, pelo que a linhagem CC398 detetada no presente estudo deverá ser distinta. 

Entre as estirpes CC398 suscetíveis à meticilina inclui-se uma linhagem ST398-t1451, 

que foi a mais comum no estudo realizado com a população sem abrigo em Lisboa182. 

Uma análise mais extensiva dos dados de genoma obtidos no presente trabalho permitirão 

confirmar a identidade das linhagens CC398 causadoras de infeção invasiva pediátrica.  

As estirpes MRSA detetadas no presente estudo pertenciam maioritariamente aos CC5, 

CC22 e CC8, o que vai de encontro com estudos anteriores que identificam estes CCs 

entre os principais responsáveis pela disseminação global de estirpes MRSA 189–191.  

Relativamente a Portugal, as estirpes CC22 detetadas no presente estudo podem 

corresponder ao clone EMRSA-15 (ST22-IV), clone MRSA mais predominante nos 

hospitais do país no passado. Logo após o surgimento deste clone, foi caracterizado o 

clone NY/Japão (NY/JP) (ST5-II) e, mais recentemente, uma variante deste clone 

(ST105-II) nos hospitais portugueses. Nestes  estudos, constatou-se que a maioria das 

estirpes MRSA associados à comunidade em Portugal estavam relacionadas com o clone 

EMRSA-15 ou com o clone NY/Japão (NY/JP)181,192.  

Diferentes tipos de elementos SCCmec foram detetados, como SCCmec IV, SCCmec VI 

e SCCmec II, corroborando estudos anteriores que relataram a diversidade desses 

elementos genéticos em estirpes de MRSA193. Muitos estudos anteriores indicam que as 

estirpes HA-MRSA possuem frequentemente cassetes SCCmec I, II, e III e são 
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multiresientes194,195. Por outro lado, as primeiras estirpes CA-MRSA possuíam com 

frequência os genes que codificam a PVL e as cassetes SCCmec menores (tipos IV e 

V)194,195. O tipo SCCmec IV possuí complexos ccr e mec identificados noutros tipos de 

SCCmec sugerindo que este resultou de uma recombinação genética. Além disso, devido 

ao seu tamanho inferior aos restantes elementos SCCmec, este tem uma maior capacidade 

de transmissão horizontalmente entre as bactérias196. Estes factos podem contribuir para 

ter sido o tipo SCCmec mais comumente identificado no presente estudo. 

5.2  Suscetibilidade antimicrobiana 

A resistência à penicilina (87.3%) foi a mais comum no presente estudo, como é 

expectável neste microrganismo, dado que a grande maioria das estirpes de S. aureus 

isoladas atualmente são produtoras de beta-lactamase codificada pelo gene blaZ193.  

Apesar deste cenário invalidar a utilização de penicilinas suscetíveis à ação das beta-

lactamases no tratamento das infeções estafilocócicas, de maior importância é a presença 

de PBP2a (estirpes MRSA), que limita de forma muito mais dramática as opções 

terapêuticas disponíveis.  

No presente estudo, 17.1% das estirpes responsáveis por infeções invasivas pediátricas 

em Portugal foram classificadas como MRSA. Este valor é menor que a prevalência 

reportada de estirpes MRSA em infeções invasivas (todas as idades) no país durante o 

mesmo período, em que a prevalência de estirpes MRSA desceu de 46.8% em 2015 para 

29.7% em 2020 (Figura 10), um decréscimo observado tanto a nível nacional como 

europeu165. Esta diminuição pode dever-se ao desenvolvimento e implementação de 

novas normas e orientações relativamente à prevenção da disseminação de estirpes 

MRSA, bem como uma utilização mais racional dos antibióticos para o tratamento de 

infeções. Neste contexto, a Direção-Geral da Saúde estabeleceu uma norma para a 

prevenção e controlo de colonização e infeção por MRSA nos hospitais e Unidades de 

Internamento de Cuidados Integrados em Portugal em 2014, o que também poderá ter 

contribuindo para a diminuição das taxas registadas em anos anteriores197. Um estudo 

recente em Espanha reportou uma taxa de MRSA de 11% entre S. aureus isolados do 

sangue em doentes pediátricos entre 2013 e 2021, em linha com a observação que 

Portugal apresenta valores mais elevados do que outros países europeus198. 
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Todas as estirpes analisadas neste estudo apresentaram suscetibilidade à vancomicina, 

daptomicina, ceftarolina, linezolida, tigeciclina e SXT. Relativamente à vancomicina, 

esta é uma das alternativas mais usadas no tratamento de infeções por estirpes MRSA, 

pelo que a possibilidade de suscetibilidade reduzida ou mesmo resistência a este 

antibiótico em S. aureus é preocupante. Há estudos que relatam um aumento da  CIM à 

vancomicina ao longo do tempo199,200, enquanto outros divergem nessa conclusão201, 

variações que podem dever-se ao uso de diferentes metodologias202. No presente estudo 

tal não foi observado e também não se observou diferenças nos valores da CIM entre 

estirpes MSSA e MRSA, tal como no caso da daptomicina. Em conjunto, os resultados 

obtidos confirmam que para além destes dois antibióticos, a ceftarolina, a linezolida ou a 

tigeciclina, retêm excelente atividade contra estirpes de S. aureus.  De igual modo, as 205 

estirpes apresentaram suscetibilidade ao SXT. Existem estudos que apontam que mais de 

90% das estirpes CA-MRSA e HA-MRSA continuam suscetíveis a este antimicrobiano, 

pelo que continua a ser uma opção terapêutica a considerar no tratamento de algumas 

infeções por estirpes MRSA203.  

O corrente estudo identificou uma elevada taxa de resistência a macrólidos e lincosamidas 

na medida em que quase um terço das estirpes apresentou resistência a estes antibióticos 

(29.8% e 28.8%, respetivamente). Estes valores são particularmente preocupantes no caso 

da clindamicina, dado que é uma opção terapêutica para o tratamento das infeções 

invasivas pediátricas, sobretudo no contexto de estirpes MRSA, estirpes nas quais esta 

resistência atinge 65.7% (Figura 19)204.  Os dados de tipagem demonstraram que a 

resistência a macrólidos e lincosamidas estava associada maioritariamente às estirpes do 

CC398 (MSSA), mas era também importante nas estirpes MRSA dos CC5 e CC22. O 

gene de resistência a macrólidos e lincosamidas mais frequentemente detetado no estudo 

foi o gene erm(T), mas este estava exclusivamente associado ao CC398. Estes resultados 

são concordantes com um estudo conduzido em França, em que a presença do gene 

erm(T) contribuiu para 92.5% da resistência à eritromicina e clindamicina em estirpes 

CC398 MSSA205.  

A resistência a outros antimicrobianos, como a norfloxacina, ácido fusídico ou a 

gentamicina também foram detetadas com alguma frequência (>5% estirpes). Entre estes, 

de salientar a resistência à norfloxacina que apareceu sobretudo associada a estirpes 

MRSA (74.3% estirpes resistentes, maioritariamente CC5 e CC22). Apesar de as 
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fluoroquinolonas não serem habitualmente utilizadas no tratamento de infeções na 

população pediátrica, a resistência a estes antibióticos foi identificada como característica 

das estirpes MRSA isoladas na Europa163. A resistência ao ácido fusídico também foi 

expressiva nas estirpes MRSA (31.4%). Foram identificadas estirpes resistentes a este 

antimicrobiano sem gene de resistência associado. Essa resistência poderá advir da 

modificação da subunidade beta do RNA polimerase bacteriano, ou ainda de mutações 

espontâneas nas proteínas fusB, fusC ou fusD135,206. 

A resistência à rifampicina, ao cloranfenicol ou à tetraciclina foram raras, encontrando-

se dispersas por estirpes não relacionadas genotipicamente. Deste modo, não foram 

encontrados indícios de expansão clonal de estirpes resistentes a estes antibióticos. Essas 

resistências foram associadas a diferentes CCs com resistência a diferentes antibióticos, 

sendo observada em um quinto das estirpes, salientando a importância da monitorização 

contínua e do estabelecimento de estratégias de controlo eficazes para lidar com as 

resistências. 

5.3  Distribuição dos fatores de virulência 

A análise dos dados relativos aos fatores de virulência confirmou a presença em todas as 

205 estirpes de alguns genes habitualmente conhecidos por contribuírem para a virulência 

de S. aureus.  Entre estes, contam-se os genes das hemolisinas α, β, δ e γ, bem como os 

genes da coagulase, proteína A, aureolisina ou da hialuronidase (Tabela 5). Os genes 

isdA a isdG, responsáveis pelo sistema de captação de ferro, e os genes de adesão 

intercelular icaA, icaB, icaC, icaD e icaR, envolvidos na síntese do polissacárido PNSG 

necessário à formação de biofilme, também foram identificados em todas as estirpes. No 

entanto, uma estirpe apresentou uma deleção de 199pb no gene icaB, resultando em sua 

ausência na base de dados VFDB, o que é consistente com a ocorrência de variações 

genéticas mencionadas na literatura científica.  

A PVL é um dos fatores de virulência de S. aureus que tem recebido mais atenção por 

parte da comunidade científica. Vários estudos anteriores descreveram infeções por 

estirpes PVL em crianças. Na população pediátrica, estas infeções incluem 

frequentemente furúnculos e abcessos de repetição, mas também podem ocorrer formas 

mais graves de doença, tais como osteomielite, miosite ou pneumonias necrotizantes, 

casos que salientam a relevância de pesquisar a presença desta toxina no caso de doentes 

com infeções graves por S. aureus207. Os resultados do presente estudo revelaram que os 
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genes lukS e lukF desta leucocidina estavam presentes num pequeno número de estirpes 

analisadas, 4.9% (n=10), não estando particularmente associadas a estirpes MRSA.  

Estes resultados são semelhantes a estudos anteriores na Europa, nomeadamente um 

conduzido no Reino Unido que mostrou uma prevalência de PVL inferior a 10% em 

estirpes de S. aureus 76. Esse estudo detetou a PVL em vários contextos genéticos, tal 

como no nosso estudo, em que as estirpes pertenciam a cinco CCs diferentes. As duas 

estirpes MRSA PVL positivas identificadas no presente estudo pertenciam aos CCs 22 e 

152. A presença de PVL nestes CCs foi anteriormente descrita em estudos científicos 

conduzidos por Bingjie et al197 e Abiola et al198. No entanto, é necessário acrescentar que 

variações geográficas na distribuição dos genes desta toxina podem ocorrer, dado que 

num estudo que ocorreu na Gâmbia detetou a presença dos genes da PVL em 72.9% das 

estirpes invasivas75. Essas diferenças ressaltam a importância de investigar a distribuição 

regional uma vez que podem ocorrer variações significativas em diferentes populações 

bacterianas.  

A pesquisa de genes de outras toxinas mostrou que, tal como observado para a PVL, a 

presença de toxinas esfoliativas se limitou a um número diminuto de estirpes (<5%). Os 

genes de enterotoxinas apresentaram taxas de variação de 1.5% a 20.5%, tendo sido 

detetados em diferentes CCs (Tabela 5). Embora pontualmente associados a CCs 

específicos, como foi o caso das toxinas esfoliativas maioritariamente encontradas em 

estirpes CC121, ou do gene TSST-1 (15.6%) principalmente associado ao CC30, estes 

genes encontraram-se espalhados por diversas linhagens clonais. Assim sendo, é 

importante ressaltar que, mesmo com diferenças na prevalência desses genes, a presença 

de múltiplos fatores de virulência em várias estirpes salienta o seu potencial patogénico 

e a necessidade contínua de monitorização das infeções associadas a S. aureus. 
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6. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo permitiu elaborar um retrato da diversidade clonal, suscetibilidade 

antimicrobiana e distribuição dos fatores de virulência das estirpes de S. aureus 

causadoras de infeções invasivas em crianças e adolescentes em Portugal, entre 2015 e 

2020. Observou-se que uma proporção significativa destas infeções ocorre em crianças 

com menos de um ano de idade, observação congruente com a literatura.  

A análise genotípica revelou uma diversidade considerável indicando que as infeções 

invasivas pediátricas no país são causadas por várias linhagens clonais, sendo as mais 

prevalentes congruentes com estudos anteriores em Portugal e noutros países europeus. 

Uma observação idêntica foi feita relativamente a estirpes MRSA (17.1%), com 

diferentes CCs e tipos SCCmec a serem detetados.  

Apesar de as estirpes de S. aureus isoladas neste estudo manterem suscetibilidade a 

algumas das opções terapêuticas como a vancomicina ou a daptomicina, entre outros, 

persistem preocupações especialmente com a resistência a macrólidos e lincosamidas e 

com a presença de genes de resistência a outras classes de antibiótico, particularmente 

em estirpes MRSA.  

A análise de fatores associados à virulência destacou a presença de vários destes genes 

nas estirpes de S. aureus, ressaltando o potencial patogênico dessas estirpes e a 

necessidade contínua de monitorização. No entanto, genes de fatores de virulência como 

a PVL ou as esfoliativas ETA ou ETB, estavam presentes num pequeno número de 

estirpes, apesar da gravidade das infeções a que estavam associadas estas estirpes. 

Em resumo, este estudo é um contributo para conhecer a epidemiologia e características 

das estirpes de S. aureus causadoras de infeções invasivas em crianças e adolescentes em 

Portugal. Estudos de vigilância epidemiológica como o atual são fundamentais para 

enfrentar os desafios crescentes da resistência antimicrobiana e virulência bacteriana, 

permitindo orientar políticas de saúde pública e estratégias de controlo das infeções por 

S. aureus, visando reduzir a sua incidência e o impacto na população pediátrica. 
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6.1  Perspetivas futuras 

O presente trabalho contribui para o conhecimento científico de infeção invasiva por S. 

aureus em doentes com menos de 18 anos de idade em Portugal. No entanto é importante 

realçar que alguns aspetos não foram abordados integralmente e poderão ser estudados e 

elucidados em trabalhos futuros, nomeadamente: 

➔ Correlacionar os dados obtidos pela caracterização molecular realizada com os 

dados clínicos dos doentes. Os dados clínicos foram recolhidos de forma 

independente no âmbito da colaboração que permitiu o desenvolvimento deste 

estudo. A disponibilização destes dados permitirá:  

◆ Determinar a distribuição de infeções adquiridas na comunidade ou em 

ambiente hospitalar;  

◆ Avaliar diferenças nas manifestações clínicas da doença invasiva entre as 

linhagens clonais identificadas;  

◆ Comparar as manifestações clínicas da doença por estirpes MSSA e 

MRSA; 

◆  Identificar fatores de risco para a infeção por estirpes MRSA (por 

exemplo, utilização recente de antibióticos, hospitalizações recentes, 

procedimentos cirúrgicos ou doenças crónicas subjacentes). 

➔ Aprofundar a análise genómica realizada, nomeadamente através de uma melhor 

delineação das linhagens genéticas. No corrente trabalho as principais linhagens 

foram identificadas através da extração dos perfis de MLST (baseada em sete 

genes) a partir das sequências genómicas. O genoma completo pode ser utilizado 

para definir um esquema de cgMLST que permita definir melhor as linhagens 

associadas a infeção invasiva pediátrica em Portugal e comparar com genomas de 

estirpes isoladas noutras regiões geográficas.  

➔ Identificar elementos genéticos móveis, nomeadamente plasmídeos, nos genomas 

das estirpes, com o intuito de estudar a sua associação com fatores de virulência 

e avaliar a importância na disseminação de genes de resistência.  

➔ Continuar a caracterização de estirpes isoladas após 2020, com o intuito de 

garantir a vigilância epidemiológica das infeções invasivas pediátricas por S. 

aureus. Isto permitirá acompanhar a evolução da prevalência em infeção das 
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diferentes linhagens identificadas no presente trabalho, identificar a potencial 

emergência de novas linhagens e monitorizar as resistências a antibióticos. 
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8. ANEXOS  

 

 
Tabela 7 (A1) - Lista de Centros hospitalares que participaram no estudo 

Centro Hospitalar Algarve 

Centro Hospitalar Leiria 

Centro Hospitalar Lisboa Norte 

Centro Hospitalar Setúbal 

Centro Hospitalar Tondela Viseu 

Centro Hospitalar Universitário Coimbra 

Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho 

Hospital Beatriz Ângelo – Loures 

Hospital Dona Estefânia 

Hospital Professor Doutor Fernando Fonseca 

Hospital Vila Franca de Xira 
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Tabela 8 (A2)- Informação detalhada sobre a resistências das 205 estirpes aos antimicrobianos 

CC STs (n) PEN CEF ERI CLI GEN CLO TET AFU NOR RIF Genótipo 
Tipo 
SCCmec 

Fenótipo 
MLSB 

398 (34) 398 (12), 752 (1) S S R R S S S S S S ermT n.a. iMLSB 

 398 (12) R S R R S S S S S S blaZ, ermT n.a. iMLSB 

 398 (7) R S R R R S S S S S blaZ, ermT, aac(6')-Ie-aph(2")-Ia n.a. iMLSB 

 398 (1) R S S S R S S S S S blaZ, aac(6')-Ie-aph(2")-Ia n.a. S 

 398 (1) S S S S S S S S S S Nenhum n.a. S 

30 (33) 30 (22), 34 (7), 7426 (1) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 30 (2) R S R R S S S S S S blaZ, ermA n.a. iMLSB 

 30 (1) R S S S S S S S S R blaZ n.a. S 

5 (28) 7427 (3), 105 (2) R R R R S S S S R S blaZ, mecA, ermA II iMLSB 

 5 (4) R R R R R S S R S S 
blaZ, mecA, ermC, aac(6')-Ie-aph(2")-Ia, 
fusC VI iMLSB 

 5 (4) R R R R S S S R R S mecA, ermC, fusC IV iMLSB 

 5 (3) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 105 (3) R R R R S S S S R S blaZ, mecA, ermA II cMLSB 

 5 (2) R S S S S S S S R S blaZ n.a. S 

 5 (2) S S S S S S S S S S Nenhum n.a. S 

 7429 (1) R S S S S S S R S S blaZ, fusB n.a. S 

 5269 (1) R R S S S S S S S S blaZ, mecA IV S 

 5 (1) R R R R S S S S R S blaZ, mecA, ermC VI iMLSB 

 5 (1) S S R R S S S S S S ermA n.a. iMLSB 

 5 (1) S S S S S S S S R S Nenhum n.a. S 

45 (22) 
45 (11), 508 (2), 54 (1), 2285 (1), 2498 
(1) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 45 (4) S S S S S S S S S S Nenhum n.a. S 

 45 (1) R S S S S S S S R S blaZ n.a. S 
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CC STs (n) PEN CEF ERI CLI GEN CLO TET AFU NOR RIF Genótipo 
Tipo 
SCCmec 

Fenótipo 
MLSB 

 45 (1) R S R R S S S S S S blaZ, ermB n.a. cMLSB 

72 (18) 72 (16) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 72 (1) R S S S S R S S S S blaZ, catA7 n.a. S 

 72 (1) R R S S S S S S R S blaZ, mecA IV S 

22 (15) 22 (5) R R R R S S S S R S blaZ, mecA, ermC IV iMLSB 

 22 (4) R R S S S S S S R S blaZ, mecA IV S 

 22 (3) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 22 (1) R S S S S S S S R S blaZ n.a. S 

 22 (1) R R S S R S S S R S blaZ, mecA, aac(6')-Ie-aph(2")-Ia nd S 

 22 (1) R R R R S S S S R R blaZ, mecA, ermC IV iMLSB 

121 (12) 121 (6), 3213 (1), 7432 (1) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 121 (2) R S S S S S S R S S blaZ n.a. S 

 121 (1) R S S S S S S S S R blaZ n.a. S 

 121 (1) S S S S S S S S S S none n.a. S 

8 (10) 8 (3), 7428 (1), 7430 (1) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 8 (3) R R S S S S S R S S blaZ, mecA, fusC VI S 

 8 (1) R S S S S S S R S S blaZ, fusC n.a. S 

 8 (1) R R S S R S R S R S blaZ, mecA, aac(6')-Ie-aph(2")-Ia, tetK n.a. S 

7 (6) 7 (3), 789 (1), 7431 (1) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 7 (1) R S S S S R S S S S blaZ, catA7 n.a. S 

9 (5) 27 (3), 9 (2) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

152 (5) 152 (2) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 152 (1) R S S S S R S S S S blaZ, catA8 n.a. S 

 152 (1) R R S S S S S S S S blaZ, mecA IV S 

 152 (1) S S S S S S S S S S Nenhum n.a. S 

15 (4) 15 (4) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 
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CC STs (n) PEN CEF ERI CLI GEN CLO TET AFU NOR RIF Genótipo 
Tipo 
SCCmec 

Fenótipo 
MLSB 

6 (3) 6 (3) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

97 (3) 97 (1) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 97 (1) R S R S S S S S S S blaZ, msrA n.a. M 

 97 (1) S S S S S S S S S S none n.a. S 

291 (3) 291 (3) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

25 (2) 25 (1) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

 25 (1) R S R S S S S S S S blaZ, msrA n.a. M 

59 (1) 59 (1) R S S S S S S S S S blaZ n.a. S 

singleton 2867 (1) S S S S S S S S S S Nenhum n.a. S 

 

 
PEN - penicilina; CEF - cefoxitina;  ERI - eritromicina;  CLI - clindamicina; GEN - gentamicina; CLO - cloronfenicol; TET - tetraciclina; AFU - ácido 

fusídico; NOR - norfloxacina; RIF - rifampicina; n.a. – não aplicável. 


