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Resumo 

 

A espécie Staphylococcus aureus causa infeções de pele e tecidos moles (SSTIs) em humanos 

e animais, apresentando vários fatores de virulência. Este trabalho teve como objetivo determinar a 

frequência de diversas características associadas a virulência em S. aureus associados a SSTIs em 

humanos ou animais de companhia, explorando a relação destas com fenótipos de resistência aos 

antibióticos como a resistência à meticilina (estirpes MRSA) e multirresistência (MDR). Avaliou-se ainda 

o potencial de virulência de estirpes representativas num modelo de infeção. 

Estudaram-se 89 estirpes de S. aureus associadas a SSTIs, isoladas de humanos (n=34) ou 

animais de companhia (n=55). A tipagem do agr e rastreio dos genes lukS-PV/lukF-PV, que codificam 

a leucocidina PVL, foram realizados por PCR. A produção de biofilme foi avaliada pelo método de 

violeta de cristal. O potencial de virulência de estirpes representativas foi avaliado num modelo de 

infeção em Galleria mellonella. 

 A distribuição dos tipos de agr foi semelhante nas duas coleções, sendo os tipos agrI ou agrII 

predominantes. Os genes lukS-PV/lukF-PV foram detetados em 21% e 2% das estirpes de origem 

humana ou animal, respetivamente, estando associados às linhagens MRSA-ST8-agrI, e linhagens 

relacionadas com S. aureus suscetível à meticilina (MSSA) ST152-agrI, ST30-agrIII e ST121-agrIV. A 

produção de biofilme foi detetada em 64% das estirpes, sendo mais frequente em estirpes de origem 

animal do que humana, e associada a linhagens associadas exclusivamente a humanos (MRSA/MSSA-

ST8-agrI), a animais (MSSA-ST398-agrI) ou a ambos (MRSA-ST22-agrI, MRSA/MSSA-ST5-agrII). Não 

se verificou relação estatística entre produção de biofilme, tipo de agr, presença de PVL ou fenótipos 

MRSA/MDR. O modelo de infeção em Galleria mellonella revelou que estirpes MRSA-ST22 produtoras 

de biofilme apresentam um potencial de virulência superior à estirpe de referência S. aureus RN4220. 

Este estudo destaca a relevância dos biofilmes em linhagens de S. aureus associadas a SSTIs 

em humanos ou animais de companhia, muitas das quais associadas a fenótipos MRSA e/ou MDR. Foi 

ainda demonstrado o potencial de virulência destas estirpes, realçando a necessidade de uma 

abordagem Uma Só Saúde no estudo das infeções causadas por S. aureus. 

 

Palavras-Chave: Staphylococcus aureus; virulência; leucocidina de Panton-Valentine; agr; biofilmes; 

Galleria mellonella 
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Abstract 

 

Staphylococcus aureus is an important agent of skin and soft-tissue infections (SSTIs) in 

humans and animals, harboring several virulence factors. This work aims to determine the occurrence 

of relevant traits associated with virulence in SSTI-related S. aureus isolated from humans or pets, 

exploring their relation with methicillin resistance (MRSA) and multidrug (MDR) phenotypes, and 

ultimately evaluating the virulence potential of representative strains in an infection model.  

The study collection included eighty-nine S. aureus isolated from humans (n=34) or pets (n=55). 

agr typing and screening of PVL-encoding genes, lukS-PV/lukF-PV was performed by PCR. Biofilm 

production was evaluated by the crystal violet adhesion assay. The virulence potential of representative 

strains was evaluated in a Galleria mellonella infection model. 

A similar distribution of agr types was observed in both collections, with agrI and agrII detected 

in >95% of all strains. Carriage of lukS-PV/lukF-PV was detected in 21% of human and 2% of animal 

isolates, being associated with MRSA-ST8-agrI, methicillin-susceptible (MSSA) lineages ST152-agrI, 

ST30-agrIII and ST121-agrIV. Overall, biofilm production was detected in 64% of the strains, yet more 

frequent in animals than in humans. This trait was detected in lineages associated solely with humans 

(MRSA/MSSA-ST8-agrI), animals (MSSA-ST398-agrI) or both (MRSA-ST22-agrI, MRSA/MSSA-ST5-

agrII). Biofilm production, agr type, PVL carriage or antimicrobial resistance phenotype (MRSA/MDR) 

were not statistically associated. The Galleria mellonella infection model revealed that biofilm-producing 

MRSA-ST22 strains presented a higher virulence potential than the reference strain S. aureus RN4220. 

This study highlights the relevance of biofilm in human and/or animal SSTI-related S. aureus 

lineages, many of which associated with MRSA and/or MDR phenotypes. The study also evidenced the 

virulence potential of these strains, strengthening the need for a One Health approach in the study of 

infections caused by S. aureus. 

 

 

Keywords: Staphylococcus aureus; virulence; Panton-Valentine leucocidin; agr; biofilms; Galleria 

mellonella 
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Introdução 

1.1 Staphylococcus aureus 

 

1.1.1 Características gerais 

 

A espécie Staphylococcus aureus é um dos principais agentes patogénicos responsável por infeções 

nosocomiais e adquiridas na comunidade, quer em humanos ou em animais1,2. S. aureus pertence à 

família Staphylococcaceae e ao género Staphylococcus 3. As células de S. aureus têm um diâmetro 

entre 0,5 e 1,5 µm, sendo morfologicamente classificadas como cocos, de coloração Gram-positiva e 

que formam agrupamentos em cachos de uvas quando visualizadas ao microscópio 4. 

Em humanos, S. aureus é frequentemente encontrado na pele e membranas mucosas, como narinas 

e intestino, podendo também colonizar quase todas as partes do corpo 4. É estimado que cerca de 20% 

da população seja colonizada de forma permanente por esta bactéria, enquanto 30% da população é 

colonizada apenas de forma transitória 5. A colonização por S. aureus também tem sido reportada em 

animais, dos quais os animais de produção, como aves, porcos e gado, se destacam como grandes 

reservatórios 2,6. Animais de companhia, como cães e gatos, não são tipicamente colonizados por esta 

bactéria. No entanto, podem ser colonizados de forma transitória, a qual pode dever-se ao contato 

próximo com humanos ou outros animais colonizados por S. aureus 2,7,8. 

A espécie S. aureus é distinguida de grande parte das espécies do género Staphylococcus pela 

produção de coagulase, uma enzima que converte fibrinogénio em fibrina e que promove a coagulação 

do sangue 9. Esta característica é partilhada por outras espécies como Staphylococcus 

pseudintermedius ou Staphylococcus coagulans 2,9.  

 1 
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Para além da capacidade de colonizar o Homem e animais de companhia,  S. aureus é ainda 

considerado  um agente patogénico 2,10. Deste modo, a colonização por S. aureus pode atuar como um 

reservatório e contribuir para a dispersão e/ou futuras infeções 2,10. De facto, é estimado que 50 a 80% 

das estirpes infetantes coincidem com as estirpes colonizadoras, definindo as infeções por S. aureus 

como maioritariamente de origem endógena 11. Por consequência, a colonização por S. aureus 

representa um risco significativo para a saúde pública 2,10.  

O genoma “core”, o qual inclui os genes essenciais para o metabolismo e replicação celular e alguns 

genes não essenciais envolvidos em funções estruturais e de virulência, representa cerca de 70% do 

material genético de S. aureus 11. O genoma acessório de S. aureus, é muito variável e específico entre 

linhagens clonais, sendo constituído por elementos móveis genéticos (MGEs, do inglês, mobile genetic 

elements) como ilhas de patogenicidade, bacteriófagos, cassetes cromossómicas, transposões e 

plasmídeos, incluindo genes associados à virulência, evasão imunitária e resistência a antibióticos 11.  

Técnicas de sequenciação, como MLST, têm sido utilizadas extensivamente para analisar a estrutura 

populacional de S. aureus. Estudos moleculares sugerem que as estirpes de S. aureus variam 

fenotipicamente conforme a origem do hospedeiro e que alguns complexos clonais (CCs) estão 

associados a hospedeiros específicos, indicando uma capacidade limitada de transmissão entre 

hospedeiros de diferentes espécies 2. No entanto, mudanças na capacidade de infeção de diferentes 

hospedeiros podem ocorrer e estão associadas a adaptações genéticas de S. aureus através de 

mutações ou da aquisição de MGEs 2.  

 

1.1.2 Relevância clínica em humanos e animais 

 

S. aureus pode causar uma grande variedade de infeções, desde infeções de pele e tecidos moles 

(SSTIs) a infeções invasivas graves como a bacteriemia, endocardite e pneumonia 

9,10.  Adicionalmente, S. aureus é capaz de produzir uma gama diversa de toxinas e superantigénios 

que podem levar a diversas toxinoses como a síndrome do choque tóxico, intoxicação alimentar 

estafilocócica e síndrome da pele escaldada  9–11.   

Em humanos, as SSTIs são um dos tipos de infeção mais comuns causados por S. aureus. Na pele, S. 

aureus pode invadir a barreira cutânea através dos folículos pilosos, causando foliculites ou infeções 

mais graves como o furúnculo 9,10. Os furúnculos podem evoluir, ocorrendo invasão progressiva dos 

tecidos adjacentes com danos extensivos dos mesmos, sendo esta evolução da infeção designada por 

carbúnculo 12.  S. aureus também é um importante agente causador de impetigo não bolhoso ou 

bolhoso, sendo este último associado à toxina A estafilocócica 12.  Outra infeção de pele causada por 

uma toxina é a síndrome da pele escaldada originada pela toxina B estafilocócica 12. 

Assim como em humanos, as infeções por S. aureus em animais de companhia são maioritariamente 

de origem endógena, e, em cães, gatos, coelhos e cavalos, manifestam-se predominantemente em 

infeções de pele e tecidos moles, como dermatites supurativas, abcessos, pododermatites, e mastites 



Avaliação do potencial de virulência de Staphylococcus aureus associados a 
infeções de pele e tecidos moles 

 
 

3 
 

2,13. Porém, em cães e gatos, este agente patogénico pode também causar otites externas, infeções do 

trato respiratório e infeções urinárias 13. Estudos sugerem que as estirpes que atualmente estão 

associadas a animais emergiram a partir de estirpes humanas, as quais sofreram posteriormente 

especializações que restringiram as transmissões em sentido inverso, ou seja, animal-humano 2,13.  

 

1.1.3 Resistência aos antibióticos em S. aureus 

 

A descoberta do antibiótico penicilina, em 1928, e consequente introdução na prática clínica teve um 

grande impacto na terapêutica de infeções por S. aureus, reduzindo significativamente a taxa de 

mortalidade associada a estas infeções 6,14,15. No entanto, no início da década de 1940, foram 

reportados os primeiros casos de resistência à penicilina mediada pelo gene blaZ, que codifica para a 

enzima beta-lactamase BlaZ, capaz de hidrolisar o anel beta-lactâmico da penicilina 16. A progressiva 

disseminação de estirpes resistentes à penicilina impulsionou o desenvolvimento de novos fármacos 

11. Em 1959, a primeira penicilina semissintética resistente à ação de beta-lactamases, denominada 

meticilina, foi introduzida na prática clínica. No entanto, aproximadamente um ano após a sua 

introdução na terapêutica, foram registados os primeiros relatos de estirpes resistentes à meticilina, 

sendo estas estirpes designadas por S. aureus resistente à meticilina (MRSA, do inglês, methicillin-

resistant Staphylococcus aureus) 6. Nas décadas seguintes, o registo de estirpes MRSA foi aumentando 

em ambiente hospitalar e, de seguida, na comunidade. Atualmente, as estirpes MRSA são um dos 

principais agentes patogénicos nosocomiais em todo o Mundo. Na Europa, dados do European Centre 

for Disease Prevention and Control (ECDC) que reportam ao ano 2020, indicam que apesar de se 

verificar uma progressiva diminuição da frequência de infeções nosocomiais invasivas por MRSA, estas 

ainda ocorrem com taxas superior a 25% em sete dos vinte e nove países europeus com dados 

reportados, sendo Portugal um destes países com uma frequência de 29.7% 17. 

A resistência à meticilina é caracterizada pela produção de uma proteína de ligação à penicilina (PBP, 

do inglês, penicillin-binding proteins) adicional, denominada PBP2a, com baixa afinidade para as 

penicilinas 6. As enzimas PBP são responsáveis pela transglicosilação e transpeptidação do 

peptidoglicano da parede celular bacteriana, sendo o alvo dos antibióticos beta-lactâmicos 16. A enzima 

PBP2a, presente nas estirpes MRSA, é codificada pelo gene mecA, localizado no MGE Staphylococcal 

cassette chromosome mec (SCCmec), o qual pode apresentar um tamanho entre 20 a 65 Kb 6,11. As 

estirpes MRSA são resistentes a todos os antibióticos beta-lactâmicos, com exceção das 

cefalosporinas de 5ª geração ceftarolina e ceftobiprole 6. As infeções por MRSA apresentam assim uma 

dificuldade acrescida ao tratamento, devido à escassez de alternativas terapêuticas e, a estas 

alternativas serem, geralmente, menos eficazes ou apresentarem mais efeitos secundários. Assim, 

estas infeções estão associadas a uma maior taxa de morbilidade e mortalidade 1,18.  

A vancomicina, um antibiótico da classe dos glicopéptidos, é atualmente a primeira linha de tratamento 

contra infeções causadas por MRSA 11,19,20. Este antibiótico liga-se ao dipéptido D-Ala-D-Ala do lípido 

II percursor do peptidoglicano, impedindo a transglicosilação e transpeptidação catalisada pela PBP2 
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e PBP2a, e por conseguinte a biossíntese da parede celular 16. Até ao momento foram descritos dois 

tipos de mecanismos de resistência à vancomicina. As estirpes de S. aureus com resistência intermédia 

à vancomicina (VISA) surgem, geralmente, após antibioterapia prolongada, durante a qual a pressão 

seletiva exercida pela vancomicina seleciona estirpes com múltiplas mutações cromossómicas, como 

mutações nos operões vraRS, graRS, walKR e no gene rpoB 21. Por outro lado, as estirpes de S. aureus 

resistentes à vancomicina (VRSA), apresentam o operão vanA, geralmente adquirido após 

transferência genética horizontal de um plasmídeo de Enterococcus faecalis 11. Os genes van codificam 

enzimas que afetam a biossíntese dos precursores do peptidoglicano, dando origem a dipéptidos D-

Ala-D-Lac, para os quais a vancomicina tem menor afinidade 16. 

A resistência aos antibióticos em S. aureus não se limita à classe dos beta-lactâmicos e glicopéptidos. 

Nas últimas décadas, diversos outros antibióticos foram introduzidos na prática clínica, promovendo a 

emergência de estirpes resistentes, especialmente em ambiente hospitalar. Entre estes antibióticos 

contam-se as tetraciclinas, os macrólidos, as lincosamidas, as fluoroquinolonas e o trimetoprim. Os 

mecanismos de resistência a estes e outros antibióticos são variados, incluindo a inativação ou 

modificação enzimática do antibiótico (resistência aos beta-lactâmicos, cloranfenicol e 

aminoglicosídeos), modificação do alvo do antibiótico (resistência às tetraciclinas, macrólidos e 

fluoroquinolonas) e efluxo (resistência às tetraciclinas e fluoroquinolonas) 16. 

Uma das forças motrizes da emergência e disseminação da resistência aos antibióticos é o seu uso 

indiscriminado na medicina humana e veterinária, assim como na comunidade e em várias indústrias 

como a agropecuária 22,23. Assim, a resistência aos antibióticos não é só observada em estirpes de 

origem humana, mas também animal, havendo partilha de muitos genes de resistência entre estes 

hospedeiros, sendo poucos aqueles que são encontrados exclusivamente em animais de companhia 

ou em humanos 24,25. A resistência à meticilina tem-se tornado um problema de grande importância em 

animais de companhia, como cães, gatos e cavalos, sendo registada uma elevada prevalência de 

MRSA nestas espécies 8,26. A frequência crescente de infeções causadas por estirpes resistentes aos 

antibióticos utilizados na clínica, quer em humanos quer em animais, representa um dos maiores 

desafios de Saúde da atualidade. 

 

1.1.4 Epidemiologia de S. aureus em humanos e animais 

 

A espécie S. aureus apresenta uma estrutura populacional clonal, com algumas linhagens clonais 

predominantes em diferentes nichos ambientais e regiões geográficas 27. Desde a emergência das 

estirpes MRSA, até aproximadamente 1990, estas estirpes estavam principalmente limitadas ao 

ambiente hospitalar. Contudo, nos anos posteriores, observou-se o aparecimento de estirpes MRSA 

na comunidade, as quais apresentavam características genotípicas e fenotípicas distintas das primeiras 

6,11,28. Deste modo, as estirpes MRSA foram diferenciadas em MRSA associadas a ambiente hospitalar 

(HA-MRSA, do inglês, hospital-acquired MRSA) e MRSA associadas à comunidade (CA-MRSA, do 

inglês, community acquired MRSA) 11. As estirpes HA-MRSA estão maioritariamente associadas a 
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infeções invasivas, enquanto as estirpes CA-MRSA são principalmente associadas a infeções de pele 

e tecidos moles 11. Adicionalmente, em oposição às estirpes HA-MRSA, as estirpes CA-MRSA 

apresentam uma menor frequência de resistência a antibióticos não beta-lactâmicos e, são geralmente 

caracterizadas pela sua associação à presença de genes que codificam para a leucocidina de Panton-

Valentine (PVL) 11.  

No entanto, nas últimas duas décadas, a disseminação bidirecional das estirpes MRSA entre o 

ambiente hospitalar e a comunidade levou a uma partilha de estirpes entre os dois nichos ambientais 

e ao desvanecimento das diferenças entre HA-MRSA e CA-MRSA29–31. Em particular, alguns clones 

importantes de CA-MRSA, como ST8 (USA300) nos EUA, tem invadido gradualmente o ambiente 

hospitalar 6,32; enquanto clones HA-MRSA importantes, como ST22, têm-se tornado predominantes em 

infeções na comunidade em Portugal e noutros países europeus 33–35. Atualmente, estudos 

epidemiológicos recentes demonstram que as estirpes HA-MRSA que circulam a nível global 

pertencem predominantemente aos complexos clonais CC5, CC8, CC22 e CC88 36. Em Portugal e 

noutros países europeus, os clones HA-MRSA pertencem predominantemente às linhagens ST5(CC5), 

ST22(CC22) e ST8(CC8) 33,37–39. Relativamente às estirpes CA-MRSA, as estirpes predominantes a 

nível mundial pertencem aos CC8, CC30, CC80, CC59 ou CC93 36, sendo o complexo clonal CC80 

predominante na Europa 40.  

Por sua vez, as estirpes MSSA apresentam uma maior diversidade clonal 41. Na Europa, as estirpes 

MSSA de maior prevalência pertencem aos clones ST8, ST30, ST1, ST121, ST25, ST7, ST15, sendo 

a ST15, ST121 e ST30 as linhagens mais importantes 42.  

Em animais de companhia, S. aureus é maioritariamente um colonizador transiente da pele. Devido ao 

contacto próximo entre estes animais e humanos, tem sido observada uma partilha de estirpes entre 

estes hospedeiros 36. Assim, os clones predominantes em cães e gatos, como CC22 e CC5, refletem 

os mais frequentemente encontrados em humanos 36,43,44. Em coelhos, as infeções crónicas por S. 

aureus são causadas maioritariamente pela linhagem ST121 2, a qual foi sugerida ter emergido em 

coelhos após um salto humano-coelho relacionado a uma mutação no gene dltB, que codifica para uma 

proteína integral de membrana com função de D-alanização dos ácidos teicóicos, processo importante 

na resistência a péptidos catiónicos e na virulência 45. 

Já em animais de produção, a linhagem clonal CC398 é predominante na Europa 2. Tem sido sugerido 

que estirpes MRSA-ST398 emergiram em porcos e rapidamente se disseminaram globalmente e por 

diferentes espécies de hospedeiros como roedores, aves de criação, cavalos, animais de companhia e 

também humanos 2,13,46.  
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1.2 S. aureus e virulência 

 

1.2.1 Sistema acessório regulador agr  

 

O locus agr foi descrito inicialmente como um elemento de regulação da expressão de proteínas 

extracelulares associadas à virulência 47,48. Desde então, tem sido demonstrado que este sistema 

controla a expressão diferenciada de mais de 70 genes, grande parte dos quais envolvidos na 

virulência, como a PVL, alfa-toxina e modulinas solúveis em fenol (PSMs, do inglês “phenol-soluble 

modulins”) 49. O sistema agr é um sistema quorum sensing, ou seja, a regulação da expressão génica 

ocorre através da comunicação célula-célula e é dependente da densidade celular 50. Em S. aureus, o 

sistema agr é responsável pelo equilíbrio entre a expressão de fatores de virulência nas fases de 

colonização e invasão, tendo sido sugerido que a ativação deste sistema implica a passagem de S. 

aureus de uma fase comensal, envolvida na adesão e colonização, para uma fase invasiva de caráter 

patogénico 50. Neste sentido, numa fase inicial de baixa densidade celular e baixa expressão de agr, 

para promoção da colonização dos tecidos por parte de S. aureus são expressas adesinas e outros 

componentes de superfície. Após  esta fase, o consequente aumento da densidade celular induz a 

expressão de agr, que por sua vez causa a repressão da expressão das adesinas e a indução da 

expressão de toxinas e proteases extracelulares que promovem a degradação e consequente invasão 

dos tecidos 51,52.  

A ativação da expressão de agr sucede por resposta à densidade bacteriana, recorrendo a uma via de 

sinalização que é ativada por um oligopéptido autoindutor (AIP) (Figura 1.1) 53–55. O locus agr engloba 

duas unidades transcricionais divergentes, RNAII e RNAIII, cada uma sob controlo dos promotores P2 

e P3, respetivamente (Figura 1.1) 47,56. O operão RNAII contém quatro genes, designados por agrB, 

agrD, agrC e agrA 57. 
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Figura 1.1: Representação esquemática do sistema agr, a sua via de ativação e fatores de virulência 

por si regulados. Adaptado de (54). 

 

O gene agrD codifica para um precursor de AIP (AgrD), o qual é modificado por adição de um anel tio-

lactona e por proteólise na região C-terminal e excretado pela endopeptidase transmembranar AgrB, 

produto de agrB 54,58,59. Uma vez excretado, o AIP sofre ainda proteólise na região N-terminal pela 

peptidase SspB 60, sendo posteriormente reconhecido pela cinase membranar AgrC, produto de agrC, 

à qual se liga induzindo a auto-fosforilação de AgrC num resíduo de histidina 55,61. A forma  fosforilada 

de AgrC é reconhecida pela proteína reguladora de resposta específica AgrA, codificada por agrA, 

induzindo a sua ativação por fosforilação 54,62,63. A proteína AgrA fosforilada liga-se aos promotores P2 

e P3, induzindo a expressão de RNAIII 64, um RNA regulador responsável pela repressão de adesinas 

de superfície e indução de toxinas, como a -hemolisina e a PVL, entre outras, e proteases, assim 

como do operão RNAII, aumentando a produção de AIP 54,62. AgrA também regula, de forma direta, a 

expressão de PSMs, as quais têm uma ação lítica sobre neutrófilos e outras células do hospedeiro 63. 

Vários estudos têm apontado para um papel regulador de agr sobre biofilmes. Por exemplo, foi 

demonstrado um aumento de produção de biofilme em estirpes de S. aureus mutantes para o locus agr 

65, assim como uma menor propensão para a entrada na fase de dispersão do biofilme 66. A passagem 

das células de um estado planctónico para um estado de vida em biofilme só ocorre se o sistema agr 

ou as enzimas envolvidas neste sistema forem inativados ou inibidos 67. Quando o sistema é inativado, 

a célula tem maior capacidade de aderir a superfícies e formar biofilmes e a produção de fatores de 

virulência, como toxinas, passam a ser produzidas a baixos níveis 67.  

A análise da sequência nucleotídica do locus agr, demonstrou a existência de variações nas sequências 

de agrB, agrC e agrD, que originam a produção de AIPs distintos 68. Existem quatro grupos (tipos) de 

agr (agrI, agrII, agrIII, agrIV) 53, classificados de acordo com o anel tio-lactona do AIP que possuem 

(Figura 1.2) 54. 
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Figura 1.2: Sequência polipeptídica e estrutura dos AIP codificados em S. aureus por cada tipo de 

sistema agr. Adaptado de (54). 

 

Estes AIPs apresentam diferentes especificidades de sinal, o que se traduz numa auto-ativação e 

inibição cruzada entre AIPs de grupos agr distintos, designada de “interferência bacteriana” 50,69. Além 

do AIP, o agr pode ser ativado por reguladores globais como SarA 70, SrrAB 71 e condições ambientais 

como a concentração de glucose ou o pH 72. Estudos indicam que as variantes de agr/AIPs não estão 

diretamente relacionados com a iniciação ou gravidade da infeção, mas sim com a divisão evolucionária 

da espécie 53. Assim como a formação de biofilmes parece ser uma capacidade geral da espécie, sendo 

possível na presença dos  vários tipos de agr 67. 

 

1.2.2 Fatores de virulência de S. aureus 

 

S. aureus tem um genoma mais complexo que outros estafilococos não patogénicos e os seus fatores 

de virulência são, em grande parte, codificados em MGEs, como ilhas de patogenicidade, plasmídeos, 

transposões, sequências de inserção e fagos 73. As ilhas de patogenicidade (SaPI) de S. aureus contêm 

aproximadamente entre 14 e 17 Kb e geralmente são constituídas por dois ou mais genes que codificam 

superantigénios 11,74, como a toxina da síndrome do choque tóxico (tst) e enterotoxinas B e C 

associadas ao choque tóxico e a intoxicações alimentares 74. As SaPI são mobilizadas com elevada 

frequência e integradas através de bacteriófagos no cromossoma de S. aureus 11. Quanto às ilhas 

genómicas, existem três famílias descritas em S. aureus, νSAα, νSAβ and νSAγ 74–76, contendo clusters 

de genes que codificam para toxinas importantes como a leucocidina LukDE e diversas enterotoxinas 

11,73. Outras toxinas importantes, como a PVL, proteínas de evasão imunitária CHIPS e SCIN, toxinas 

exfoliativas A e B, estafilocinase e diversas outras enterotoxinas encontram-se codificadas em 

bacteriófagos.  Apesar da maior parte dos genes envolvidos na virulência de S. aureus ser encontrada 
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no genoma acessório, alguns fatores de virulência importantes como as PSMs e a alfa-hemolisina são 

codificados no genoma core. As PSMs são péptidos com atividade citotóxica e pro-inflamatória e que 

atuam sobre os biofilmes permitindo a sua dispersão 77,78, enquanto a alfa-hemolisina (Hla) apresenta 

efeito citotóxico sob uma grande variedade de células do hospedeiro 79. 

 A presença desses genes não é o único determinante de virulência em S. aureus, mutações no 

genoma core, assim como a expressão diferencial regulada por componentes de regulação como o 

sistema agr têm um papel crucial na expressão destes genes 11. Em particular, o sistema de regulação 

agr regula positivamente fatores de virulência secretados, como proteínas extracelulares, lipases, 

PSMs e toxinas de choque tóxico, e regula negativamente proteínas associadas à adesão celular, 80,81. 

 

1.2.3 Leucocidina de Panton-Valentine  

 

A atividade leucocitotóxica de uma bactéria permite que ela sobreviva na fase inicial de uma infeção. A 

PVL, foi descrita em 1894 por Van de Velde, sendo associada com SSTIs, pela primeira vez, em 1932 

por Panton e Valentine 82. De um modo geral, a PVL encontra-se associada a infeções causadas por 

CA-MRSA, nomeadamente SSTIs e pneumonia necrotizante, podendo, no entanto, ser também 

encontrada em estirpes MSSA 83,84. Esta proteína é uma leucotoxina composta por duas subunidades 

designadas de LukS-PV e LukF-PV 85. Esta toxina causa a lise de neutrófilos e, em menor extensão, 

de monócitos e macrófagos, através da formação de poros na membrana celular 6,86. A lise dos 

neutrófilos é mediada pela ligação de PVL aos recetores do complemento C5aR 87, causando a 

libertação de moléculas pró-inflamatórias, como a interleucina IL-6 e o fator de necrose tumoral  88. 

Deste modo, a PVL apresenta não só efeitos tóxicos como também imunomodelatórios. 

A capacidade de uma estirpe expressar PVL depende da presença do operão luk-PV, que contém os 

genes lukS-PV e lukF-PV, o qual se pode se encontrar integrado no cromossoma do S. aureus através 

de bacteriófagos 6,89. Até ao momento, foram caracterizados, pelo menos, dez bacteriófagos da família 

Siphoviridae, contendo o operão luk-PV 89,90. Esta localização facilita a transferência horizontal do 

operão luk-PV entre S. aureus.  

Diversos estudos epidemiológicos e dados oriundos de estudos em modelos de infeção animal 

suportam a associação da PVL a SSTIs adquiridas na comunidade, como doenças de pele purulentas 

e necrose de tecido subcutâneo 6,89. Para além destas infeções, tem sido também reportada uma 

relação entre a presença de PVL e infeções mais severas, como a artrite séptica e a pneumonia 

necrotizante 85. No entanto, a função desta toxina no processo de infeção é ainda controversa.  

A atividade de PVL é específica de espécie hospedeira, promovendo a lise de leucócitos humanos e 

de coelho, mas não de ratinho ou primatas 91. Esta especificidade pode justificar a contradição 

observada entre estudos que incidiram sobre a atividade da PVL em diferentes modelos animais. 

Assim, modelos murinos ou de primatas podem não ser os ideais para avaliar a função da PVL uma 

vez que os seus neutrófilos parecem ser resistentes à ação da PVL 89,92,93. De facto, estudos realizados 
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em modelos murinos reportaram uma ausência de relação entre a presença de PVL e severidade de 

infeção da pele ou pulmonar 94,95. 

Por outro lado, estudos realizados em modelos de infeções de pele em coelhos como o de Lipinska et 

al. mostraram que num modelo genético consistindo em estirpe selvagem e mutante isogénico “knock-

out” para o operão luk-PV, a ausência de PVL traduz-se em lesões de pele de menor dimensão e menor 

nível de necrose 96. Também num modelo de infeção de pele em coelhos, um estudo similar por 

Kobayashi et al., contrariamente ao descrito anteriormente, não encontrou associação entre a presença 

de PVL e a severidade da infeção, apesar da densidade bacteriana associada a abcessos em coelhos 

infetados com a estirpe selvagem PVL-positivo ser significativamente superior à do mutante isogénico 

“knock-out” para luk-PV 97. 

Outros estudos em modelos de infeção em coelho evidenciaram um potencial papel da PVL nos 

primeiros estágios de bacteriemia 98 ou na severidade de pneumonia necrotizante 99.  

 

 

1.3 Biofilmes 

 

1.3.1 Produção de biofilmes por Staphylococcus aureus 

 

Os biofilmes são definidos como uma comunidade microbiana funcional aderida a uma superfície, 

biótica ou abiótica, e envolta por uma matriz produzida pelas próprias células 100. A comunidade de 

microrganismos que vive num biofilme pode ser composta por uma única espécie, porém 

frequentemente apresenta uma grande diversidade espécies bacterianas e por vezes fúngicas 101. A 

formação de biofilmes num processo de infeção pode representar um agravamento muito significativo 

da doença, estando geralmente associada a infeções crónicas de difícil tratamento 102. É estimado que 

90% das feridas crónicas contenham fungos e bactérias em biofilmes 103. Uma das principais vantagens 

da vida em biofilme é a evasão ao sistema imune do hospedeiro, uma maior resistência a compostos 

antimicrobianos, incluindo  antibióticos, que pode ser parcialmente explicada pela baixa penetração do 

agente na matriz do biofilme 104, pela redução da taxa de crescimento e do metabolismo das células, 

assim como a aquisição de genes exógenos 104,105  

Através de microscopia eletrónica foi possível caracterizar a estrutura dos biofilmes como 

maioritariamente compostos por uma substância polimérica extracelular que liga as bactérias à 

superfície e entre si 106. Esta matriz é constituída por uma mistura de polissacáridos, proteínas e ácidos 

nucleicos e organizada em estruturas tridimensionais atravessadas por canais que permitem a 

passagem de água, nutrientes e a remoção de substâncias metabólicas tóxicas 102,107.  

As células agregadas em biofilmes estão expostas a elevada osmolaridade, limitação de oxigénio e 

elevada densidade celular, fatores que influenciam a expressão génica em S. aureus 105. Becker et al. 
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identificaram, num estudo para caracterizar diferenças na expressão de genes em S. aureus em 

populações planctónicas e em biofilmes, a sobre-expressão de genes que codificam enzimas 

envolvidas na glicólise e fermentação e proteínas de estresse que podem ser consequência da privação 

de nutrientes e da limitação de oxigénio nas camadas mais baixas do biofilme 104. 

A formação do biofilme pode ser dividida em quatro fases: adesão a uma superfície biótica ou abiótica, 

acumulação, maturação e dispersão 105. A formação do biofilme é iniciada com a fixação de uma 

bactéria inicialmente planctónica a uma superfície 108. Esta adesão, num tecido ou dispositivo médico, 

é regulada por uma grande variedade de genes e mediada por diferentes tipos de proteínas designadas 

de Componentes da Superfície Microbiana que Reconhecem Moléculas Adesivas da Matriz 

(MSCRAMMs, do inglês “microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules”) 109. 

Para além das adesinas, outras proteínas como as autolisinas AtlA e AtlE, promovem a ligação a 

superfícies hidrofóbicas, e os ácidos teicóicos na parede celular, apresentam igualmente um papel 

importante na aderência das bactérias às células do hospedeiro110. 

Durante as fases de acumulação e maturação, as células individualmente entram numa fase de adesão 

irreversível e passam a produzir a matriz do biofilme 111. A Adesina Polissacarídica Intercelular (PIA, do 

inglês polysaccharide intercellular adhesin), também designada de PNAG uma vez que é constituída 

por um polissacarídeo N-acetil-D-glicosamina, é uma adesina importante na formação do biofilme 111. 

A formação desta proteína depende do operão icaABD 112. Este operão codifica três proteínas de 

membrana (IcaA, IcaD e IcaC) com atividade enzimática, e uma proteína extracelular (IcaB) 113,114, e 

parece ser regulado por fatores importantes como IcaR, fator sigma, e sistemas de regulação como o 

agr e sarA 105,115. Os mecanismos de regulação da formação de biofilme variam não apenas entre 

espécies como entre estirpes da mesma espécie 115.  

A frequência deste operão não está bem definida entre as estirpes de S. aureus; embora alguns estudos 

tenham identificado o operão em todas as estirpes estudadas 116,117, outros estudos indicam uma menor 

incidência 118,119. Embora PIA tenha um papel importante na produção de biofilmes, algumas estirpes 

de S. aureus têm a capacidade de produzir biofilme de forma independente de ica “in vivo” e “in vitro” 

105. Uma via importante de regulação da formação de biofilmes independente de ica parece ser mediada 

pelo gene rbf (regulador da formação de biofilme, do inglês, “regulator of biofilm formation”) 120. A 

produção de biofilme através desta via pode ser induzida pela presença de NaCl e glucose, porém não 

de etanol 120. Contrariamente ao que acontece na regulação por rbf, a indução da transcrição de ica 

através da inibição de icaR (importante regulador do operão icaABD), acontece na presença de etanol, 

porém não de glucose e NaCl 121. Tal como mencionado anteriormente no ponto 1.2.1, o sistema de 

regulação agr tem um papel importante na dispersão das células do biofilme para o meio ambiente 112.  
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1.3.2 Importância dos biofilmes em S. aureus 

 

Os biofilmes podem ser definidos como um mecanismo de autodefesa, ao dificultarem a penetração de 

moléculas tóxicas, como antibióticos, na matriz extracelular e ao permitirem que as bactérias resistam 

à fagocitose por células do sistema imunitário do hospedeiro e às forças físicas do ambiente onde se 

encontram. Para além, disso, os biofilmes criam um ambiente favorável à troca genética intra- ou inter-

espécies 102. 

A formação de biofilme é essencial na patogénese de diversas infeções e tem sido associado a infeções 

crónicas de difícil tratamento e infeções relacionadas a dispositivos médicos como cateteres vasculares 

e urinários, próteses, tubos endotraqueais, lentes de contato, entre outros 122,123. A formação de 

biofilmes pode ocorrer em qualquer tecido envolvendo complicações no tratamento de uma grande 

variedade de infeções, desde infeções no sistema respiratório inferior e superior, urinário e digestivo, a 

feridas, endocardites e osteomielites122,123.  A presença de biofilme em infeções de pele tem sido 

demonstrada em diversos estudos como principal causa da ineficiência de tratamentos 124–127. S. aureus 

geralmente produz biofilmes em tecidos danificados como dermatites, impetigo e feridas o que pode 

tornar estas infeções difíceis de erradicar através do tratamento com antibióticos 128,129.  

 

1.4 Relevância do tema e objetivo da Dissertação  

 

A espécie S. aureus é um dos agentes patogénicos bacterianos associados a SSTIs mais relevantes 

em humanos e em animais de companhia. Estas infeções estão frequentemente associadas a falha 

terapêutica e a um caráter crónico, o que pode levar a uma maior taxa de morbilidade e/ou mortalidade. 

Um dos fatores subjacente à cronicidade destas infeções prende-se com o potencial de virulência da 

estirpe de S. aureus infetante.  

S. aureus tem ao seu dispor um variado leque de fatores de virulência que suportam a sua capacidade 

de invasão e de sobrevivência no hospedeiro, muitos dos quais regulados pelo sistema agr. Entre estes 

fatores, a leucocidina PVL é frequentemente relacionada com infeções SSTI. Outro fator de grande 

relevância para o potencial de cronicidade e de falha terapêutica de SSTIs é a capacidade de produção 

de biofilmes por esta espécie.   

O trabalho desenvolvido nesta Dissertação tem como objetivos a determinação da frequência de 

ocorrência de PVL e da produção de biofilmes por estirpes de S. aureus associadas a SSTIs em 

humanos e animais de companhia e a associação destes fatores com um maior potencial de virulência 

destas estirpes.  

Pretende-se neste trabalho (i) identificar os tipos de agr das estirpes em estudo; (ii) determinar a 

frequência dos genes lukS-PV/lukF-PV, que codificam para a PVL; (iii) caracterizar a capacidade de 

produção de biofilme das estirpes em estudo; (iv) determinar a ocorrência dos genes icaADB; (v) 

estabelecer associações entre estas características fenotípicas e genotípicas com os perfis de 
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resistência das estirpes e as suas linhagens clonais, previamente estabelecidos. Por fim, pretende-se 

ainda avaliar o potencial de virulência de estirpes representativas de características de interesse (por 

exemplo, produção de biofilme, linhagem clonal) num modelo de infeção de Galleria mellonella.  

É esperado que os resultados gerados neste trabalho contribuam para um melhor conhecimento do 

arsenal de virulência de S. aureus associados a SSTIs em humanos e animais de companhia em 

Portugal, numa perspetiva Uma Só Saúde. 
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Materiais e Métodos 

2.1 Materiais  

 

2.1.1 Coleções de estirpes em estudo 

 

Este trabalho incidiu em duas coleções de Staphylococcus aureus, num total de 89 estirpes, recolhidas 

de infeções de pele e tecidos moles em humanos ou animais. Ambas as coleções foram cedidas pela 

Professora Doutora Constança Pomba da Faculdade de Medicina Veterinária da Universidade de 

Lisboa (FMV/UL) no âmbito do Projeto BIOSAFE (Ref. LISBOA-01-0145-FEDER-030713, PTDC/CAL-

EST/30713/2017). 

A coleção de origem humana engloba 34 estirpes recolhidas num laboratório de diagnóstico na 

comunidade, em Lisboa, entre Fevereiro e Junho de 2014. A coleção de origem animal inclui 55 estirpes 

obtidas pelo Laboratório de Resistência aos Antibióticos da FMV/UL, entre 1999 e 2018, e por um 

laboratório privado de diagnóstico veterinário, em Lisboa, de 2017 a 2018. Esta coleção inclui 29 

estirpes recolhidas de cães, 19 de gatos, cinco de coelhos, uma de cavalo e ainda uma estirpe de 

origem desconhecida. A origem do material biológico e ano de colheita das estirpes de origem humana 

e veterinária estão descritas nas Tabela 2.1 e Tabela 2.2, respetivamente.  

Ambas as coleções foram previamente caracterizadas relativamente ao perfil de suscetibilidade a 

compostos antimicrobianos e às linhagens clonais (Tabela 2.1 e Tabela 2.2)130–132. 

A coleção de origem humana é constituída por estirpes maioritariamente pertencentes às linhagens 

clonais ST5 (20,6%), ST22 (14,7%) e ST8 (14,7%). Relativamente ao perfil de resistência, 44,1% 

(15/34) das estirpes apresentam um fenótipo MDR e 44,1% (15/34) são MRSA, das quais 12 

apresentam simultaneamente fenótipo MDR 130. 

 2 
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Tabela 2.1: Características das estirpes de S. aureus de origem humana estudadas neste trabalho. 

a - e: isolados do mesmo indivíduo; MRSA: Staphylococcus aureus resistente à meticilina; MSSA: 

Staphylococcus aureus suscetível à meticilina; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo clonal. 

  

Estirpe Material biológico 
Mês da 
Colheita 

Perfil de 
resistência133 

Linhagem 
clonal ST 

(CC)132 

BIOS-H1 Exsudado de úlcera Março 2014 
MSSA 

não-MDR 
72 (8) 

BIOS-H2 (a) Pus da perna direita Março 2014 
MSSA 

não-MDR 
152 (152) 

BIOS-H3 (a) Pus da perna esquerda Março 2014 
MSSA 

não-MDR 
152 (152) 

BIOS-H4 (b) 
Exsudado de ferida da perna 

esquerda 
Abril 2014 

MSSA 
MDR 

25 (25) 

BIOS-H5 (c) Axila direita Fevereiro 2014 
MRSA 

não-MDR 
8 (8) 

BIOS-H6 (c) Axila esquerda Fevereiro 2014 
MRSA 

não-MDR 
8 (8) 

BIOS-H7 Exsudado de ferida Maio 2014 
MSSA 
MDR 

 105 (5) 

BIOS-H8 Exsudado de joelho Maio 2014 
MRSA 
MDR 

105 (5) 

BIOS-H9 Exsudado de úlcera Abril 2014 
MSSA 
MDR 

6531(5) 

BIOS-H10 Exsudado da perna Junho 2014 
MRSA 
MDR 

105 (5) 

BIOS-H11 Exsudado da perna Fevereiro 2014 
MSSA 
MDR 

105 (5) 

BIOS-H12 
Exsudado de ferida do 

joelho 
Maio 2014 

MSSA 
não-MDR 

278 (45) 

BIOS-H13 Exsudado de ferida da perna Fevereiro 2014 
MRSA 

não-MDR 
8 (8) 

BIOS-H14 Axila esquerda Junho 2014 
MRSA 
MDR 

8 (8) 

BIOS-H16 Pus da perna Março 2014 
MRSA 
MDR 

22 (22) 

BIOS-H17 (d) Orelha Junho 2014 
MSSA 

não-MDR 
7 (7) 

BIOS-H18 (d) Anca Junho 2014 
MSSA 

não-MDR 
7 (7) 

BIOS-H19 Exsudado de tíbia Março 2014 
MRSA 
MDR 

 105 (5) 

BIOS-H20 Ferida da perna direita Junho 2014 
MSSA 

não-MDR 
15 (15) 

BIOS-H21 Ferida do pé esquerdo Junho 2014 
MSSA 

não-MDR 
8 (8) 

BIOS-H22 Exsudado de ferida Abril 2014 
MSSA 

não-MDR 
105 (5) 
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Tabela 2.1. Continuação. 

a - e: isolados do mesmo indivíduo; MRSA: Staphylococcus aureus resistente à meticilina; MSSA: 

Staphylococcus aureus suscetível à meticilina; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo clonal. 

 

A coleção de origem animal é constituída maioritariamente por estirpes pertencentes às linhagens 

clonais ST22 (45,5%), ST5 (12,7%) e ST398 (9,1%). A frequência de estirpes MDR é de 9,0% (8/89), 

enquanto a frequência de estirpes MRSA é de 34,8% (31/89), cinco das quais apresentando 

simultaneamente um fenótipo MDR 131. 

 

 

 

 

 

 

Estirpe Material biológico 
Mês da 

Colheita 

Perfil de 

resistência 

Linhagem 

clonal ST (CC) 

BIOS-H23 Exsudado de joelho Março 2014 
MRSA 

MDR 
105 (5) 

BIOS-H24 (b) 
Exsudado de ferida da 

perna direita 
Abril 2014 

MSSA 

não-MDR 
25 (25) 

BIOS-H25 Exsudado de ferida Abril 2014 
MSSA 

não-MDR 
6564 

BIOS-H26 (e) Exsudado de escara Abril 2014 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-H27 (e) Exsudado de escara Abril 2014 
MRSA 

MDR 
22 (22) 

BIOS-H28 Exsudado de úlcera Março 2014 
MSSA 

não-MDR 
5 (5) 

BIOS-H29 Exsudado de ferida do pé Maio 2014 
MSSA 

não-MDR 
15 (15) 

BIOS-H30 Exsudado de ferida Junho 2014 
MSSA 

não-MDR 
97 (97) 

BIOS-H31 Exsudado de dedo do pé Maio 2014 
MRSA 

MDR 
22 (22) 

BIOS-H32 Exsudado de pé Maio 2014 
MSSA 

não-MDR 
30 (30) 

BIOS-H33 Ferida da perna Fevereiro 2014 
MRSA 

MDR 
5 (5) 

BIOS-H34 Exsudado de ferida Abril 2014 
MRSA 

MDR 
22 (22) 

BIOS-H35 Exsudado de unha Abril 2014 
MRSA 

MDR 
5 (5) 
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Tabela 1.2: Características das estirpes de S. aureus de origem animal estudadas neste trabalho. 

Estirpe Material biológico Hospedeiro 
Ano da 
Colheita 

Perfil de 
resistência131 

Linhagem 
clonal ST 

(CC)132 

BIOS-V4 Exsudado cutâneo Cão 2013 
MRSA  
MDR 

398 (398) 

BIOS-V5 Exsudado cutâneo Cão 2014 
MRSA 

Não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V6 Exsudado cutâneo Cão 2014 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V19 Exsudado cutâneo Gato 2012 
MRSA  

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V20 Exsudado cutâneo Gato 2012 
MRSA  

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V21 Exsudado cutâneo Gato 2014 
MSSA  

não-MDR 
97 (97) 

BIOS-V22 Exsudado cutâneo Gato 2012 
MRSA  

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V30 Exsudado cutâneo Cão 2014 
MRSA  
MDR 

22 (22) 

BIOS-V31 Exsudado cutâneo Cão 2018 
MSSA  

não-MDR 
188 (1) 

BIOS-V60 Exsudado cutâneo Cavalo 2001 
MSSA  

não-MDR 
816 

BIOS-V61 Exsudado cutâneo Cão 2003 
MSSA  

não-MDR 
5 (5) 

BIOS-V62 Exsudado cutâneo Gato 2005 
MSSA  

não-MDR 
15 (15) 

BIOS-V63 
Exsudado de zona 

podal 
Cão 2008 

MRSA  
não-MDR 

22 (22) 

BIOS-V70 Exsudado cutâneo Cão 2015 
MRSA  

não-MDR 
5 (5) 

BIOS-V74 (a) Líquido pústula Cão 2003 
MSSA  

não-MDR 
5 (5) 

BIOS-V75 Exsudado cutâneo Cão 2005 
MSSA  

não-MDR 
72 (8) 

BIOS-V76 Exsudado cutâneo Gato 2012 
MRSA  

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V85 (a) Líquido pústula Cão 2003 
MSSA  

não-MDR 
5 (5) 

a - d: isolados do mesmo animal; D: Origem desconhecida; MRSA: Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetível à meticilina; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo 

clonal.  
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Tabela 2.2. Continuação. 

Isolado Material biológico Hospedeiro 
Ano da 

Colheita 

Perfil de 

resistência 

Linhagem 

clonal ST 

(CC) 

BIOS-V118 Exsudado cutâneo Cão 2007 
MRSA 

não-MDR 
6535 (5) 

BIOS-V128 Exsudado cutâneo Gato 2018 
MSSA 

não-MDR 
5 (5) 

BIOS-V129 Exsudado cutâneo Coelho 2003 
MSSA 

não-MDR 
121 

BIOS-V147 Exsudado cutâneo Coelho 2017 
MSSA 

não-MDR 
398 (398) 

BIOS-V150 Exsudado cutâneo Cão 2017 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V151 Exsudado cutâneo Gato 2017 
MSSA 
MDR 

398 (398) 

BIOS-V153 Exsudado cutâneo Cão 2018 
MRSA 
MDR 

105 (5) 

BIOS-V154 Exsudado cutâneo Gato 2018 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V155 (b) Exsudado cutâneo Gato 2018 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V156 Exsudado cutâneo Cão 2018 
MSSA 

não-MDR 
6565 (1) 

BIOS-V157 Exsudado cutâneo Cão 2018 
MRSA 

não-MDR 
6566 (8) 

BIOS-V158 Exsudado cutâneo Gato 2017 
MSSA 

não-MDR 
7 (7) 

BIOS-V159 Exsudado cutâneo Gato 2018 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V160 Exsudado cutâneo Gato 2018 
MRSA 

não-MDR 
5 (5) 

BIOS-V161 Exsudado cutâneo Coelho 2018 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V168 Exsudado cutâneo Gato 2018 
MSSA 

não-MDR 
72 (8) 

BIOS-V172 Exsudado cutâneo Cão 2018 
MSSA 

não-MDR 
5 (5) 

BIOS-V178 Exsudado cutâneo Gato 2018 
MSSA 
MDR 

398 (398) 

BIOS-V183 Exsudado cutâneo Cão 2017 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V184 (b) Exsudado cutâneo Gato 2018 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

BIOS-V185 Exsudado cutâneo Cão 2018 
MRSA 

não-MDR 
22 (22) 

a - d: isolados do mesmo animal; D: Origem desconhecida; MRSA: Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetível à meticilina; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo clonal. 
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Tabela 2.2. Continuação. 

Isolado 
Material 

biológico 
Hospedeiro 

Ano da 

Colheita 

Perfil de 

resistência 

Linhagem 

clonal ST 

(CC) 

BIOS-V186 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MRSA 
MDR 

22 (22) 

BIOS-V187 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MRSA 
não-MDR 

22 (22) 

BIOS-V200 (c) 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MRSA 
não-MDR 

22 (22) 

BIOS-V201 (c) 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MRSA 
não-MDR 

22 (22) 

BIOS-V202 
Exsudado 

cutâneo 
Gato 2018 

MRSA 
não-MDR 

22 (22) 

BIOS-V203 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MSSA 
não-MDR 

398 (398) 

BIOS-V204 (d) 
Exsudado 

cutâneo 
Coelho 2017 

MRSA 
não-MDR 

22 (22) 

BIOS-V245 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MSSA 
não-MDR 

1 (1) 

BIOS-V250 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MSSA 
não-MDR 

1 (1) 

BIOS-V255 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MRSA 
MDR 

105 (5) 

BIOS-V257 
Exsudado 

cutâneo 
Gato 2017 

MSSA 
não-MDR 

15 (15) 

BIOS-V258 (d) 
Exsudado 

cutâneo 
Coelho 2017 

MRSA 
não-MDR 

22 (22) 

BIOS-V279 
Exsudado 

cutâneo 
Gato 2018 

MSSA 
não-MDR 

72 (8) 

BIOS-V295 
Exsudado 

cutâneo 
D 2018 

MSSA 
não-MDR 

72 (8) 

BIOS-V296 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MRSA 
não-MDR 

22 (22) 

BIOS-V300 
Exsudado 

cutâneo 
Cão 2018 

MRSA 
MDR 

22 (22) 

a - d: isolados do mesmo animal; D: Origem desconhecida; MRSA: Staphylococcus aureus resistente à 

meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetível à meticilina; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo clonal. 
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2.1.2 Estirpes de referência 

 

Neste trabalho foram utilizadas estirpes de referência que serviram de controlo nos vários ensaios 

experimentais realizados, as quais estão descritas na Tabela 2.3. 

Tabela 2.2: Estirpes de referência utilizadas como controlo ao longo do trabalho. 

Estirpe Genótipo de interesse Referência 

S. aureus USA300 NE1034 lukS-PV +; lukF-PV + 134,135 

S. aureus ATCC® 29213™ lukS-PV -; lukF-PV - 136 

S. aureus COL agrI 76 

S. aureus ATCC® 25923™ agrIII 137 

S. aureus RN4220 ica+ 138 

S. epidermidis ATCC® 35984™ ica+ 76 

S. epidermidis ATCC® 12228™ ica- 139 

 

2.1.3 Outro material biológico  

 

Ao longo do trabalho foi utilizado DNA total de cada estirpe previamente extraído pelo método de fervura 

140, diluído 1:10 e mantido a -20 ºC. Para a estimativa do peso molecular dos amplicões obtidos nos 

vários protocolos de reação de polimerase em cadeia (PCR, do inglês “polymerase chain reaction”) 

foram utilizados os marcadores GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) 

e GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).  

Os “primers” utilizados (Invitrogen, Waltham, EUA) foram rececionados liofilizados, sendo 

reconstituídos com água ultra-pura (tipo I) Milli-Q®, estéril, de modo a obter uma solução “stock” a 100 

µM. As soluções de trabalho dos “primers” foram preparadas a 20 µM em água ultra-pura (tipo I) estéril. 

Os “primers” utilizados estão descritos na Tabela 2.4.  

Tabela 2.3: Sequências nucleotídicas dos “primers” utilizados e tamanho esperado de cada amplicão. 

“Primers” Alvo Sequência nucleotídica (5’- 3’) 
Amplicão 

(pb) 
Referência 

lukSF_Fw lukS-PV 

lukF-PV 

CATTAGGTAAAATGTCTGG 
431 

Este 

trabalho lukSF_Rv GCATCAACTGTATTGGAT 

pan_agr_SA_Fw  ATGCACATGGTGCACATGC  53 

agr_I_SA_Rv agrI GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT 439 53 

agr_II_SA_ Rv agrII TATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC 572 53 

agr_III_SA_ Rv agrIII GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG 321 53 

agr_IV_SA_Rv agrIV CGATAATGCCGTAATACCCG 657 53 

icaAD_SA_FW 
icaADB 

AGT TCT TGT CGC ATT TCC AA  Este 

trabalho icaAD_SA_Rv CAC GAT TCT CTT CCT CTC TGC  

pb: pares de base; Fw: “Forward”; Rv: “Reverse” 
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2.1.4 Meios de cultura, soluções e enzimas  

 

Os meios de cultura e soluções utilizados ao longo do trabalho foram preparados com água 

desmineralizada e autoclavados a 121ºC por 15 minutos, à exceção dos casos assinalados. A 

composição dos meios de cultura utilizados ao longo do trabalho estão descritas na Tabela 2.5.  

 

Tabela 2.4: Composição dos meios de cultura utilizados neste trabalho. 

Meio de cultura1 Composição 

“Tryptic Soya Agar” (TSA) 15 g/L de peptona de caseína; 3 g/L de peptona de soja; 5 g/L 

de cloreto de sódio; 15 g/L de agar; pH 7,3 ± 0,2 a 25ºC 

“Tryptic Soya Broth” (TSB) 17 g/L de peptona de caseína; 3 g/L de peptona de soja; 5 g/L 

de cloreto de sódio; 2,5 g/L de fosfato dipotássico de hidrogénio; 

2,5 g/L de glucose; pH 7,3 ± 0,2 a 25ºC  

1 Oxoid Ltd., Basingstoke, Reino Unido  

 

A composição e preparação de soluções e enzimas utilizadas ao longo do trabalho estão descritas na 

Tabela 2.6. 

 

Tabela 2.5: Composição e preparação dos enzimas e soluções utilizadas neste trabalho. 

Soluções Composição da solução “stock” e solução de trabalho 

Cloreto de Magnésio1 Solução “stock” comercial a 50 mM. Solução de trabalho a 25 mM, 

preparada por diluição com água ultra-pura (tipo I) Milli-Q® estéril. 

Desoxirribonucleótidos 

(dNTPs)1 

Solução “stock” comercial a 25 mM. Solução de trabalho a 2,5 mM, 

preparada por diluição com água ultra-pura (tipo I) Milli-Q® estéril 

NZY Taq II polimerase1 Solução “stock” comercial 5 U/µl. Pronta a utilizar. 

Tampão TaqII 

polimerase1 

Solução “stock” a 10X. Pronta a utilizar. 

Tampão tris-acetato 

EDTA 

(TAE) 

Solução “stock” a 50X. 2 M Trizma Base2; 5 mM EDTA2, pH 8,0 

ajustado com ácido acético3. Solução de trabalho a 1X, preparada por 

diluição com água desmineralizada. 

Tampão fosfato salino 

(PBS)2 

10 mM tampão fosfato; 2,7 mM de cloreto de potássio (KCl); 137 mM 

de cloreto de sódio (NaCl); pH 7,4 ± 0,2. 

Soro Fisiológico 

 

Solução de NaCl3 a 0,85% (p/v) 

8,5 g/L de cloreto de sódio em água desmineralizada 

Glucose2 Solução a 20% (p/v). 2 g/L de glucose em água Milli-Q® estéril. 

Filtrada com filtro4 0,22 µm. 

Violeta de Cristal2 Solução a 0,1% (p/v). 1 g/L de Violeta de Cristal em água 

desmineralizada. Solução filtrada com papel de filtro qualitativo. 

Acido acético glacial3 Solução a 33% (v/v). Solução de trabalho preparada por diluição com 

água desmineralizada. 

1 NZYTech, Lisboa, Portugal; 2 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA; 3 Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha; 4 Carl 

Roth, Karlsruhe, Alemanha 
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2.2 Métodos 

 

2.2.1 Manutenção e crescimentos das estirpes bacterianas 

 

As estirpes bacterianas, armazenadas a -80 ºC em meio TSB suplementado com glicerol a 10% (v/v), 

foram recuperadas em placas de isolamento em meio TSA por incubação a 37 ºC durante a noite. Para 

obter culturas em meio líquido, foram transferidas colónias isoladas para meio TSB e este foi incubado 

a 37 ºC, sob agitação, durante 18 horas.  

 

2.2.2 Tipificação do sistema acessório regulador agr  

 

A tipificação do “locus” agr foi realizada através da técnica de multiplex PCR, de acordo com o protocolo 

estabelecido por Lina et al. 53, no qual é utilizado um “primer forward” e quatro “primers reverse” que 

dão origem a amplicões de tamanhos diferentes conforme o tipo de agr da estirpe em estudo (Figura 

2.1). 

 

 

Figura 2.1: Representação gráfica do operão agr e da localização dos “primers” usados neste trabalho 

para identificação dos quatro tipos de agr em S. aureus. Adaptado de (140).  

 

Cada reação de PCR foi preparada num volume final de 25 µl, contendo 1X tampão NZYTaq II 

(NZYTech), 1,75 mM MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 µM de cada “primer” (agr_I_SA_Rv, agr_II_SA_Rv, 

agr_III_SA_Rv, agr_IV_SA_Rv, pan_agr_SA_Fw, Tabela 2.4), 0,03 U/µl da enzima NZYTaq Polimerase 

II (NZYTech), 2,5 µl de DNA total diluído 1:10 e água ultra-pura (tipo I) estéril para perfazer o volume. 

O programa de amplificação consistiu num passo de desnaturação inicial a 95ºC durante 5 minutos, 

seguido de 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 60 segundos, emparelhamento a 55ºC por 60 

segundos e extensão a 72ºC durante 60 segundos. Após os 35 ciclos foi feito um passo de extensão 

final a 72ºC por 5 minutos.  

Os DNAs das estirpes S. aureus COL e S. aureus ATCC25923 foram usados como controlo de 

amplificação do tipo agrI e agrIII, respetivamente. Como controlo da reação foi utilizada água ultra-pura 
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(tipo I) Milli-Q® estéril de forma a detetar possíveis contaminações das soluções utilizadas. Por 

indisponibilidade de controlos para os tipos agrII e agrIV, foram selecionados produtos de amplificação 

dos isolados BIOS-H20 e BIOS-V129, com tamanho correspondente ao tamanho esperado para agrII 

(572 pb) e agrIV (657 pb), respetivamente. Estes produtos foram purificados utilizando o kit NZYGelpure 

(NZYTech) de acordo com as recomendações do fabricante. Os produtos purificados foram enviados 

para sequenciação na empresa STAB-Vida (Caparica, Portugal). As sequências nucleotídicas obtidas 

foram analisadas com o programa SnapGene (versão 6; https://www.snapgene.com/) e com o 

programa Blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Após confirmação da amplificação correta dos 

amplicões, estas amostras foram usadas em diante como controlos. 

Os produtos de PCR amplificados e purificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 

2% (p/v) em tampão TAE 1 X durante 60 minutos a 90 volts, usando GeneRuler 100 bp Plus 

DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) como marcador de pesos moleculares. Os géis foram corados 

com 2 L de GreenSafe Premium (NZYTech) de acordo com as instruções do fabricante e 

fotodocumentados num transiluminador BioRad Gel-Doc XR System (Bio-Rad, Hercules, EUA). 

 

2.2.3 Pesquisa dos genes lukS-PV e lukF-PV 

 

A pesquisa dos genes lukS-PV e lukF-PV, os quais codificam para a leucocidina PVL foi realizada 

através da técnica de PCR (Figura 2.2). Cada reação de PCR foi preparada num volume final de 25 µl, 

contendo 1X tampão NZYTaq II (NZYTech), 1,75 mM MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 µM de cada 

“primer” (lukSF_Fw, lukSF_Rv), 0,03 U/µl do enzima NZYTaq Polimerase II (NZYTech), 2,5 µl de DNA 

total diluído 1:10 e água ultra-pura (tipo I) estéril para perfazer o volume. 

 

Figura 2.2: Representação gráfica do operão lukS-PV/lukF-PV e da localização dos “primers” usados 

para amplificação de um fragmento interno ao operão. Adaptado de (141). 

 

O programa de amplificação consistiu num passo de desnaturação inicial a 95 ºC durante 3 minutos, 

seguido de 35 ciclos de desnaturação a 95 ºC por 30 segundos, emparelhamento dos “primers” a 45 

ºC por 30 segundos e extensão a 72 ºC durante 30 segundos. Após os 35 ciclos foi feito um passo de 

extensão final a 72 ºC por 5 minutos.  

Foi utilizado como controlo positivo o DNA total da estirpe S. aureus USA300 NE1034 e como controlo 

negativo o DNA total da estirpe S. aureus ATCC29213. Como controlo da reação foi utilizado água Milli-

Q® estéril de forma a detetar possíveis contaminações das soluções utilizadas. Para confirmação da 
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especificidade do PCR, um dos produtos de amplificação foi purificado com o NZYGelpure (NZYTech) 

e sequenciado (STAB-Vida). 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (NZYTech) a 1% (p/v) em 

tampão TAE 1 X durante 30 minutos a 90 volts, usando GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific) como marcador de pesos molecular. Os géis foram corados com 2 L de GreenSafe 

Premium (NZYTech) de acordo com as instruções do fabricante e fotodocumentados num 

transiluminador Bio-Rad Gel-Doc XR System (Bio-Rad). 

Estirpes onde os genes lukS-PV/lukF-PV foram encontrados foram consideradas PVL-positivo. 

 

2.2.4 Análise da capacidade de produção de biofilme pelo método de adesão em microplaca 

com coloração por Violeta de Cristal 

 

A avaliação da capacidade de produção de biofilmes pelas estirpes em estudo foi realizada através do 

ensaio de adesão em microplaca com coloração de violeta de cristal 141. De modo a otimizar as 

condições de produção de biofilme, o ensaio foi realizado testando dois tipos de placas de fundo plano: 

placas de poliestireno (ROTILABO®, Refª 9293.1, Boettger, Alemanha) e placas de poliestireno tratadas 

para cultura celular (Refª 4430100, Orange Scientific, Bélgica). A produção de biofilme foi também 

avaliada em dois meios de cultura, nomeadamente, (i) TSB suplementado com 1% de glucose e (ii) 

suplementado adicionalmente com 3% de NaCl.  

A partir de uma placa de isolamento fresca em TSA, foram transferidas 2 a 3 colónias isoladas de cada 

estirpe em estudo para 5 mL de meio TSB, seguido de incubação de aproximadamente 18 horas (o/n), 

sem agitação. A partir de cada cultura líquida foi preparada uma suspensão celular em meio TSB, 

ajustada a uma densidade ótica a 600 nm (DO600) entre 0,05 e 0,09, equivalente a 5 x 107 a 1 x 108 

CFU/ml. Para confirmar a concentração celular das suspensões celulares, foram efetuadas diluições 

seriadas 1:10 até 10-6 em tampão fosfato salino (PBS). Alíquotas de 0.1 mL das diluições 10-5 e 10-6 

foram plaqueadas em meio TSA e as placas incubadas o/n a 37ºC para posterior contagem das colónias 

resultantes e determinação da CFU/mL. Após este procedimento, a suspensão celular foi diluída 1:100 

no meio de cultura a ser usado no ensaio (TSB suplementado com 1% de glucose ou TSB 

suplementado com 1% de glucose e 3% de NaCl).  

As placas de 96 poços foram preparadas de acordo com o esquema representativo da Figura 2.3. A 

cada poço das microplacas, à exceção dos poços do controlo negativo “CN” e do branco “B”, foram 

adicionados 200 µl de cada suspensão celular e estas foram incubadas a 37ºC, sem agitação, por 24 

horas. Para cada placa, foram introduzidos os seguintes controlos:  controlo negativo, 200 µl de meio 

TSB suplementado; controlos positivos de produção de biofilme, S. epidermidis ATCC®35984™ e S. 

aureus RN4220; controlo negativo da produção de biofilme, S. epidermidis ATCC®12228™; assim como 

um branco (ácido acético a 33%). Cada condição foi testada em quatro réplicas em cada ensaio. 
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Figura 2.3: Esquema representativo da preparação das placas para o método de adesão com 

coloração de violeta de cristal. CN: Controlo negativo (TSB suplementado); CEP: Controlo positivo 

(S. epidermidis ATCC® 35984™); CEN: Controlo estirpe negativa (S. epidermidis ATCC® 12228™); 

CSA: Controlo positivo S. aureus (S. aureus RN4220); A: Estirpes em estudo; B: Branco (acido 

acético glacial 33%). 

 

Após a incubação por 24 horas, foi avaliado o crescimento bacteriano por leitura da DO600 num aparelho 

SynergyHT (Biotek, Winooski, EUA). Posteriormente, os conteúdos de cada poço foram removidos com 

auxílio de uma micropipeta e os poços foram lavados, três vezes, com 100 L de PBS para remover as 

células não aderentes. As células aderentes foram de seguida fixadas por incubação com metanol a 

99% (J.T. Baker, Deventer, The Netherlands) durante 20 minutos. A seguir, o metanol foi removido e 

as placas foram colocadas a secar ao ar em posição invertida, durante a noite, à temperatura ambiente. 

A biomassa associada ao biofilme aderente formado em cada poço foi corada com 150 L de violeta 

de cristal a 0.1% (p/v) durante 15 minutos à temperatura ambiente. O corante foi retirado com auxílio 

de micropipeta e as placas foram lavadas por imersão em água desmineralizada (três imersões em 

dois banhos de água) e colocadas a secar ao ar em posição invertida e à temperatura ambiente. Uma 

vez secas, o violeta de cristal associado à biomassa foi solubilizado com ácido acético a 33% durante 

30 minutos e à temperatura ambiente. A cada poço correspondente ao branco foram adicionados 200 

L de ácido acético a 33% (branco). A densidade ótica a 570 nm (DO570) de cada poço foi registada 

através da média dos valores da área do poço num leitor de placas SynergyHT.  

Os resultados foram obtidos com recurso ao software BioTek Gen5 e analisados conforme os passos 

descritos abaixo para permitir a categorização dos fenótipos de produção de biofilme 142.  

1. O valor da DO570 do branco (ácido acético a 33%) foi subtraído a todos os valores de DO570 

obtidos nos controlos e estirpes em estudo. 

2. Foi calculado o valor da média e desvio padrão (SD) das réplicas da DO570 registada para 

o controlo negativo (TSB). 
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3. Foi calculado o valor de corte ODc, equivalente a ODc = média da DO570 do controlo 

negativo + (3× SD do controlo negativo) – este valor é específico para cada placa. 

Valores negativos de ODc foram considerados como zero. 

4. Foi calculado o valor da média e SD das réplicas da DO570 registada para cada estirpe em 

estudo.  

Para minimizar o efeito da variabilidade intra-ensaio, para cada estirpe, o ensaio foi 

validado somente quando SD ≤ 15% do valor da média de OD570. 

5. A cada valor de média de DO570 foi subtraído o valor de ODc, obtendo-se assim o valor de 

DO570 final (DOfinal) para cada estirpe. 

6. As estirpes foram divididas em quatro categorias, comparando o valor de DOfinal de cada 

estirpe com o valor de corte como indicado na Tabela 2.7. 

 

Tabela 2.6: Esquema de classificação da produção de biofilmes de acordo com Stepanovic et al.142. 

Fórmula Categoria 

DOfinal ≤ ODc Não produtor (-) 

ODc < DOfinal ≤  2×ODc Produtor fraco (+); 

2×ODc < DOfinal ≤ 4×ODc Produtor moderado (++) 

4×ODc < DOfinal Produtor forte (+++). 

DO= densidade ótica; ODc= valor de corte 

  

Para minimizar o efeito da variabilidade inter-ensaio, os ensaios foram realizados, pelo menos, em 

duplicado, e o fenótipo final de cada estirpe apenas foi validado quando se observou concordância (i) 

na categorização do fenótipo e, (ii) quando SD ≤ 20% do valor da média dos ensaios. 

 

2.2.5 Pesquisa dos genes icaADB 

 

A pesquisa de genes presentes no operão ica foi realizada através da técnica de PCR. Foram 

desenhados “primers” que produzissem um amplicão contendo a região terminal 3’ do gene icaA, a 

totalidade do gene icaD e a região terminal 5’ do gene icaB, conforme indicado na Figura 2.4. Cada 

reação de PCR foi preparada num volume final de 25 µl, contendo 1X tampão NZYTaq II (NZY Tech), 

1,75 mM MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,4 µM de cada “primer” (icaABCD_Fw, icaABCD_Rv), 0,03 U/µl 

do enzima NZYTaq Polimerase II), 2,5 µl de DNA total diluído 1:10 e água ultra-pura Tipo I para perfazer 

o volume. 

 

Figura 2.4: Representação gráfica do operão icaADB e localização dos “primers” usados para 

identificações dos genes icaADB. Adaptado de (144). 
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Foi utilizado como controlo positivo o DNA da estirpe S. aureus RN4220. Como controlo da reação foi 

utilizado água Milli-Q® estéril de forma a detetar possíveis contaminações das soluções utilizadas.  

O programa de amplificação consistiu num passo de desnaturação inicial a 94ºC durante 5 minutos, 

seguido de 30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 segundos, emparelhamento dos “primers” a 54ºC 

por 30 segundos e extensão a 72ºC durante 30 segundos. Após os 30 ciclos foi feito um passo de 

extensão final a 72ºC por 5 minutos. Para confirmação da especificidade do PCR, um dos produtos de 

amplificação foi purificado com o kit NZYGelpure (NZYTech) e sequenciado (STAB-Vida). 

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose (NZYTech) a 1% (p/v) em 

tampão TBE 0,5 X durante 45 minutos a 80 volts, usando GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo 

Fisher Scientific) como marcador de pesos molecular. Os géis foram corados com 2 L de GreenSafe 

Premium (NZYTech) de acordo com as instruções do fabricante e fotodocumentados num 

transiluminador Bio-Rad Gel-Doc XR System (Bio-Rad). 

 

2.2.6 Modelo de infeção em Galleria mellonella para avaliação do potencial de virulência de S. 

aureus 

 

A utilização de um modelo de infeção em insetos apresenta diversas vantagens em comparação aos 

estudos tradicionais em mamíferos. O protocolo de infeção em G. mellonella, comummente designada 

por "larva da cera" ou "larva do mel", não envolve as limitações éticas e o custo elevado dos modelos 

de infeção tradicionais, as larvas são facilmente manipuláveis, podem ser mantidas a 37°C e não 

necessitam de anestesia 143,144. 

Vários estudos têm estabelecido uma boa correlação entre a patogenicidade de diversos agentes 

patogénicos bacterianos quer em modelos de infeção em G. mellonella quer em modelos de infeção 

em mamíferos, corroborando o crescente interesse neste modelo de infeção larval 144. G. mellonella 

apresenta um sistema imunitário inato semelhante ao dos mamíferos, com resposta celular e humoral 

bem desenvolvida, incluindo a produção de péptidos antimicrobianos. Os hemócitos presentes na 

hemolinfa de G. mellonella tem uma função semelhante aos macrófagos e neutrófilos humanos, 

realizando a fagocitose e a degradação do agente patogénico invasor 143,144. 

Deste modo, este foi o modelo escolhido para avaliar o potencial de virulência de estirpes de S. aureus 

associadas a SSTIs em humanos ou animais. Para tal, foram selecionadas duas estirpes pertencentes 

à linhagem clonal ST22, predominante nas coleções de origem animal e humana. Para além deste 

critério, foi tida em conta a apresentação de fenótipo de produção de biofilme e perfil de resistência aos 

antibióticos relevante. As principais características das estirpes selecionadas estão descritas na Tabela 2.8. 
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Tabela 2.7: Principais características genotípicas e fenotípicas das estirpes analisadas no modelo de 

infeção em G. mellonella. 

Estirpe Origem ST (CC) Biofilme Perfil de resistência 

BIOS-V204 Animal 22 (22) Produtor Forte MRSA - MDR 

BIOS-H31 Humana 22 (22) Produtor Forte MRSA - não-MDR 

 

Preparação das larvas 

 

As larvas foram adquiridas, em vários lotes distintos, numa empresa que comercializa alimento vivo 

para animais exóticos (G. mellonella é comercializada como alimento de diversas espécies de pássaros 

e répteis). Os ensaios foram realizados na fase larval tardia de G. mellonella 144. Após receção das 

larvas, estas foram submetidas a dois períodos de aclimatização: 24 horas a temperatura ambiente 

após o transporte para o laboratório, seguidas de 24 horas a 37ºC para aclimatização à temperatura 

do ensaio 145. 

Cada ensaio foi constituído por dois grupos controlo, (i) sem manipulação e (ii) injeção com PBS e dois 

grupos de estudo, (iii) injeção da estirpe em estudo a 105 CFU/larva e (iv) a 107 CFU/larva. Para cada 

grupo foram escolhidas 10 larvas saudáveis semelhantes tendo em conta o peso e tamanho (225-300 

mg e 20-30 cm), uniformidade da cor (sem melanização) e presença de motilidade. Cada grupo de 

larvas foi pesado, e o peso médio das larvas determinado. 

 

Preparação do inóculo bacteriano 

 

As estirpes de interesse selecionadas foram inoculadas em meio TSA e incubadas a 37°C por 24 horas. 

Foram transferidas 2/3 colónias isoladas para 5 ml de meio TSB e incubadas a 37°C por 18 horas. Após 

incubação, o volume total da cultura foi transferido para um tubo falcon de 15 mL e centrifugado a 9000 

rpm por 5 minutos. O sedimento bacteriano foi recuperado e lavado duas vezes com PBS. A suspensão 

celular foi ajustada a uma densidade ótica correspondente a aproximadamente 5x108 CFU/mL (DO600 

entre 0.27 e 0.3, determinada previamente para cada uma das estirpes). Esta suspensão foi diluída 

1:100 em PBS de modo a se obter uma segunda suspensão com 5x106 CFU/mL. Para confirmação da 

concentração celular do inóculo foram efetuadas diluições seriadas 1:10 em PBS e alíquotas de 0,1 ml 

foram plaqueadas em TSA para determinação de CFU/mL.  
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Infeção das larvas com as estirpes de interesse 

 

Após a preparação e aclimatização das larvas, cada larva foi colocada num dispositivo de contenção, 

adaptado de Fredericks et al. 145, para minimizar possíveis danos ao experimentador causados durante 

a injeção. Com uma agulha de insulina foi injetado, numa das patas falsas traseiras, 20 µl/larva de PBS 

ou de uma das suspensões bacterianas preparadas, como demonstrado na Figura 2.5.  

 

 

Figura 2.5: Procedimento de inoculação de larva de G. mellonella. 

 

Os grupos de larvas foram colocados em contentores distintos com orifícios na tampa para entrada de 

ar e com alimento (aparas de cera), para não causar oscilações no sistema imune celular e humoral 

146. A sobrevivência das larvas em cada grupo foi observada a cada 24 horas após a infeção, por um 

período de 7 dias. Uma larva foi considerada morta quando não responsiva ao toque 145 (Figura 2.6). 

Todas as larvas mortas foram colocadas num tubo falcon de 50 mL, e este selado e colocado num 

contentor para incineração. No final de cada ensaio, as larvas sobreviventes foram transferidas para 

um tubo falcon de 50 mL, e este selado e colocado a -20ºC num contentor secundário, por pelo menos, 

24 horas, período após o qual foi colocado em contentor para incineração.  

 

Figura 2.6: Larvas de G. mellonella mortas após inoculação com uma estirpe de S. aureus.  
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2.3 Análise estatística 

 

Os dados genotípicos (tipo de agr, presença dos genes lukS-PV/lukF-PV que codificam para a PVL) e 

fenotípicos (produção de biofilme, fenótipo MRSA/MSSA e MDR/não-MDR) obtidos no decurso do 

trabalho foram comparados através do teste estatístico de qui-quadrado, usando o software SPSS 

v26.0 (SPSS® Statistical Software, NY, EUA). 

A análise de curvas de sobrevivência relativas aos ensaios de infeção em G. mellonella foi realizada 

com recurso ao método de Kaplan-Meier, o qual analisa dados de sobrevivência obtidos até à 

ocorrência de um dado evento, neste caso a morte da larva. O evento é monitorizado em tempos 

definidos (a cada 24 horas pós-infeção), sendo possível calcular o tempo médio de sobrevivência das 

larvas em cada condição testada e a probabilidade de sobrevivência a cada ponto de monitorização. A 

comparação das curvas de sobrevivência das estirpes com o controlo (PBS) ou entre si foi realizada 

através do método de “Logrank” (Mantel–Cox). A análise foi realizada pelo software GraphPad Prism 

versão 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). 

Foi considerado um nível de significância de 5% (p<0.05) em todas as análises estatísticas realizadas 

neste trabalho. 
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Resultados 

3.1 Tipificação do sistema de regulação de virulência agr  

 

Todas as estirpes em estudo foram objeto de tipificação molecular do sistema agr por PCR, de acordo 

com a abordagem descrita por Lina et al., ilustrada na Figura 2.1 na seção 2.2.2 53. A Figura 3.1 mostra 

um resultado representativo da aplicação desta abordagem. No total das duas coleções, das 89 estirpes 

de S. aureus analisadas, 59 (66,3%) foram classificadas com o tipo agrI, 26 estirpes (29,2 %) com agrII 

e três estirpes (3,4 %) com agrIII. Apenas uma estirpe (1,1 %) foi identificada como apresentando o tipo 

agrIV. 

 

Figura 3.1: Análise de produtos de PCR para tipificação molecular do sistema agr por 

eletroforese em gel de agarose. 1: marcador GeneRuler 100 pb Plus Ladder; 2: controlo negativo 

(água); 3: Controlo S. aureus COL (agrI); 4: Controlo S. aureus ATCC 25923 (agrIII); 5: BIOS-H7 (agrII); 

6: BIOS-V129 (agrIV); 7: BIOS-H8 (agrII); 8: BIOS-H9 (agrII). 

 3 
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A distribuição dos tipos de agr mostrou ser semelhante nas duas coleções (Figura 3.2). O tipo agrI foi 

o tipo predominante, presente em 20 estirpes (58.8%, 20/34) de origem humana e 39 estirpes (70.9%, 

39/55) de origem animal. O segundo tipo de agr mais frequente em ambas as coleções foi agrII, 

presente em 13 estirpes (38.2%, 13/34) de origem humana e 13 estirpes (23.6%, 13/55) de origem 

animal; enquanto o tipo agrIII foi identificado apenas numa estirpe (2.9%, 1/34) de origem humana e 

em duas estirpes (3.6%, 2/55) de origem animal. Por fim, o tipo agrIV foi apenas detetado numa estirpe 

(1.8%, 1/55) de origem animal.  

 

 

Figura 3.2: Distribuição da frequência dos quatro tipos de agr nas coleções de S. aureus origem 

humana e animal. 

 

Analisando a coleção de origem animal e considerando as várias espécies animais hospedeiras, das 

29 estirpes de origem canina, 19 (65.5%) foram classificadas com o tipo agrI, oito estirpes (27.6%) 

foram identificadas com agrII e duas estirpes (6.9%) com agrIII. Das 19 estirpes de origem felina, 15 

(78.9%) pertencem ao agrI, enquanto quatro estirpes (21.1%) foram classificadas com o tipo agrII. Das 

cinco estirpes isoladas de coelho, quatro (80.0%) pertencem ao tipo agrI e apenas uma estirpe (20.0%) 

pertence ao tipo agrIV. A única estirpe de origem equina pertence ao agrII, enquanto a estirpe de origem 

desconhecida apresenta um tipo agrI.  

A associação entre a distribuição dos tipos de agr, fenótipos de resistência e linhagens clonais é 

descrita na subseção 3.4 dos Resultados.   

 

3.2 Pesquisa dos genes lukS-PV e lukF-PV que codificam para a PVL  

 

A presença dos genes que codificam para a PVL foi determinada pela amplificação por PCR de um 

fragmento abarcando a região terminal 3’ do gene lukF-PV e a região terminal 5’ do gene lukS-PV, 

conforme ilustrado na Figura 2.2 da seção 2.2.3. Na Figura 3.3 encontra-se uma imagem representativa 

de resultados obtidos durante a pesquisa destes genes. 
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Figura 3.3: Análise de produtos de PCR para pesquisa dos genes lukS-PV/lukF-PV através de 

eletroforese em gel de agarose. 1: marcador GeneRuler 1 kb DNA Ladder; 2: S. aureus USA300 NE1034 

(PVL+); 3: S. aureus ATCC29213 (PVL-); 4: BIOS-H1 (PVL-); 5: BIOS-H4 (PVL-); 6: BIOS-H5 (PVL+); 7: 

BIOS-H6 (PVL+). 

 

Os genes lukS-PV/lukF-PV foram detetados em oito (9.0%) das 89 estirpes de S. aureus em estudo, 

sendo estas classificadas como PVL-positivo. Relativamente à coleção de estirpes de origem humana, 

sete das 34 estirpes (20.6%) possuem os genes lukS-PV/lukF-PV, enquanto na coleção de origem 

animal apenas uma das 55 estirpes (1.8%) apresentou estes genes. 

A associação entre a distribuição de PVL, tipos de agr, fenótipos de resistência e linhagens clonais é 

explorada na subseção 3.4 dos Resultados.   

 

3.3 Análise da capacidade de produção de biofilme nas coleções em estudo 

 

3.3.1 Otimização do método de adesão em microplaca com coloração de violeta de cristal 

 

Neste trabalho, a capacidade de produção de biofilme foi avaliada pelo método de adesão em 

microplaca com coloração de violeta de cristal, como descrito por Stepanovic et al. 141,142. Este método 

foi executado testando-se dois tipos de microplacas. Embora o material de produção de ambas as 

placas em teste seja o poliestireno, um dos tipos de placa (placas de cultura celular) é tratado para 

promover a adesão celular ao plástico. Todas as 89 estirpes foram testadas nos dois tipos de 

microplacas e, adicionalmente, em meio TSB suplementado com 1% de glucose ou com 1% glucose e 

3% de NaCl.  
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A distribuição dos fenótipos de produção de biofilme obtidos para as 89 estirpes de S. aureus  nas 

várias combinações testadas encontra-se representada na Figura 3.4. O teste em microplacas de 

poliestireno revelou que, em TSB suplementado com 1% glucose, 16 estirpes (18.0%) foram 

classificadas como não produtor de biofilme, enquanto 45 estirpes (50.6%) foram categorizadas como 

produtor fraco, 18 (20.2%) como produtor moderado e 10 estirpes (11.2%) como produtor forte. Já em 

TSB suplementado com 1% de glucose e 3% de NaCl, 20 (22.5%) estirpes foram classificadas como 

não produtor de biofilme, enquanto 33 estirpes (37.1%) foram categorizadas como produtor fraco, 25 

(28.1%) como produtores moderados e 11 (12.4%) como produtores fortes.  

Nos ensaios em que foram usadas microplacas para cultura celular, em TSB suplementado com 1% 

glucose, 26 estirpes (29.2%) foram classificadas como não produtor de biofilme, 27 estirpes (30.3%) 

como produtor fraco, 13 (14.6%) como produtor moderado e 23 estirpes (25.8%) como produtor forte. 

O crescimento em meio TBS suplementado com 1% glucose e 3% de NaCl, indicou 20 estirpes (22.5%) 

como não produtoras de biofilme, enquanto 32 estirpes (36.0%) foram categorizadas como produtores 

fracos, 16 (18.0%) como produtores moderados e 21 estirpes (23.6%) como produtores fortes (Figura 

3.4).  

 

Figura 3.4 Distribuição dos fenótipos de produção de biofilme das 89 estirpes de S. aureus em estudo 

obtidos no método de adesão em microplaca nas várias combinações em otimização: tipo de placa e 

meio de crescimento.  

 

O controlo positivo S. epidermidis ATCC35984 (ica+, produtor de biofilme)147,148 foi categorizado como 

produtor forte em todos os ensaios e para todas as condições testadas. Por outro lado, o controlo 

positivo S. aureus RN4220, descrito como produtor de biofilme na literatura149, apresentou um 

comportamento variável, sendo categorizado como produtor nos ensaios com placas de cultura celular 
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e como não produtor/produtor em placas de poliestireno. Contrariamente ao expectável, o controlo 

negativo S. epidermidis ATCC12228 (ica-), descrito como não produtor de biofilmes na literatura 

147,150,151, foi tão categorizado como produtor como não produtor ao longo dos ensaios, 

independentemente das condições testadas.  

De acordo com estes resultados, foi considerada como condição ótima para a avaliação da produção 

de biofilme, a utilização de placas de cultura celular, uma vez que permitem maior deteção de 

produtores fortes e uma melhor diferenciação entre as diferentes categorias (por exemplo, produtores 

fortes vs. não produtores). 

 

3.3.2 Avaliação da produção de biofilme 

 

A distribuição das estirpes de S. aureus foi inicialmente feita em quatro categorias diferentes de 

capacidade de produção de biofilme (não produtor, produtor fraco, produtor moderado e produtor forte), 

de acordo com os critérios de Stepanovic et al., 2007 142, tendo em conta os dados obtidos a partir dos 

ensaios efetuados com as microplacas de cultura celular, independentemente do meio de crescimento. 

No entanto, de uma forma geral, foram observadas gamas similares ou sobrepostas de valores de 

produção de biofilme entre produtores fracos e não produtores. Deste modo, para a análise final dos 

dados, as categorias não produtor/produtor fraco foram agregadas na classificação Não Produtor, 

enquanto as categorias produtor moderado/produtor forte foram agregadas como Produtor. Uma 

estirpe foi considerada como Produtor, se apresentasse produção moderada ou forte em pelo menos 

um dos meios de crescimento testados.  

No total das duas coleções de S. aureus, 57 estirpes (64.0%, 57/89) foram classificadas como 

Produtores de biofilme, das quais 18 (53.0%, 18/34) eram de origem humana e 39 (70.9%, 39/55) eram 

de origem animal (Figura 3.5). 
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Figura 3.5. Distribuição dos fenótipos de produção de biofilme por S. aureus no total e por cada 

coleção estudada. 

 

A associação entre os fenótipos de produção de biofilme e tipos de agr, linhagens clonais e fenótipos 

de resistência a antibióticos é explorada na subseção 3.4 dos Resultados.   

 

3.3.3 Efeito do NaCl na avaliação de produção de biofilme 

 

Uma vez categorizadas as estirpes de acordo com os fenótipos de produção de biofilme, avaliou-se o 

efeito da suplementação de TSB com 3% NaCl, um fator reconhecido como indutor de biofilmes em 

vários estudos 66,105,152,153. Assim, das 89 estirpes em estudo, 18.0% (16/89) são capazes de produzir 

biofilme simultaneamente nas duas condições de suplementação testadas, enquanto 46.1% (41/89) 

das estirpes apresentou produção variável de acordo com a suplementação do meio de cultura. Entre 

estas estirpes com comportamento variável, 23.6% (21/89) estirpes só foram categorizadas como 

Produtor na presença de NaCl, enquanto 22.5% (20/89) estirpes só foram categorizadas como Produtor 

na ausência de NaCl. Estes resultados indicam um impacto significativo da suplementação de TSB na 

categorização das estirpes e, por conseguinte, na deteção de produção de biofilme em S. aureus 

(Figura 3.6). 

 

Figura 3.6. Efeito do NaCl na categorização dos fenótipos de biofilmes das estirpes de S. aureus 

em estudo (n=89).  
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O efeito do NaCl foi observado não só na categorização (não produtor/produtor) das estirpes, mas 

também dentro de cada categoria. Na Figura 3.7, destacam-se estirpes que registaram variações 

significativas de DOfinal na presença de NaCl, quer por aumento da produção de biofilme (BIOS-H18, 

BIOS-V151) quer por diminuição do biofilme (BIOS-V150, BIOS-V245).  

 

 

Figura 3: Efeito do NaCl na capacidade de produção de biofilme. NP: Não Produtor; P: Produtor. 

 

3.3.4 Pesquisa do operão icaABCD 

 

A pesquisa do operão icaABCD foi realizada através da amplificação de um fragmento contendo a 

região terminal 3’ do gene icaA, a totalidade do gene icaD e a região terminal 5’ do gene icaB (Figura 

2.4). Neste estudo, a presença dos genes ica foi identificada em todos as estirpes de origem humana 

ou veterinária (Figura 3.8). 

 

Figura 3.8: Análise de produtos de PCR para deteção dos genes icaABC por eletroforese em gel 

de agarose. 1: marcador GeneRuler 100 pb Plus Ladder; 2: controlo S. aureus RN4220; 3: controlo 

negativo (água); 4: BIOS-V4 (ica+); 5: BIOS-V5 (ica+); 6: BIOS-V6 (ica+); 7: BIOS-V19 (ica+). 
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3.4 Relação entre características fenotípicas e genotípicas das estirpes em estudo   

 

Foram efetuadas análises estatísticas para explorar possíveis relações entre as diversas características 

fenotípicas e genotípicas das estirpes caracterizadas neste trabalho, em conjunto com a informação 

prévia, relativamente às linhagens clonais e perfis de resistência aos antibióticos.  

Não foi encontrada associação estatisticamente significativa entre a produção de biofilme e as 

linhagens clonais ST (X2=17.863, p=0.909) ou os complexos clonais (X2=14.037, p=0.605) 

considerando o total das estirpes estudadas, apenas estirpes de origem humana (ST: X2=15.077, 

p=0.458; CC: X2=11.790, p=0.495), ou apenas estirpes de origem animal. (ST: X2=10.608, p=0.876; 

CC: X2=8.462, p=0.625). 

Também não foi encontrada associação estatisticamente significativa entre a produção de biofilme e 

os fenótipos MRSA/MSSA (X2=0.417, p=0.518) ou MDR/não-MDR (X2=0.322, p=0.571) para o total 

das estirpes estudadas, estirpes de origem humana (MRSA/MSSA: X2=0.537, p=0.464; MDR/não-

MDR: X2=1.025, p=0.311), ou estirpes de origem animal (MRSA/MSSA: X2=3.186, p=0.074; MDR/não-

MDR: X2=0.535, p=0.734). 

De igual forma, não foi encontrada associação estatisticamente significativa entre a produção de 

biofilmes e os tipos de agr para o total das estirpes estudadas (X2=2.501, p=0.713), estirpes de origem 

humana (X2=1.163, p=0.856), ou estirpes de origem animal (X2=3.291, p=0.462). 

Apesar da falta de associação estatística, analisou-se a distribuição destas várias características com 

o auxílio do algoritmo goeBURST, que analisa relações filogenéticas com base no ST, e do software 

PhyloViZ Online que permite analisar graficamente estas relações interligando-as com outras 

características de interesse.  Assim, na Figura 3.9, encontra-se representadas as várias linhagens 

clonais presentes nas coleções em estudo, assim como as suas características fenotípicas (produção 

de biofilme, resistência aos antibióticos, hospedeiro) e genotípicas (tipo de agr, PVL-positivo). 
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Figura 3.9: Distribuição das características genotípicas e fenotípicas por linhagem clonal. 

Diagrama construído utilizando o algoritmo goeBURST e visualizado no software Phyloviz Online (www.phyloviz.net). 

 

Relação entre tipo de agr e linhagem clonal 

 

Estudos prévios mostraram que a variabilidade alélica de agr está associada às linhagens clonais e 

mesmo a complexos clonais de S. aureus, de forma independente ao hospedeiro154. Como esperado, 

esta relação foi igualmente verificada neste trabalho, estando cada ST associado a um único tipo de 

agr. Assim, as estirpes com agrI pertencem às linhagens ST22 (CC22), ST8 e ST72 (ambos CC8) e a 

ST398 (CC398). Por sua vez, as estirpes com agrII pertencem às linhagens do complexo clonal CC5 

(ST5, ST105), ST15 (CC15) e ao ST816, oriundo de um cavalo. Já o tipo agrIII encontrou-se associado 

à linhagem ST30 (CC30) e ST1 (CC1). A única estirpe apresentando agrIV pertence ao ST121. Este 

trabalho permitiu ainda atribuir tipos de agr a linhagens clonais que foram descritas pela primeira vez 

nestas coleções, nomeadamente, assignando o tipo agrI a ST6566 (CC8) e ST6564, e o tipo agrII a 

ST6531(CC5) e ST6535(CC5). Apesar da relação entre tipo de agr e ST, ser geralmente estendida a 

complexos clonais, encontrou-se uma exceção no CC1, salientando-se que o tipo agrI foi atribuído a 

ST188 e ST6565, e portanto divergindo de ST1-agrIII. 

 

Relação entre presença de PVL, linhagem clonal e resistência à meticilina 

 

Na coleção de origem humana, foram detetadas sete estirpes PVL-positivo, das quais quatro são MRSA 

e pertencem à linhagem clonal ST8-agrI e as três restantes são MSSA, pertencendo duas à linhagem 

clonal ST152-agrI e uma à linhagem ST30-agrIII. A única estirpe PVL-positivo de origem animal (coelho) 

é MSSA e pertence à linhagem clonal ST121-agrIV.  
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Relação entre produção de biofilme, linhagem clonal e perfil de resistência a antibióticos 

 

A análise da Figura 3.9 revela ainda que, de um modo geral, a produção de biofilme se encontra 

associada às linhagens clonais predominantes nas coleções em estudo. Em particular, a produção de 

biofilme foi registada na maior parte das estirpes MRSA/MSSA-ST8-agrI (3/4 estirpes) associadas 

exclusivamente aos humanos, e a MSSA-ST398-agrI (4/5 estirpes) associadas exclusivamente a 

animais. A produção de biofilme foi ainda observada em linhagens clonais predominantes presentes 

nos vários hospedeiros, nomeadamente  associadas a humanos e animais como as MRSA-ST22-agrI 

(57%, 17/30 estirpes) e MRSA/MSSA-ST5-agrII (90%, 9/10 estirpes). 

  

3.5 Avaliação do potencial de virulência de estirpes representativas no modelo de infeção em G. 

mellonella 

 

O modelo de infeção larval de G. mellonella tem sido aplicado para a avaliação de virulência de diversos 

agentes patogénicos bacterianos 143,144. Neste trabalho, este modelo foi aplicado para averiguar se 

estirpes de S. aureus associadas a SSTIs em humanos e animais apresentam um maior potencial de 

virulência do que uma estirpe produtora de biofilme, S. aureus RN4220. Para estes ensaios, foram 

escolhidas duas estirpes: BIOS-V204, estirpe MRSA não-MDR, isolada de um coelho 131; e BIOS-H31, 

estirpe MRSA-MDR de origem humana 130. Ambas as estirpes são produtoras de biofilme e pertencem 

à linhagem clonal ST22, predominante em ambas as coleções 130,131. 

Os ensaios de infeção em G. mellonella foram realizados testando-se dois inóculos para cada estirpe, 

105 CFU/larva e 107 CFU/larva, próximos da gama de valores usada noutros estudos similares 155–158. 

Os ensaios incluíram ainda controlos nos quais as larvas foram inoculadas com igual volume de PBS 

ou não inoculadas (sem manipulação). Cada ensaio foi efetuado, pelo menos, em duplicado. 

Após a infeção, a mortalidade das larvas foi avaliada a cada 24 horas, durante um período de sete dias. 

Uma larva foi considerada morta quando não respondia ao toque, sendo este evento geralmente 

acompanhado de forte melanização das larvas 145. Nos painéis A e B da Figura 3.10, encontram-se 

ilustradas as curvas de sobrevivência das larvas ao longo do tempo após inoculação com cada uma 

das estirpes em estudo, em dois ensaios independentes. Estas curvas mostram um aumento da morte 

de larvas após a inoculação com S. aureus, independentemente da estirpe infetante, sendo esta mais 

evidente com o inóculo superior (107 CFU/larva). A morte de larvas foi igualmente observada nos 

controlos dos vários ensaios efetuados, mas em número consideravelmente menor e de forma mais 

espaçada no tempo.   

A análise das curvas de sobrevivência foi efetuada pelo método de Kaplan-Meier, o qual analisa dados 

de sobrevivência obtidos até à ocorrência de um dado evento, neste caso a morte de larva. A partir 

destes dados, é estimada a probabilidade de sobrevivência (ou fração de sobrevivência) a cada tempo 
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de monitorização, assim como o tempo de sobrevivência médio, sendo estes parâmetros ilustrados em 

função do tempo. Esta análise foi efetuada para cada estirpe, tendo em conta os dois ensaios 

independentes, apresentando-se estas as curvas de sobrevivência no painel C da Figura 3.10.    

 

 

Figura 3.10: Curvas de sobrevivência de G. mellonella infetadas com estirpes de S. aureus associadas 

a SSTIs. Percentagem de sobrevivência de G. mellonella infetadas com as estirpes RN4220, BIOS-V204 e 

BIOS-H31 obtidas em dois ensaios independentes (A e B). Probabilidades de sobrevivência de G. mellonella 

infetadas com S. aureus (C); as linhas pontilhadas coloridas representam o intervalo de confiança a 95% 

estimado para cada curva de sobrevivência; as linhas a tracejado vermelho representam o tempo médio de 

sobrevivência associado a cada curva de sobrevivência. As comparações estatisticamente significativas entre 

curvas de sobrevivência encontram-se assinaladas como p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***).  
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A análise das curvas de sobrevivência ilustradas na Figura 3.10-C mostra que as três estirpes 

reduziram significativamente a sobrevivência das larvas, quando comparadas com o controlo (PBS), 

com exceção da estirpe S. aureus RN4220 com o inóculo a 105 CFU/larva. Este efeito reflete-se no 

tempo de sobrevivência médio (Figura 3.10-C, Tabela 3.1), o qual é inferior para G. mellonella infetada 

com cada uma das estirpes, independentemente do inóculo, relativamente ao controlo PBS.  

 

Tabela 3.1: Tempo de sobrevivência médio (tmédio) associado a cada curva de sobrevivência obtida nos 

ensaios de infeção com G. mellonella. 

 PBS  RN4220  BIOS-V204  BIOS-H31 

   105 107  105 107  105 107 

tmédio(dias) > 7*  7 3  7 1  3 1,5 

* Resultado idêntico em cada ensaio. 

 

A comparação entre as curvas de sobrevivência obtidas para as três estirpes em estudo em relação ao 

controlo PBS foi efetuada pelo teste “log rank” ou de Mantel-Cox (Tabela 3.2 e Tabela 3.3). Foram 

encontradas associações estatisticamente significativas quando comparadas as várias curvas de 

sobrevivência indicando que as três estirpes de S. aureus apresentam uma maior letalidade em relação 

ao controlo PBS, à exceção da estirpe S. aureus RN4220 a 105 CFU/larva. Adicionalmente, para todas 

as estirpes testadas, verificou-se uma associação estatística significativa entre um maior inóculo e 

letalidade de G. mellonella. Os valores de significância para as três estirpes estão descritos na Tabela 

3.2. 

 

Tabela 3.2: Análise estatística dos ensaios de virulência em G. mellonella (ensaios duplicados 

independentes) 

 
RN4220 

CFU/larva 
 BIOS-V204 CFU/larva  BIOS-H31 CFU/larva 

 105 107  105 107  105 107 

PBS p=0,0897 p=0,0001  p=0,0059 p<0,0001  p=0,0011 p<0,0001 

105 

CFU/larva 
nd p=0,0222  nd p<0,0001  nd p<0,0051 

nd: não determinado 

 

Para uma comparação do potencial de virulência entre as três estirpes, foi apenas considerado o ensaio 

em que as três estirpes foram testadas em simultâneo. Os resultados da probabilidade de sobrevivência 

para cada estirpe/inóculo nesse ensaio estão descritos na Figura 3.11.  
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Figura 3.11: Curvas de sobrevivência de um ensaio com G. mellonella infetadas com as três estirpes 

de S. aureus associadas a SSTIs. Percentagem de sobrevivência de G. mellonella infetadas com as estirpes 

RN4220, BIOS-V204 e BIOS-H31 obtidas num ensaio. As linhas pontilhadas coloridas representam o intervalo 

de confiança a 95% estimado para cada curva de sobrevivência. As comparações estatisticamente 

significativas entre curvas de sobrevivência encontram-se assinaladas como p < 0,05 (*) e p < 0,001 (***). 

 

Tal como observado anteriormente, todas as estirpes apresentaram um impacto negativo na 

sobrevivência de G. mellonella. Comparando as curvas de sobrevivência entre as três estirpes em 

estudo (considerando apenas inóculos equivalentes), foi possível verificar que a estirpe de origem 

animal BIOS-V204 apresenta uma letalidade significativamente superior a S. aureus RN4220, mas 

apenas para o inóculo a 107 CFU/larva. Por sua vez, a estirpe de origem humana BIOS-H31 promoveu 

uma letalidade superior a RN4220, independentemente do inóculo testado. Por outro lado, não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre a letalidade de G. mellonella quando 

infetadas com BIOS-V204 ou BIOS-H31. Os valores de significância das análises estatísticas 

realizadas encontram-se descritos na Tabela 3.3. 

 

 



Avaliação do potencial de virulência de Staphylococcus aureus associados a 
infeções de pele e tecidos moles 

 
 

46 
 

Tabela 3.3: Análise estatística dos ensaios de virulência em G. mellonella (ensaio em paralelo) 

  V204, CFU/larva H31, CFU/larva 

 CFU/larva 105 107 105 107 

RN4220 
105 p= 0,3502 nd p= 0,0108 nd 

107 nd p= 0,0006 nd p <0,0001 

V204 
105 --- nd p= 0,1480 nd 

107 nd --- nd p= 0,8116 

nd: não determinado 

 

Em suma, estes resultados sugerem um potencial de virulência superior das estirpes de S. aureus 

associadas a SSTIs quando comparadas com uma estirpe de referência. Este potencial de virulência 

superior poderá dever-se a características genotípicas da linhagem clonal ST22-agrI.  
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Discussão e Conclusões 

A espécie S. aureus é um dos principais agentes de infeção de pele e tecidos moles em humanos e em 

animais de companhia, como cães e gatos 1,2. Esta espécie destaca-se como uma problema global de 

saúde pública devido à elevada capacidade de adaptação genética e à emergência e disseminação de 

estirpes resistentes aos antibióticos 16. Para além da problemática da resistência, S. aureus possui um 

vasto arsenal de fatores de virulência que desempenham um papel importante na patogénese deste 

agente 73.   

Várias características de S. aureus contribuem para o potencial de virulência, podendo estas ser 

específicas de linhagens clonais 159. O sistema acessório regulador agr é um sistema quorum-sensing, 

ou seja, é ativado mediante um aumento da densidade populacional, que regula diretamente a 

expressão de diversos fatores de virulência 50,62, como leucocidinas e toxinas, e que atua de forma 

indireta noutras características como a formação de biofilme 66,67. Um dos fatores cuja expressão 

depende de agr é a PVL, a qual tem sido associada a SSTIs humana na comunidade 91. O papel de 

PVL para o processo de infeção é ainda controverso, havendo estudos contraditórios quanto à sua 

contribuição para infeções de pele 89. Os biofilmes desempenham igualmente um papel importante na 

virulência de S. aureus e também na resistência aos antibióticos, estando associados a infeções de 

carácter crónico e resilientes à terapêutica.    

Nesta dissertação pretendeu-se avaliar o potencial de virulência de estirpes de S. aureus associadas a 

SSTIs em humanos e em animais de companhia, relacionando estas características entre si e com as 

linhagens clonais e perfis de resistência aos antibióticos, de modo a se compreender o que contribui 

para o seu sucesso como agentes patogénicos nestes hospedeiros, num contexto de Uma Só Saúde.   

Para atingir este objetivo foram estudadas duas coleções de S. aureus associadas a SSTIs em 

humanos e animais de companhia previamente caracterizadas quanto às linhagens clonais circulantes 

132 e quanto aos perfis de resistência aos antibióticos 130,131. A coleção de origem humana é constituída 

 4 
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maioritariamente por estirpes das linhagens clonais ST105, ST22 e ST8, das quais 44.1% são MDR, 

44.1% MRSA e 35.3% são simultaneamente MDR e MRSA. A coleção de origem animal é constituída 

maioritariamente por estirpes das linhagens clonais ST22, ST5, ST398, das quais 9.0% são MDR, 

34.8% são MRSA e 6.0% são simultaneamente MDR e MRSA. 

Ambas as coleções foram sujeitas à tipificação do tipo de agr e avaliação de formação de biofilme. Os 

genes lukS-PV/lukF-PV e icaADB que codificam para a PVL e participam no processo de formação de 

biofilmes, respetivamente, foram pesquisados por PCR. Posteriormente, estirpes com características 

de interesse (produção de biofilme, linhagem clonal, resistência aos antibióticos) foram selecionadas 

para avaliar o seu potencial de virulência num modelo de infeção de G. mellonella. 

 

4.1 Distribuição dos tipos de agr nas coleções em estudo  

 

O sistema agr foi reconhecido como um regulador de virulência após demonstração em diversos 

modelos animais de que mutações neste operão apresentavam um efeito atenuador da virulência de 

S. aureus 160,161. Estes estudos demonstraram que a inativação do locus agr não elimina a capacidade 

de colonização e de infeção de S. aureus, mas reduz a incidência e a severidade da infeção 160.  

Diversos estudos têm estabelecido relações entre o tipo de agr apresentado por uma estirpe e a 

capacidade de promover um tipo de infeção específico. Em particular, estirpes com tipo agrI e agrII têm 

sido associadas a endocardites 159, agrIII a síndrome do choque tóxico e a estirpes CA-MRSA 159,162 e 

o tipo agrIV tem sido relacionado com toxinoses, como a síndrome da pele escaldada e impetigo 

bolhoso 159. A relação entre tipo de agr e perfil de resistência aos antibióticos tem sido também 

explorada, com alguns estudos a indicar uma associação entre os tipos agrI e agrII e a suscetibilidade 

reduzida a glicopéptidos 163,164.  

Até ao início deste trabalho não tinha sido estabelecida uma relação entre infeções de pele e o tipo de 

agr das estirpes infetantes, tendo se verificado que nas coleções em estudo nesta Dissertação, 

associadas a SSTIs, o tipo agrI foi o mais frequente.   

Contudo, estudos filogenéticos sugerem que as associações acima descritas refletem a diversificação 

de agr como um evento na história evolutiva de S. aureus que precedeu a emergência dos 

polimorfismos explorados nos esquemas de tipificação de MLST 154. Assim, existe uma relação entre 

os variantes alélicos de agr e as linhagens clonais, a qual pode ser estendida aos fatores de virulência 

por elas apresentados154,159. 

A coleção de origem humana estudada engloba estirpes associadas a SSTIs recolhidas num contexto 

ambulatório na região de Lisboa em 2014, sendo esperado que a distribuição dos tipos de agr refletisse 

as linhagens clonais predominantes na comunidade. Estudos epidemiológicos conduzidos em Portugal 

têm mostrado uma elevada prevalência de estirpes HA-MRSA na comunidade, devido à disseminação 

dessas estirpes a partir de ambientes hospitalares 33,39,165–167. Um exemplo de uma possível via de 
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disseminação será a rede de transportes públicos que servem unidades hospitalares 39,165. Em 

particular, estudos efetuados num espaço temporal próximo ao da coleção aqui estudada, revelaram 

uma predominância das linhagens CC5 e CC22 quer na comunidade quer em ambiente hospitalar 33,167. 

A caracterização molecular prévia das estirpes aqui estudadas revelou que estas eram também as 

linhagens predominantes nessa coleção 132. Os tipos de agr associados a estas linhagens são agrI 

(CC22) e agrII (CC5). De facto, e tal como esperado, a tipificação molecular do agr das estirpes de 

origem humana mostrou uma maior frequência de agrI e agrII.  

Na coleção de amostras de origem animal, os tipos agrI e agrII foram igualmente os predominantes, 

estando agrI associado aos complexos clonais CC22, CC8 e CC398, e agrII ao complexo clonal CC5. 

Nesta coleção, os tipos de agr menos frequentes, agrIII e agrIV, encontraram-se associados às 

linhagens ST1(1) e ST121, respetivamente. Esta distribuição de tipos de agr em estirpes animais pode 

refletir a partilha de S. aureus entre humanos e estes hospedeiros na comunidade. De facto, vários 

estudos sugerem que o contato próximo entre humanos e animais de companhia e o crescente número 

de lares domésticos que incluem tais animais crie, cada vez mais, oportunidades de troca e partilha de 

estirpes das linhagens de S. aureus mais frequentes na comunidade, e por conseguinte, das 

características a si associadas (tipo de agr, presença de fatores de virulência, resistência aos 

antibióticos) 168–170.  

Como reportado noutros estudos epidemiológicos, os tipos de agr encontram-se associados a 

linhagens clonais específicas171,172. Tal foi verificado neste trabalho, estando todos os complexos 

clonais presentes nestas coleções associados a um único tipo de agr, com exceção das linhagens do 

complexo clonal CC1, para o qual estirpes ST1 apresentam agrIII, enquanto estirpes ST188 e ST6565 

pertencem ao agrI. Esta associação corrobora com o que se encontra  descrito na literatura, que 

sugerem que as diferenças observadas para o CC1 podem ser explicadas por a linhagem ST188 

divergir significativamente de outras linhagens do CC1 173. Para além disso, foi igualmente observada 

a relação entre tipo de agr e linhagem clonal, tendo ainda sido possível atribuir o tipo agrI à linhagem 

clonal ST6564, descrita pela primeira vez nesta coleção 132.   

Embora a vantagem seletiva conferida por determinadas combinações de fatores de virulência não seja 

clara, a emergência de um número limitado de clones sugere que estes tenham maior potencial para 

se estabelecer e disseminar na população. A elevada prevalência de determinadas linhagens clonais e 

suas características particulares pode refletir a capacidade que um microrganismo tem de competir 

com outras bactérias que colonizam o hospedeiro 68 ou de evasão às defesas do hospedeiro 174. Um 

estudo realizado por Mullarky et al. demonstra que os genótipos de agr prevalentes em ambas as 

coleções estudadas, agrI e agrII, contribuem de forma mais significativa para a evasão do sistema 

imunitário primário 174.  
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4.2 Presença dos genes lukS-PV/lukF-PV, que codificam para a PVL  

 

Neste estudo, os genes lukS-PV/lukF-PV foram detetados em 9,0% (8/89) das estirpes de S. aureus 

analisadas, sendo estas classificadas como PVL-positivo. A presença destes genes mostrou ser mais 

frequente em estirpes de origem humana (20.6%) do que de origem animal (1.8%). Quando analisamos 

as amostras de origem humana, a frequência destes genes é semelhante à descrita por Conceição et 

al. (34%), num estudo em Portugal, compreendendo amostras humanas recolhidas de exclusivamente 

de SSTIs num contexto de ambulatório175. A presença de PVL (lukS-PV/lukF-PV) está fortemente 

associada a SSTIs, como evidenciado por diversos estudos epidemiológicos conduzidos em diversas 

regiões geográficas, incluindo Portugal 175–177. Em particular, esta evidência é mais acentuada em 

estirpes CA-MRSA, as quais aquando da sua emergência apresentavam quase invariavelmente este 

fator de virulência 92 

A PVL mostrou estar associada a necrose tecidular, podendo contribuir substancialmente para a 

furunculose 178. Tem sido também demonstrado o seu impacto a nível das infeções pulmonares, como 

pneumonias necrotizantes em indivíduos jovens e saudáveis 179.  

Casos clínicos fatais de bacteriemia e pneumonia necrotizante têm sido reportados em indivíduos com 

histórico de SSTIs recorrentes ou contato próximo com outros indivíduos com este tipo de infeções 180. 

Em particular, um historial de infeções superficiais, como furunculoses 181–183, abcessos 183,184 e pápulas 

185, tem sido indicado como um fator de risco significativo para infeções graves e invasivas, como 

bacteriemia e pneumonia necrotizante por S. aureus. 

Um estudo global conduzido por Rasigade et al., revelou uma associação de PVL com estirpes das 

linhagens ST30, ST121, ST1, ST5, ST8 e ST80, sendo a PVL encontrada num número mais restrito de 

linhagens MRSA do que MSSA 186. Em concordancia com o demonstrado por Rasigade et al., na 

coleção de estirpes de origem humana, os genes lukS-PV/lukF-PV foram detetados em estirpes MRSA 

pertencentes exclusivamente ao clone ST8 (CC8), enquanto já em estirpes MSSA foi detetado nas 

linhagens ST152 (CC152) e ST30 (CC30).  

A exclusividade de estirpes MRSA-PVL-positivo em estudos realizados em Portugal também foi 

associada a linhagem clonal ST8 (CC8) por Tavares et al. ou a linhagem ST80 por Conceição et al. 

33,175. A Tabela 4.1 apresenta um resumo comparativo das principais características destes e outros 

estudos realizados em Portugal em estirpes de origem humana que reportam a frequência de estirpes 

de S. aureus PVL-positivo.  
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Tabela 4.1: Quadro comparativo da caracterização molecular de estirpes PVL positivo em 

Portugal 

Estirpes PVL+ 

Prevalência /ST(CC) 

Tipo de 

infeção 

Infeções na 

comunidade/ 

nosocomial 

Localização e data 

de colheita 
Referência 

20.6% 

 

ST8 

ST152 

ST30 

SSTIs 
Infeções adquiridas 

na Comunidade 

Lisboa 

2014 
Este estudo 

 

36.8% 

 

ST30 

ST5 

ST152 

ST1 

ST80 

SSTIs 
Infeções adquiridas 

na Comunidade 

Lisboa 

2005-2006 
175 

 

3.2% 

 

ST8 

ST121 

ST1 

ST2290 

ST36 

ST5 

Infeções e 

colonizaçõe

s 

Infeções adquiridas 

na Comunidade 

Norte, centro e sul 

de Portugal 

2009-2010 

33 

Ausência de PVL SSTIs 
Infeções adquiridas 

na Comunidade 

Norte e sul de 

Portugal 

2010-2011 

166 

Ausência de PVL 

Infeções e 

colonizaçõe

s 

 

Infeções 

nosocomiais 

 

Lisboa, Porto, Braga, 

Coimbra e Portimão 

2006 

187 

Ausência de PVL Infeções 

Infeções 

nosocomiais 

 

Norte, centro e sul 

de Portugal 

1993-2010 

166 

SSTIs: Infeções de pele e tecidos moles; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo clonal. 

 

Relativamente à coleção de origem animal, a única estirpe apresentando os genes lukS-PV/lukF-PV 

pertence à linhagem MSSA-ST121 e foi isolada de um coelho. Infeções em coelhos, por estirpes 

pertencentes a esta linhagem são muito frequentes 2, como demonstrado num estudo realizado por 

Viana et al., que incluía 178 coelhos com mastite crónica, em que 93,2% das estirpes infetantes 

pertenciam a ST121 188. Foi proposto que esta linhagem clonal tenha surgido  em coelhos após 

transmissão humano-coelho, hospedeiro ao qual se adaptou após aquisição de uma mutação no gene 
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dltB, que codifica para uma proteína integral de membrana com função de D-alanização dos ácidos 

teicóicos, processo importante na resistência a péptidos catiónicos e na virulência 45. 

 Vancraeynest et al. reportam que a maior parte das estirpes de elevada virulência em coelhos 

pertencem à linhagem ST121, evidenciando o risco da transmissão humano-animal na saúde animal 

189. Embora a coleção de amostras de origem humana analisada neste trabalho não inclua nenhuma 

estirpe desta linhagem, ela foi previamente descrita em infeções associadas à comunidade em Portugal 

num estudo realizado por Tavares et al., como indicado na tabela 4.1.  

No entanto, num estudo realizado em isolados com origem em coelhos de Portugal e Espanha não 

foram encontradas estirpes PVL positivo 190. 

A ausência de PVL em estirpes de S. aureus associadas a colonizações e infeções foi descrita em 

estudos realizados com amostras isoladas de cães 191–193 e gatos 192,193 em Portugal. 

Neste estudo não foram encontradas associações significativas entre o tipo de agr e a presença de 

PVL. Para além da possível associação entre PVL e linhagem clonal (ST-agr), seria de interesse 

perceber se há variação na produção de PVL consoante o tipo de agr. Para tal, são necessários estudos 

adicionais que comparem a expressão de PVL em diferentes background genéticos no que se refere a 

tipo de agr, para compreender se os variantes alélicos de agr influenciam de modo semelhante ou 

diferencial a expressão de lukS-PV/lukF-PV. 

 

4.3 Análise da produção de biofilme nas coleções em estudo 

 

4.3.1 Optimização de condições experimentais 

 

Diversas metodologias têm sido desenvolvidas ou adaptadas para estudar a produção de biofilmes. O 

método de violeta de cristal foi demonstrado como um método relevante para quantificar a biomassa 

total do biofilme 194,195. Embora o protocolo inclua várias etapas, é uma metodologia relativamente fácil 

de ser realizada, de baixo custo, tendo como principais vantagens a versatilidade relativamente ao 

número de amostras e de condições que podem ser testadas simultaneamente 196,197. 

No entanto, este método tem como desvantagens não diferenciar células vivas de células mortas, a 

falta de padronização e a existência de muitas variáveis experimentais que podem causar variabilidade 

nos resultados, como temperatura, tempo de incubação e composição do meio de cultura 197–199.  

Adicionalmente, as etapas de lavagem das placas, quando não realizadas de forma adequada, podem 

causar viés na estimativa da biomassa total do biofilme 197–199. Estas últimas desvantagens evidenciam 

a importância de estudos de otimização para identificação das melhores condições experimentais, 

reduzindo a variabilidade de resultados, aumentando a reprodutibilidade e facilitando a comparação 

intra- e inter-laboratorial de resultados. 
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Apesar de não serem compreendidos todos os mecanismos envolvidos na regulação dos biofilmes, tem 

sido demonstrado que para ser possível a quantificação da capacidade de produção de biofilme “in 

vitro” é necessário suplementar o meio de crescimento com glucose e/ ou outros compostos, como o 

NaCl 142,200,201.  

Desta forma, a maior parte dos estudos realizados para avaliar a capacidade de produção de biofilme 

em S. aureus envolvem a suplementação dos meios de cultura com glucose e NaCl 66,105,152,153,202. 

A presença de glucose no meio de crescimento induz a secreção de metabolitos ácidos, diminuindo o 

pH extracelular 72,203 e, indiretamente inibindo a expressão de RNAIII 72,203, o qual está associado a uma 

repressão da expressão de adesinas de superfície 54,62, garantindo assim condições que promovem a 

produção de biofilme. A presença de NaCl implica um aumento na osmolaridade no meio, que pode 

induzir uma maior expressão do operão ica e consequente maior produção de biofilme 204. Como 

exemplo, o fator rbf parece controlar a produção de biofilme como resposta ao NaCl numa concentração 

de NaCl superior a 1.6% mas não em concentrações inferiores a esta, indicando que vários fatores 

estão envolvidos neste processo 120.  

 

 

4.3.2 Avaliação da capacidade de produção de biofilme nas coleções em estudo 

A produção de biofilmes por S. aureus é um dos principais fatores que contribuem para a falha 

terapêutica e infeções recorrentes 103,104, incluindo infeções de pele e tecidos moles 103,205,206. Smith et 

al. descreveram que, em humanos, os isolados recolhidos de pele apresentavam maior capacidade de 

produção de biofilmes do que isolados recolhidos de outros locais do corpo 205. Por sua vez, Kwiecinski 

et al. sugerem que a produção de biofilmes por S. aureus é um comportamento universal, cuja deteção 

depende do meio em que a bactéria se encontra 207.  

No presente estudo, a produção de biofilme foi uma característica frequente das estirpes associadas a 

humanos (53%) ou animais (71%). Foi também observado que apenas 9% das estirpes de origem 

humana e 24% das estirpes de origem animal foram classificadas como produtoras de biofilme na 

ausência ou presença de NaCl, demonstrando que para a maior parte das estirpes, a produção de 

biofilme é dependente das condições do meio. De um modo geral, as estirpes de origem animal 

mostraram uma melhor capacidade de produção de biofilme na ausência de NaCl (33% produtores de 

biofilme na ausência de NaCl vs. 15% na presença de NaCl). Em oposição, as estirpes de origem 

humana apresentaram maior frequência de produção de biofilme na presença de NaCl (6% na ausência 

de NaCl vs. 38% na presença de NaCl). O efeito do NaCl na produção de biofilme pode ser observado 

não só na categorização das estirpes, mas também no nível de biofilme produzido (valor de DOfinal), 

tendo sido registada a mesma proporção de estirpes para as quais aumentou ou diminuiu a produção 

de biofilme (Figura 3.6).  

A variação provocada pela suplementação do meio com NaCl pode estar relacionada com o estimulo 

da transcrição génica ou do metabolismo celular, que podem variar nas diferentes estirpes208.  
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De facto, uma fração significativa das estirpes para as quais se registou um aumento da formação de 

biofilme com NaCl, resultando em variação da categorização não produtor/produtor, pertencia aos 

complexos clonais CC5 (21%) e CC8 (21%), enquanto a maioria das estirpes que sofreu redução do 

seu biofilme na presença de NaCl pertence ao CC22.  

De acordo com a literatura, a capacidade de produzir biofilmes não parece estar relacionada com a 

resistência à meticilina 205,209. Suportando estes estudos, não foi encontrada associação 

estatisticamente significativa entre a produção de biofilme e estirpes MRSA, independentemente da 

origem da coleção. A mesma falta de associação se verificou para produção de biofilme e 

multirresistência. 

No entanto, foi possível observar, entre as estirpes com variação na categorização, uma maior 

tendência das estirpes MSSA para produzir biofilmes apenas na presença de NaCl (12 de 19 estirpes) 

em relação às estirpes MRSA (9 de 22 estirpes). Outros estudos têm evidenciado um maior efeito do 

NaCl sob estirpes MSSA, apesar de esse efeito parecer ser dependente de concentração. Em 

particular, Sugimoto et al. demonstraram que uma concentração de 4% de NaCl induziu a formação de 

biofilme por estirpes MSSA 149. No entanto, no estudo de Lade et al., esta relação não foi observada na 

presença de 1 e 2% de NaCl 202.  

Esta discrepância possivelmente reflete as diferentes concentrações de NaCl utilizadas e estas 

observações poderão ser parcialmente explicadas pelo estudo de O’Neill et al., o qual sugere que, em 

estirpes MSSA, o mecanismo de formação de biofilme dependente de ica, e sob regulação do regulador 

global SarA, o NaCl tem um papel importante 210. Assim, estirpes MSSA sofreriam um maior impacto 

por variações na concentração de NaCl do que estirpes MRSA (para as quais a formação de biofilme 

pela via independente de ica parece ser importante).   

O operão ica foi encontrado em todos os isolados, o que coincide com o descrito por outros estudos 

117,211. No entanto, outros estudos apresentaram uma menor frequência de ica, na ordem dos 61% 118. 

Esta discrepância pode ser explicada devido à divergência nucleotídica entre os “primers” utilizados, 

desenhados com base na sequência do operão icaADBC da estirpe S. epidermidis RP62A212.  

Neste estudo não foram encontradas associações significativas entre os tipos de agr e a classificação 

de não produtor ou produtor de biofilme. No entanto, esta associação é controversa na comunidade 

científica. Alguns estudos, assim como este, não encontraram relação entre a produção de biofilmes e 

o tipo de agr 213,214 Porém, outros estudos sugerem que uma maior produção de biofilmes poderá estar 

associada ao agrIII 215,216 ou ao agrII  217,218. Por sua vez,o tipo agrI já foi associado a uma menor 

capacidade de formação de biofilme 219. 

Uma das principais limitações destes estudos, que podem estar na origem da ausência de associação 

entre tipo de agr e produção de biofilme ou que levam a associações a agr diferentes é a análise de 

coleções com prevalência dos tipos de agr muito diversificada. De forma a contornar esta limitação, 

devem ser considerados estudos com amostragem significativa dos quatro tipos de agr para melhor 

compreensão do impacto do agr na capacidade de formação de biofilmes. 
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Neste estudo, as linhagens clonais de maior relevância, tanto em infeções de origem humana como 

animal (ST8, ST398, ST22 e ST5), apresentaram elevada prevalência de estirpes capazes de produzir 

biofilme, com 57% a 90% de estirpes classificadas como produtor refletindo o potencial destas 

linhagens para originar infeções crónicas associadas a produção de biofilmes. 

 

4.4 Modelo de infeção em G. mellonella 

  

O modelo de infeção em G. mellonella tem sido utilizado para o estudo de S. aureus no âmbito da 

eficácia de agentes antimicrobianos e do seu potencial de virulência, assim como alterações deste 

potencial em consequência de mutações especificas155–158. 

Estes estudos seguem uma metodologia relativamente padronizada, com inóculos entre os 105 e 107 

CFU/larva, dois grupos controlos (sem manipulação e com injeção de PBS), G. mellonella em estado 

larval tardio e injeção do inoculo numa das patas falsas traseiras155–158. As principais variações entre 

estudos ocorrem nas temperaturas pré-ensaio, com temperaturas de armazenamento desde de 4º C a 

48º C, e no número de larvas por grupo de estudo, com a utilização de 15 a 30 larvas por grupo155–158. 

Apesar das vantagens de rapidez, custos, e a nível ético, uma vez que permite a redução da 

experimentação em modelos de mamíferos, o modelo de infeção em G. mellonella ainda não se 

encontra tão bem estabelecido, e não estão estabelecidos métodos para geração de mutações ou 

acesso a bibliotecas de microarrays ou RNA de interferência143. Outra grande desvantagem é a 

existência limitada de centros especializados na venda de G. mellonella para fins de investigação. 

Desta forma as larvas utilizadas em muitos estudos são compradas em fornecedores especializados 

na criação desta espécie para alimento de répteis143, o que implica diferenças genotípicas e condições 

de criação e manutenção não controladas, que podem influenciar a suscetibilidade a infeções143. 

Mesmo após a compra, as condições de manutenção e os procedimentos científicos podem variar entre 

laboratórios. Parâmetros como a temperatura, fonte de luz e alimentação, podem influenciar os 

resultados obtidos nestes ensaios 146,220,221.  

A utilização deste modelo para selecionar estirpes e/ou agente antibacterianos pode contribuir 

significativamente para a redução da experimentação em modelos de mamíferos.  

A análise das curvas de sobrevivência mostra que existe uma redução significativa no número de larvas 

quando infetadas com S. aureus, independentemente da estirpe, em comparação aos controlos sem 

manipulação ou inoculadas apenas com PBS. Este processo infecioso foi identificado através da 

observação de melanização nas larvas, sinal importante que indica processo infecioso em insetos143. 

Adicionalmente, Peleg et al., através da inoculação de células mortas de S. aureus, demonstrou que a 

mortalidade observada neste modelo não ocorre por reações não infeciosas156. 

A mortalidade muito reduzida e espaçada no tempo observada no controlo com PBS permite garantir 

que a mortalidade observada com as estirpes em estudo não resulta de lesões provocadas pela 
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inoculação da larva. Apesar de existirem outros métodos para induzir infeção nestes organismos, como 

a aplicação tópica ou através da alimentação, a injeção direta tem vantagens importantes, como o 

controlo do tempo de infeção e a dosagem do agente patogénico em estudo145. 

A análise das curvas de sobrevivência e dos testes aplicados também demonstra uma associação entre 

a letalidade e a concentração do inóculo injetado, com um aumento significativo do número de mortes 

com inoculação com 107 CFU/larva, comparativamente ao inóculo com 105. Este comportamento foi 

também observado neste modelo de infeção por Desbois e Coote 155.  

Através da comparação num ensaio paralelo entre a estirpe RN4220 e as estirpes clínicas, BIOS-

H31/MRSA-ST22-agrI (origem humana) e BIOS-V204/MRSA-ST22-agrI (origem animal), foi possível 

observar uma letalidade significativamente superior por parte das estirpes clínicas em comparação à 

estirpe RN4220. O elevado potencial de virulência identificado nestas estirpes reflete o sucesso das 

mesmas em SSTIs. 

 

4.5 Conclusões 

 

Através deste estudo foi possível analisar fatores de virulência importantes em linhagens clonais 

associadas a SSTIs em humanos e animais de companhia. 

Em suma, tanto em amostras de origem humana como animal as estirpes associadas a SSTIs 

apresentam maioritariamente sistema de regulação agrI ou agrII. A tipagem deste sistema de regulação 

demonstrou que os tipos de agr estão associados a linhagens clonais específicas. A presença da 

leucotoxina PVL foi encontrada com maior frequência em amostras de origem humana, estando 

associada exclusivamente à linhagem clonal ST8-agrI em estirpes MRSA e a uma maior diversidade 

de linhagens clonais (ST152-agrI, ST30-agrIII e ST121-agrIV) em estirpes MSSA. Adicionalmente, foi 

demonstrado que S. aureus associadas a SSTIs são maioritariamente capazes de produzir biofilmes e 

que a suplementação do meio de cultura com NaCl tem efeito divergente em diferentes estirpes. 

Através do modelo de infeção em G. mellonella foi possível verificar um elevado potencial de virulência 

de estirpes da linhagem ST22-agrI, linhagem mais prevalente em ambas as coleções em estudo. A 

conjugação destes resultados com a elevada capacidade de produção de biofilmes e fenótipos de 

resistência MRSA/MDR, podem potenciar infeções com caráter crónico e associadas a falha 

terapêutica. A possível circulação destas estirpes entre humanos e animais aumenta esta preocupação 

e evidencia a necessidade de uma abordagem Uma Só Saúde no estudo das infeções causadas por S. 

aureus. 
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                                                                         Anexos 
Tabela 6.1: Quadro resumo das características da coleção de S. aureus de origem humana 

ID Perfil de resistência ST (CC) agr PVL Média OD ± SD  Média OD ± SD  

          (1% glucose) (1% glucose + 3% NaCl) 

BIOS-H1 MSSA/não-MDR 72 (8) I - -0,041 ± 0,014 0,127 ± 0,028 

BIOS-H2 MSSA/não-MDR 152 (152) I + -0,035 ± 0,002 0,07 ± 0,013 

BIOS-H3 MSSA/não-MDR 152 (152) I + -0,044 ± 0,004 0,158 ± 0,02 

BIOS-H4 MSSA/MDR 25 (25) I - -0,034 ± 0,025 0,036 ± 0,058 

BIOS-H5 MRSA/não-MDR 8 (8) I + 0,048 ± 0,025 0,267 ± 0,039 

BIOS-H6 MRSA/não-MDR 8 (8) I + 0,18 ± 0,037 0,493 ± 0,115 

BIOS-H7 MSSA/MDR  105 (5) II - 0,101 ± 0,014 0,023 ± 0,043 

BIOS-H8 MRSA/MDR 105 (5) II - 0,131 ± 0,001 0,006 ± 0,03 

BIOS-H9 MSSA/MDR 6531(5) II - 0,287 ± 0,06 0,094 ± 0,009 

BIOS-H10 MRSA/MDR 105 (5) II - -0,046 ± 0,001 0,045 ± 0,015 

BIOS-H11 MSSA/MDR 105 (5) II - -0,023 ± 0,012 0,058 ± 0,025 

BIOS-H12 MSSA/não-MDR 278 (45) I - 0,03 ± 0,005 0,02 ± 0,031 

BIOS-H13 MRSA/não-MDR 8 (8) I + 0,035 ± 0,032 0,293 ± 0,032 

BIOS-H14 MRSA/MDR 8 (8) I + 0,187 ± 0,069 0,098 ± 0,035 

BIOS-H16 MRSA/MDR 22 (22) I - 0,071 ± 0,025 0,023 ± 0,016 

BIOS-H17 MSSA/não-MDR 7 (7) I - 0,005 ± 0,051 1,381 ± 0,029 

BIOS-H18 MSSA/não-MDR 7 (7) I - 0,053 ± 0,002 1,493 ± 0,15 

BIOS-H19 MRSA/MDR  105 (5) II - 0,155 ± 0,039 0,189 ± 0,028 

BIOS-H20 MSSA/não-MDR 15 (15) II - 0,084 ± 0,03 0,053 ± 0,019 

BIOS-H21 MSSA/não-MDR 8 (8) I - 0,232 ± 0,012 0,119 ± 0,044 

BIOS-H22 MSSA/não-MDR 105 (5) II - 0,099 ± 0,014 0,116 ± 0,041 

BIOS-H23 MRSA/MDR 105 (5) II - 0,168 ± 0,01 0,151 ± 0,001 

BIOS-H24 MSSA/não-MDR 25 (25) I - 0,084 ± 0,019 0,045 ± 0,009 

BIOS-H25 MSSA/não-MDR 6564 I - 0,029 ± 0,025 0,12 ± 0,028 

BIOS-H26 MRSA/não-MDR 22 (22) I - 0,079 ± 0,003 0,06 ± 0,02 

BIOS-H27 MRSA/MDR 22 (22) I - 0,079 ± 0,001 0,064 ± 0,007 

BIOS-H28 MSSA/não-MDR 5 (5) II - -0,008 ± 0,015 0,278 ± 0,075 

BIOS-H29 MSSA/não-MDR 15 (15) II - 0,05 ± 0,032 0,05 ± 0,012 

BIOS-H30 MSSA/não-MDR 97 (97) I - 0,091 ± 0,002 0,365 ± 0,052 

BIOS-H31 MRSA/MDR 22 (22) I - 0,664 ± 0,06 0,042 ± 0,006 

BIOS-H32 MSSA/não-MDR 30 (30) III + 0,058 ± 0,008 0,107 ± 0,007 

BIOS-H33 MRSA/MDR 5(5) II - 0,114 ± 0,01 0,199 ± 0,006 

BIOS-H34 MRSA/MDR 22 (22) I - 0,404 ± 0,095 0,189 ± 0,111 

BIOS-H35 MRSA/MDR 5 (5) II - 0,17 ± 0,018 0,247 ± 0,012 

MRSA: Staphylococcus aureus resistente à meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetível à meticilina; 

MDR: Multirresistência; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo clonal; OD: Densidade Ótica; SD: Desvio Padrão.  
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Tabela 6.2: Quadro resumo das características da coleção de S. aureus de origem animal 

ID Perfil de resistência ST (CC) agr PVL 
Média OD ± SD  
(1% glucose) 

Média OD ± SD  
(1% glucose + 3% NaCl) 

BIOS-V4 MDR/MRSA 398 (398) I - 0,07 ± 0,003 0,059 ± 0,004 

BIOS-V5 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,29 ± 0,062 0,189 ± 0,028 

BIOS-V6 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,09 ± 0,01 0,571 ± 0,056 

BIOS-V19 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,054 ± 0,034 0,011 ± 0,001 

BIOS-V20 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,118 ± 0,012 0,072 ± 0,009 

BIOS-V21 não-MDR/MSSA 97 (97) I - 0,061 ± 0,066 0,151 ± 0,018 

BIOS-V22 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,154 ± 0,034 0,046 ± 0,026 

BIOS-V30 MDR/MRSA 22 (22) I - 0,174 ± 0,017 0,064 ± 0,006 

BIOS-V31 não-MDR/MSSA 188 (1) I - 0,578 ± 0,009 0,053 ± 0,018 

BIOS-V60 não-MDR/MSSA 816 II - 0,703 ± 0,063 0,309 ± 0,049 

BIOS-V61 não-MDR/MSSA 5 (5) II - 0,412 ± 0,011 0,101 ± 0,035 

BIOS-V62 não-MDR/MSSA 15 (15) II - 0,12 ± 0,002 0,167 ± 0,011 

BIOS-V63 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,077 ± 0,01 0,02 ± 0,011 

BIOS-V70 não-MDR/MRSA 5 (5) II - 0,341 ± 0,076 0,116 ± 0,012 

BIOS-V74 não-MDR/MSSA 5 (5) II - 0,229 ± 0,015 0,122 ± 0,045 

BIOS-V75 não-MDR/MSSA 72 (8) I - -0,011 ± 0,018 0,104 ± 0,035 

BIOS-V76 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,224 ± 0,043 0,137 ± 0,018 

BIOS-V85 não-MDR/MSSA 5 (5) II - 0,329 ± 0,003 0,245 ± 0,064 

BIOS-V118 não-MDR/MRSA 6535(5) II - 0,443 ± 0,039 0,705 ± 0,037 

BIOS-V128 não-MDR/MSSA 5 (5) II - 0,282 ± 0,046 1,641 ± 0,531 

BIOS-V129 não-MDR/MSSA 121 IV + 0,01 ± 0,011 0,53 ± 0,084 

BIOS-V147 não-MDR/MSSA 398 (398) I - -0,024 ± 0,004 0,358 ± 0,031 

BIOS-V150 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,595 ± 0,106 0,057 ± 0,012 

BIOS-V151 MDR/MSSA 398 (398) I - 0,669 ± 0,032 2,147 ± 0,012 

BIOS-V153 MDR/MRSA 105 (5) II - 0,057 ± 0,041 0,147 ± 0 

BIOS-V154 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,516 ± 0,107 0,006 ± 0,023 

BIOS-V155 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,102 ± 0,033 0,086 ± 0,006 

BIOS-V156 não-MDR/MSSA 6565(1) I - 0,03 ± 0,054 2,22 ± 0,048 

BIOS-V157 não-MDR/MRSA 6566(8) I - 0,375 ± 0,001 0,603 ± 0,036 

BIOS-V158 não-MDR/MSSA 7 (7) I - 0,271 ± 0,031 0,394 ± 0,058 

BIOS-V159 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,071 ± 0,004 0,024 ± 0,02 

BIOS-V160 não-MDR/MRSA 5 (5) II - 0,088 ± 0,012 0,089 ± 0,015 

BIOS-V161 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,187 ± 0,024 0,085 ± 0,005 

BIOS-V168 não-MDR/MSSA 72 (8) I - 0,093 ± 0,015 0,233 ± 0,007 

BIOS-V172 não-MDR/MSSA 5 (5) II - 0,479 ± 0,002 0,81 ± 0,196 

BIOS-V178 MDR/MSSA 398 (398) I - 0,152 ± 0,007 0,555 ± 0,014 

BIOS-V183 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,028 ± 0,011 0,127 ± 0,012 

BIOS-V184 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,014 ± 0,006 0,077 ± 0,022 

MRSA: Staphylococcus aureus resistente à meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetível à 

meticilina; MDR: Multirresistência; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo clonal; OD: Densidade Ótica; SD: Desvio 

Padrão.  



Avaliação do potencial de virulência de Staphylococcus aureus associados a 
infeções de pele e tecidos moles 

 
 

73 
 

Tabela 6.2: Continuação. 

ID Perfil de resistência ST (CC) agr PVL 
Média OD ± SD  
(1% glucose) 

Média OD ± SD  
(1% glucose + 3% NaCl) 

BIOS-V185 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,027 ± 0,003 0,08 ± 0,012 

BIOS-V186 MDR/MRSA 22 (22) I - 0,398 ± 0,072 0,064 ± 0,009 

BIOS-V187 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,071 ± 0,019 0,032 ± 0,006 

BIOS-V200 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,142 ± 0,016 0,011 ± 0,023 

BIOS-V201 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,299 ± 0,041 0,032 ± 0,026 

BIOS-V202 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,205 ± 0,033 0,041 ± 0,016 

BIOS-V203 não-MDR/MSSA 398 (398) I - 0,297 ± 0,006 0,023 ± 0 

BIOS-V204 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 1,54 ± 0,108 0,051 ± 0,003 

BIOS-V245 não-MDR/MSSA 1 (1) III - 1,329 ± 0,18 0,706 ± 0,033 

BIOS-V250 não-MDR/MSSA 1 (1) III - 0,585 ± 0,017 0,182 ± 0,037 

BIOS-V255 MDR/MRSA 105 (5) II - 0,198 ± 0,032 0,071 ± 0,018 

BIOS-V257 não-MDR/MSSA 15 (15) II - 0,587 ± 0,048 0,016 ± 0,023 

BIOS-V258 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,077 ± 0,007 -0,006 ± 0,015 

BIOS-V279 não-MDR/MSSA 72 (8) I - 0,324 ± 0,032 1,297 ± 0,165 

BIOS-V295 não-MDR/MSSA 72 (8) I - 0,114 ± 0,008 0,106 ± 0,01 

BIOS-V296 não-MDR/MRSA 22 (22) I - 0,661 ± 0,188 0,364 ± 0,02 

BIOS-V300 MDR/MRSA 22 (22) I - 0,076 ± 0,008 0,041 ± 0,016 

MRSA: Staphylococcus aureus resistente à meticilina; MSSA: Staphylococcus aureus suscetível à 

meticilina; MDR: Multirresistência; ST: Sequência-tipo; CC: Complexo clonal; OD: Densidade Ótica; SD: Desvio 

Padrão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


