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 ABSTRACT 

 The coagulase-negative Staphylococcus are gram positive bacterias that can 

be easely found living harmoniously in the skin of humans, however these microorga-

nisms are among the most frequents causes of nosocomial infections, since they pos-

sess the oportunist feature, taking advantage of sick patients. These bacteria can pro-

duce biofilm, sticking and colonizing more easily both patients and medical instru-

ments. This scenario worsened after the emergence of methicillin-resistant strains. The 

aim of this study was to characterize coagulase-negative Staphylococcus strains, iso-

lated from the neonatal intensive care unit of a public hospital in Dourados/MS, that 

had an oxacillin resistance profile as: the absence of the nucA gene, which confirms 

that the isolates are not Staphylococcus aureus. The mecA gene, that confers re-

sistance to beta lactam. And the femA gene, that regulates the resistance, rising it. The 

microplate adhesion technique was also used to semi-quantify the biofilm production 

of these samples. A total of 33 samples were isolated from august 2016 to august 

2017, and their species were determined by the PhoenixTM BD automated system and 

later confirmed by the PCR technique through the absence of the nucA gene. Of the 

33 samples 100% possessed the mecA gene. The femA gene was found in 9% (3) of 

the samples. The microplate adhesion test detected the biofilm production in 6 (18.1%) 

of the samples, with only 1 producing strongly, the other 5 producing poorly. The data 

presented in this study reveal that strains of great pathogenic potential are in circula-

tion, and it is hoped that through this information it will be possible to assist health 

professionals in creating new means and mechanisms to combat future hospital infec-

tions, avoiding expenses, reducing hospitalization time and minimizing mortality. 

 
 

 

 

 

Key-words: Coagulase-negative Staphylococcus; Nosocomial infections; Neonates. 
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RESUMO 

Os Staphylococcus coagulase-negativo, são bactérias gram-positivas que po-

dem ser encontradas facilmente vivendo na microbiota humana de forma harmoniosa, 

porém estes microrganismos estão entre os mais frequentes em infecções nosocomi-

ais, já que eles apresentam a característica oportunista, se aproveitando do sistema 

debilitado de pacientes enfermos. Essas bactérias podem produzir biofilme, se ade-

rindo e colonizando mais facilmente tanto os pacientes quanto instrumentos médicos. 

Este cenário piorou após o surgimento de cepas resistentes a meticilina. Sabendo 

disso, este estudo teve como objetivo caracterizar as cepas de Staphylococcus coa-

gulase negativa isoladas da unidade de terapia intensiva neonatal de um hospital pú-

blico de Dourados/MS, que possuíam perfil de resistência para oxacilina, quanto a 

ausência do gene nucA, que confirma que os isolados não são Staphylococcus au-

reus. O gene mecA que confere a resistência a beta lactâmicos. E quanto o gene femA 

que regula a resistência, acentuando-a. Também foi efetuada a técnica de aderência 

em placa para semiquantificar a produção de biofilme destes isolados. Um total de 33 

amostras foram isoladas no período de agosto de 2016 até agosto de 2017, tendo 

suas espécies determinadas pelo sistema automatizado PhoenixTM BD e posterior-

mente confirmado pela técnica de PCR através da ausência do gene nucA. Das 33 

amostras 100% possuíam o gene mecA. Já o gene femA foi encontrado em 9% (3) 

das amostras. O teste de aderência em placa detectou a produção de biofilme em 6 

(18,1%) das amostras, sendo que apenas 1 produz de forma forte, as outras 5 produ-

zem fracamente. Os dados apresentados neste estudo revelam que cepas de grande 

potencial patogênico estão em circulação, e se espera que através destas in-

formações seja possível auxiliar os profissionais da saúde na criação de novos meios 

e mecanismos para combater futuras infecções hospitalares, evitando gastos, redu-

zindo tempo de internação e minimizando a mortalidade. 

 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Staphylococcus coagulase-negativo; Infecções hospitalares; Re-
cém-nascidos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 De acordo com a ANVISA (2008), as bactérias do gênero Staphylococcus sp., 

estão entre os agentes mais frequentes relacionados a enfermidades humanas, sendo 

que os processos infecciosos mais comuns causados por estes microrganismos são: 

pneumonias, bacteremias, infecções de pele, infecções de tecidos moles, infecções 

relacionadas de próteses e cateteres venosos e meningites. 

 As bactérias do gênero Staphylococcus são gram-positivas do tipo cocos, ca-

talase positiva e na maioria das vezes anaeróbias facultativas. O membro mais co-

nhecido deste gênero é o Staphylococcus aureus, uma das únicas espécies do gênero 

que produzem coagulase, que possui grande patogenicidade e que por muito tempo 

foi visto como o único representante importante e não inofensivo deste gênero (BEC-

KER et al., 2014). Porém no final da década de 70 o potencial patogênico das espécies 

de Staphylococcus coagulase-negativo finalmente chamou atenção da comunidade 

médica e começaram a ser estudados, principalmente por seu potencial risco em in-

fecções hospitalares (PARISI, 1985). 

 Os Staphylococcus coagulase-negativo podem ser facilmente encontrados co-

lonizando a pele e mucosas do ser humano de forma comensal, mas eles são orga-

nismos oportunistas, e por isso se aproveitam de hospedeiros imunocomprometidos 

para causar infecções graves (CUSTÓDIO et al., 2012). Por ser facilmente encontrado 

colonizando a pele e ser oportunista este microrganismo se mostrou especialmente 

recorrente em infecções hospitalares, sendo hoje o microrganismo mais comum en-

contrado em infecções de corrente sanguínea em pacientes sobre cuidados médicos 

invasivos, como o uso de cateteres e próteses (BARBIER et al., 2010). 

 As infecções hospitalares causadas por Staphylococcus coagulase-negativo 

são facilitadas por apresentarem uma capacidade de formação de biofilme, um aglo-

merado complexo de células envoltos por uma matriz constituída principalmente de 

polissacarídeos que aumenta a aderência, resistência e longevidade da colônia 

(Greco-Stewart et al., 2013). Estes biofilmes se aderem em instrumentos e materiais 

utilizados recorrentemente no âmbito hospitalar, como cateteres, próteses e marca-

passos cardíacos, causando infecções e cronicidade das mesmas (Greco-Stewart et 

al., 2013). Esta é uma realidade preocupante para os recém-nascidos internados na 

unidade de terapia intensiva neonatal, já que possuem um sistema imunológico ima-

turo, e precisam de cuidado constante e muitas vezes invasivos para a administração 
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de medicamentos e nutrientes. Tornando-os alvos recorrentes de infecções hospita-

lares por Staphylococcus coagulase-negativo (CORDEIRO, 2007). 

 Os casos de infecções causadas por Staphylococcus coagulase-negativo ape-

nas se agravou após o surgimento de cepas resistentes a antimicrobianos, mais es-

pecificamente a meticilina. As espécies de Staphylococcus coagulase-negativo resis-

tentes a meticilina apresentam resistência a virtualmente todos os antimicrobianos do 

grupo das penicilinas, por apresentarem uma proteína modificada na parede celular 

que possui uma afinidade reduzida a beta lactâmicos, dificultando muito o tratamento 

dessas infecções, aumentando o tempo de internação e mortalidade (BAPTISTA, 

2013). Sabendo disso, este estudo teve como objetivo detectar em amostras de Sta-

phylococcus coagulase-negativo, isolados de UTI Neonatal de um hospital público de 

Dourados, a presença dos genes de resistência mecA e femA, semiquantificar a pro-

dução de biofilme e confirmar que não se tratam de Staphylococcus aureus pela au-

sência do gene nucA. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 2.1. Gênero Staphylococcus sp. 

 O gênero Staphylococcus sp. faz parte da família Micrococcae, assim como os 

gêneros Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Os representantes do gênero 

Staphylococcus sp. são gram positivos, catalase positivos, imóveis, não-esporulados, 

possuem aproximadamente de 0,5 µm a 1,5 µm de diâmetro, normalmente anaeróbias 

facultativas e podem se apresentar de várias formas: isolados, aos pares, em cadeias 

curtas, ou agrupamentos irregulares como um cacho de uva (MURRAY et al., 2014). 

 Essas bactérias do gênero Staphylococcus são encontradas na microbiota nor-

mal da pele e mucosa do ser humano, e normalmente não apresentam nenhum tipo 

de risco a saúde do hospedeiro, mas pessoas imunocomprometidas, recém-nascidos 

e pacientes sujeitos a procedimentos invasivos estão sujeitas a serem alvos de infec-

ções, sendo assim patógenos oportunistas (BECKER et al., 2014). Quando infectado, 

um paciente pode apresentar quadros clínicos graves como bacteremias, septicemias 

e sepses neonatal (ROSA et al., 2009). 

 As espécies deste gênero são frequentemente divididas em dois grandes gru-

pos de interesse de acordo com a presença ou não de coagulase, sendo que das 

quarenta e sete espécies do gênero, trinta e oito atingem o pré-requisito necessário 

para serem considerados coagulase-negativo (Quadro 1). 
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Quadro 1. Separação filogenética de espécies e subespécies de Staphylococcus sp., 

separados por características chaves de diagnósticos como proposto por Lamers et 

al. 

 

2.2. Staphylococcus coagulase-negativo 

 A divisão entre Staphylococcus coagulase-positivo e coagulase-negativo deu-

se primeiramente como uma forma de diferenciar a até então considerada única es-

pécie patogênica, Staphylococcus aureus, de todos os outros membros do gênero, 

que eram ditos não-virulentos e inofensivos (BECKER et al., 2014). Além do teste 

fenotípico da coagulase, outro procedimento extremamente sensível é utilizado como 

forma de confirmação da espécie bacteriana Staphylococcus aureus: A amplificação 

do gene nucA, pela técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR), já que este 

                                                           
Fonte: BECKER et al., 2014 



17 
 

gene, codificador de uma nucleasse extracelular termoestável, só pode ser encon-

trada em membros da espécie Staphylococcus aureus (SAHEBEKHTIARI et al., 

2011).  

 O estigma de que os Staphylococcus coagulase-negativo são inofensivos se 

manteve durante muito tempo, e foi penoso para que esta visão errônea fosse alte-

rada. O pesquisador Pulverer G. relatou que em 1965 a comunidade médica foi muito 

resistente em aceitar que seu artigo intitulado “Coagulase-negative staphylococci as 

pathogenic agents”, no qual relatou um caso letal de endocardite causado por Sta-

phylococcus coagulase-negativo, fosse aprovado e publicado, pela descrença de que 

essas bactérias pudessem ser virulentas. Porem a partir do final da década de 70, 

com a ajuda de pesquisas sobre a epidemiologia e patogenicidade dos Staphylococ-

cus coagulase-negativo, essas espécies foram reconhecidas como agentes importan-

tes em infecções hospitalares (CORDEIRO, 2007). 

 Atualmente os Staphylococcus coagulase-negativo se igualam aos Staphylo-

coccus aureus em importância e até os supera em casos de infecções hospitalares ou 

como causa primária das infecções das feridas externas, por apresentarem uma taxa 

de infecção em humanos muito elevada (BERNARDI, 2005). O “National Nosocomial 

Infection Surveillence System” mostrou que de 1990 à meados de 1999 os Staphylo-

coccus coagulase-negativo foram os patógenos mais comuns descritos em isolados 

de bacteremias e em pacientes especiais (KLOOS et al., 1994). Sendo que as espé-

cies de Staphylococcus coagulase-negativo mais recorrentes nesse tipo de caso são: 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylocccus simulans 

e Staphylococcus saprophyticus (WOLLER III et al., 2018; SILVA et al., 2013). 

 Existe uma associação entre o aumento dramático de infecções nosocomiais 

de Staphylococcus coagulase-negativo com surgimento e agravamento da resistência 

desses patógenos a agentes antimicrobianos (ARCHER et al., 1994), e o aumento da 

frequência de utilização de procedimentos médicos invasivas, já que é sabido que 

muitas espécies de Staphylococcus coagulase-negativo são grandes produtoras de 

uma matriz de aderência (biofilme), que facilita na colonização de superfícies bióticas 

e abióticas (ROHDE et al., 2010; BERNARDI et al., 2007). 
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 2.3. Resistência a antimicrobianos em Staphylococcus coagulase-nega-

tivo mediada pelos genes mecA e femA 

 Antimicrobianos são substâncias utilizadas no tratamento de infecções causa-

das por microrganismos. Estas substâncias podem apresentar dois principais meca-

nismos de ação, a inibição do crescimento bacteriano através da ação bacteriostática, 

e a destruição de uma população bacteriana, por uma ação bactericida, levando estes 

organismos a morte celular (BAPTISTA, 2013). 

 Entretanto, a partir de 1950, quando esses antimicrobianos começaram a ser 

amplamente utilizadas de forma indiscriminada, tornando-se agentes seletivos exer-

cendo uma pressão, antes inexistente, no meio levando a seleção, e surgimento, da 

resistência bacteriana (RAPINI et al., 2004). O termo resistência bacteriana se refere 

a microrganismos que não se inibem pelas concentrações habituais alcançadas no 

sangue ou tecidos do correspondente antimicrobiano (YE, 2018). 

 Esta resistência a antimicrobianos já está presente em dezenas de espécies de 

bactérias de espécies e é especialmente preocupante nos casos de infecções hospi-

talares. Segundo dados de 2002 da Food And Drug Association, aproximadamente 

70% das bactérias que causam infecções hospitalares são resistentes a pelo menos 

uma das drogas comumente utilizadas para o tratamento das infecções (RAPINI et al., 

2004). 

 O gênero Staphylococcus sp. não é exceção no que se tange a resistência a 

antimicrobianos, e pode ser observada uma resistência a todos os compostos da 

classe das penicilinas em representantes tanto da espécie Staphylococcus aureus, 

chamados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), quanto em 

membros do grupo dos Staphylococcus coagulase-negativo, chamados de Staphylo-

coccus coagulase-negativo resistentes a meticilina (DOSNELES et al., 2018). Esta 

variante resistente de Staphylococcus coagulase-negativo já está circulando em 

grande quantidade no mundo, sendo relatado por Sader et al. que 80% das amostras 

de Staphylococcus coagulase-negativo isoladas de sangue entre os anos de 1997 a 

2001, na America Latina, eram resistentes a oxacilina (SADER et al., 2004; SECCHI 

et al., 2008). 

 A resistência a meticilina observada nos membros do gênero Staphylococcus 

possuem o mesmo funcionamento para todas as espécies, sendo que ela se dá pela 

presença de uma proteína modificada chamada Penicillin Bind Protein 2ª (PBP2a) ou 
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Penicillin Bind Protein 2’ (PBP’2) que, diferentemente das outras PBP (Figura 1), pos-

sui uma baixa afinidade para com os antimicrobianos beta-lactâmicos, conferindo as-

sim a habilidade da bactéria de se desenvolver e multiplicar em um meio contendo 

virtualmente qualquer representante da classe das penicilinas (RANI et al., 2014;).  

 

 

Figura 1: Localização da proteína ligadora de penicilina em bactérias gram-posti-

vas. 

 

 Está proteína modificada é codificada pelo gene mecA, um gene de origem 

cromossômica que fica localizado em um elemento genético móvel denominado Sta-

phylococcal cassete chromossome mec (SCCmec) (CHLEBOWICZ et al., 2012). Po-

rém foi relatado em diversos estudos uma heterogeneidade no nível de resistência 

apresentado por Staphylococcus sp. resistentes a meticilina que apresentavam o gene 

mecA, deixando a entender que existe outro ou outros fatores que influenciam na re-

sistência antimicrobiana destas espécies (MIRAGAIA et al., 2018). 

 Tentar explicar este fenômeno levou a descoberta de um segundo gene cha-

mado femA, que está relacionado a um alto nível de resistência em Staphylococcus 

sp., já que em sua ausência o nível de resistência cai drasticamente, e não está rela-

cionado ao aumento ou diminuição da expressão do gene mecA, ou seja, um gene de 

ação independente que possui uma relação de aumento da resistência a meticilina 

(VERAS et al., 2008). 

 

                                                           
Fonte: TORTORA et al., 2016 
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 2.4. Biofilme 

 Biofilme é uma população complexa de células que pode se ligar a uma super-

fície biótica ou abiótica e envolvida por uma matriz de polissacarídeos que contém 

uma miríade de substâncias além de proteínas, DNA e RNA (FONSECA, 2010). O 

polissacarídeo que compõe a matriz extracelular do biofilme é chamado polissacarí-

deo de adesina intercelular (PIA), referida muitas vezes como slime ou muco bacteri-

ano, que permite às células se aglomerarem, formando grandes amontoados de múl-

tiplas camadas, chamado de biofilme (PINTO, 2010). 

 A formação de um biofilme se dá basicamente por duas fases com duas etapas 

cada, na primeira fase ocorre a adesão primária e a proliferação para formar pequenos 

amontoados celulares, enquanto que na fase secundária ocorre a produção de slime 

e a formação de biofilme (Figura 2). Após a formação completa do biofilme, o mesmo 

começa a liberar células planctónicas de sua matriz, podendo causar um estado crô-

nico de infecção (ZMANTAR et al., 2010). 

 A produção de biofilme é considerada um grande fator de virulência, por au-

mentar a capacidade de colonização, ter grande resistência a fagocitose e resistir a 

tratamentos com antimicrobianos (GRECO-STEWART et al., 2013). A capacidade de 

se aderir a praticamente qualquer superfície, funcionar como uma barreira física para 

evitar entrar em contato com antimicrobianos e o sistema imune do hospedeiro, e re-

duzir o metabolismo e taxa de replicação das células que fazem parte do biofilme, faz 

com que o ele seja especialmente difícil de se eliminar, muitas vezes tendo como 

único prognostico a remoção da área ou material colonizado (MANANDHAR et al., 

2018). 

 

 

 



21 
 

 

Figura 2. Representação do processo de aglomeração e formação de biofilme. 
 

 Os Staphylococcus coagulase-negativo, particularmente o Staphylococcus epi-

dermidis, são grandes produtores e causadores de infecções nosocomiais relaciona-

das a produção de biofilme, justamente por aderirem muito facilmente a próteses, ca-

teteres, marca-passo cardíaco artificial e outros equipamentos de uso médico invasi-

vos ou próteses em geral, que são utilizados normalmente em pacientes crônicos ou 

imunocomprometidos, alvos preferíveis dos Staphylococcus coagulase-negativo 

(BERNARDI, 2005). Por esta característica ser tão importante foram desenvolvidas 

técnicas fenotípicas in vitro para a detecção e semi-quantificação das cepas de bac-

térias que conseguem produzir biofilme. Das técnicas criadas para este fim uma das 

mais comuns é o teste de aderência em placa, que consegue detectar e semi-quanti-

ficar a produção de biofilme de amostras em uma placa de microdiluição de 96 poços 

com o auxílio de um leitor de Elisa (GUIMARÃES et al., 2012). 

 

 2.5. Infecções hospitalares associadas a recém-nascidos 

 Infecções hospitalares, de acordo com a ANVISA, são infecções adquiridas 

após a internação do paciente que se manifesta durante a internação ou após a alta, 

quando puder ser relacionada com a internação ou procedimentos hospitalares (AN-

VISA, 2005). Porém em recém-nascidos (RN), por terem apenas vivido no ambiente 

hospitalar, este conceito se modifica para toda infecção adquirida durante ou após o 

nascimento, com exceção das infecções adquiridas por via transplacentária como 

AIDS, hepatite B entre outras (CORDEIRO, 2007). 

                                                           
 Fonte: ARCIOLA et al., 2002 
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 Os recém-nascidos, principalmente prematuros, são um grupo de risco especi-

almente importante por apresentarem um sistema imune imaturo, epiderme imatura e 

por muitas vezes terem a necessidade de passar por cuidados médicos invasivos para 

a administração de medicamentos ou substâncias nutritivas, como por exemplo o uso 

de cateteres (SILVA et al., 2013), que acabam funcionando como porta de entrada 

para microrganismos como os Staphylococcus coagulase-negativo (FRANCESCHI et 

al., 2010).  

 Os Staphylococcus coagulase-negativo possuem um alto nível de risco poten-

cial de bacteremia nosocomial entre recém-nascidos de baixo peso, e o aumento 

nesse tipo de quadro observado nos últimos vinte anos tem sido associado ao avanço 

da medicina, que vem permitindo a sobrevivência de crianças prematuras ao nasci-

mento e à sua longa permanência em ambiente hospitalar (CUNHA et al., 2002; AN-

DERSON-BERRY et al., 2011). O principal fator de risco para recém-nascidos neces-

sitados de cuidado intensivo é a presença de biofilme, por estes se aderirem aos equi-

pamentos que comumente entram em contato com a corrente sanguínea do paciente 

(BECKER et al., 2014). 

 Um estudo realizado no Hospital de Porto Alegre contabilizou que 57,1% dos 

pacientes menores de 1 ano possuíam resultados de hemocultura positivas para Sta-

phylococcus coagulase-negativo (COSTA et al., 2002), e já um estudo de D’Angio et 

al., demonstrou que após quatro semanas do nascimento, 100% dos recém-nascidos 

prematuros acompanhados apresentavam colonização de Staphylococcus epidermi-

dis, dos quais 95% produziam biofilme e 82% eram resistentes a múltiplos antimicro-

bianos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

3. OBJETIVOS 

 3.1. Objetivo Geral 

 Efetuar a caracterização molecular e fenotípica de cepas de Staphylococcus 

sp. coagulase-negativo isoladas de pacientes da unidade de terapia intensiva nonatal 

de um Hospital Público de Dourados/MS. 

 

 3.2. Objetivos Específicos 

 Determinar a ausência do gene nucA, encontrados apenas em Staphylococcus 

aureus, pela técnica de PCR, em amostras de Staphylococcus coagulase-negativo; 

 Identificar a presença do gene mecA, relacionado a resistência antimicrobiana 

a meticilina, pela técnica de PCR; 

 Identificar a presença do gene femA, relacionado a níveis acentuados de resis-

tência a antimicrobianos, pela técnica de PCR, nos Staphylococcus coagulase-nega-

tivo; 

 Semi-quantificar a produção de biofilme, pelo teste de aderência em placa, nos 

isolados de Staphylococcus sp. coagulase-negativo. 
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4. MATERAL E MÉTODOS 

4.1. Coleta e análise preliminar das amostras 

 As amostras foram coletadas de pacientes da unidade de terapia Intensiva ne-

onatal de um hospital público na cidade de Dourados/MS entre as datas de agosto de 

2016 e agosto de 2017, e analisadas pelo sistema automatizado PhoenixTM BD quanta 

a espécie bacteriana e perfil de susceptibilidade a antimicrobianos. As amostras foram 

plaqueadas em ágar sangue e armazenadas à 4 ºC pelos funcionários do hospital até 

serem transportadas para o Laboratório de Pesquisa em Ciências da Saúde (LPCS) 

na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). No LPCS as amostras foram 

transferidas em duplicatas para criotubos contendo 2 mL de caldo Brain Heart Infusion 

2x (BHI) glicerinado e colocadas em estufa por 24 horas à 37 ºC. Após este período 

uma das duplicatas foi armazenada em freezer a -20 ºC para uso posterior, e a outra 

foi armazenada em ultrafreezer a -80 ºC como backup. O critério de inclusão foram 

amostras de Staphylococcus coagulase-negativo com perfil de resistência a oxacilina. 

Já o de exclusão todas as amostras duplicadas do mesmo paciente, amostras de in-

dígenas e amostras de pacientes com mais de 28 dias de idade. 

 

 4.2. Extração de DNA 

 As amostras tiveram seu DNA extraído utilizando o protocolo descrito por Sam-

book et al. (2012), com algumas adaptações:  Culturas frescas foram crescidas em 

meio liquido BHI, para então 1.5 mL serem transferidos para eppendorfs, e centrifu-

gadas por 2 minutos a 14.000 rpm. O pellet formado foi ressuspendido em 600 μl de 

T.E 1x e adicionado de 30 μl de SDS a 20% e 3 μl de proteinase K a 2 mg/mL. As 

amostras então foram acondicionadas em estufa a 37 ºC por 2 horas sem agitação, 

para depois serem adicionadas de 500 μl de fenol clorofórmio, passadas no vórtex e 

centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm. Neste momento ocorre a formação de 

duas fases, da qual foram retirados 500 μl da fase superior e transferidos para um 

novo eppendorf. Foram adicionados 10 μl de NaCl a 5 M e 1 mL de etanol absoluto 

gelado para a precipitação e incubados a -20 ºC por 2 horas. Após a incubação, as 

amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm, e tiveram seu sobrena-

dante descartado, adicionando então 1 mL de álcool 70% para a precipitação e repe-

tindo a centrifugação de 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante é mais uma vez 

descartado e se é adicionado 50 μl de T.E 1x para ressuspender o DNA. Finalizada 
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toda a extração as amostras tiveram seu DNA quantificados pelo espectrofotômetro 

Biodrop. 

 

 4.3. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 As reações de PCR para os genes nucA, mecA e femA foram realizadas de 

acordo com os parâmetros e primers (Tabela 1) descritos respectivamente por Kim et 

al. (2001), Azimian et al. (2012) e Ardic et al. (2005), com modificações. Para o gene 

nucA foi usado 2.1 μl de tampão (1x), 0.6 μl de cada primer (0.5 μM), 0.3 μl de DNTP 

(200 μM), 0.9 μl de MgCl2 (2.5 mM), 0.12 μl de Taq, 7.98 μl de água estéril e 2.4 μl de 

DNA, totalizando uma reação final de 15 μl. Já para o gene mecA foram utilizados 1.5 

μl de tampão (1x), 0.75 μl de cada primer (0.5 μM), 0.3 μl de DNTP (200 μM), 0.75 μl 

de MgCl2 (2.5 mM), 0.15 μl de Taq, 8.4 μl de água estéril e 2.4 μl de DNA, totalizando 

uma reação final de 15 μl. E por último para o gene femA foram utilizados 2.5 μl de 

tampão (1x), 1.0 μl de cada primer (0.5 μM), 0.625 μl de DNTP (200 μM), 1.5 μl de 

MgCl2 (2.5 mM), 0.25 μl de Taq, 14.12 μl de água estéril e 4.0 μl de DNA, totalizando 

uma reação final de 25 μl. As condições utilizadas para a realização da PCR foram: 

94 °C por 5 minutos, seguidos de 37 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 59 °C por 30 se-

gundos e 72 °C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensão final de 72 °C por 3 

minutos e 30 segundos para o gene nucA; 94 °C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos 

de 94 °C por 30 segundos, 57 °C por 45 segundos e 72 °C por 30 segundos e uma 

extensão final de 72 °C por 5 minutos para o gene mecA; e 92 °C por 5 minutos, 

seguidos de 30 ciclos de 92 °C por 1 minuto, 56 °C por 1 minuto e 72 °C por 1 minuto 

e uma extensão final de 72 °C por 3 minutos. Os produtos de PCR foram analisados 

em eletroforese de gel de agarose a 1,5% de concentração, que foram preparados da 

seguinte forma: O gel foi feito com 90 mL de TBE 0.5x e 1.35 g de agarose; foram 

aplicados em cada poço do gel 2 μl do DNA amplificado através da técnica de PCR, 

2μl de tampão de corrida e 2 μl de gel red. A corrida foi realizada a 80 V por 110 

minutos e o gel foi visualizado em fotodocumentador. 
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Tabela 1. Primers específicos para os genes nucA, mecA e femA. 
GENE PRIMER SEQUÊNCIA REFERÊNCIA 

nucA FOWARD GCGATTGATGGTGATACGGTT Kim et al., 2001 

REVERSE AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 

mecA FOWARD AGAAGATGGTATGTGGAAGTTAG Azimian et al., 2012 

REVERSE ATGTATGTGCGATTGTATTGC 

femA FOWARD CTTACTTACTGCTGTACCTG Ardic et al., 2005 

REVERSE ATCTCGCTTGTTGTGTGC 

 

 4.4. Teste de aderência em placa 

 O teste de semiquantificação por aderência em placa foi efetuada de acordo 

com o método descrito por Iorio et al. (2012) e adaptado por Gaspar (2018), com pe-

quenas modificações: Primeiramente as amostras foram inoculadas e crescidas por 

24 horas, à 37 ºC, em meio Brain Hearth Infusion (BHI) ágar. Em seguida foram pa-

dronizadas à 0,5 da escala MacFarland em tubos de ensaio contendo 3 mL de salina. 

Posteriormente, 20 µL das suspensões padronizadas foram distribuídas em triplicata 

nos poços de uma placa de poliestireno de micro diluição, com 96 poços, contendo 

180 µL de meio BHI em cada poço, para então serem incubadas a 37 ºC por 24 horas. 

Após este período o meio foi descartado, e a placa foi gentilmente lavada quatro vezes 

por imersão em água destilada, e invertida para secagem por 15 minutos a tempera-

tura ambiente. Já secos os poços foram adicionados de 200 µL de cristal violeta, e a 

placa repousada à temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, a placa foi la-

vada gentilmente com água destilada corrente para a retirada do excesso de corante 

e invertida, à temperatura ambiente, por 15 minutos para nova secagem. Então, foi 

adicionado 200 µL de etanol 96% em cada poço para a análise da densidade ótica 

com o auxílio de um leitor de microplacas com filtro de 490 nm. Meio BHI estéril foi 

utilizado como controle negativo à produção de biofilme. 

Os valores de densidade ótica foram interpretados segundo Stepanovic et al. 

(2000), com alterações propostas por Iorio et al. (2012). Para a classificação, quatro 

categorias foram criadas: não produtora, fracas, moderadas e fortes produtoras de 

biofilme. Foi determinado um valor N a partir da média do valor de densidade ótica do 

controle negativo, adicionado de três vezes o valor de seu desvio padrão, e as 
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amostras classificadas conforme: densidade ótica ≤ N = Não produtor de biofilme; N 

< densidade ótica ≤ 2N  = Fraco produtor de biofilme; 2N < densidade ótica ≤ 4N = 

Moderado produtor de biofilme; e densidade ótica > 4N = Forte produtor de biofilme. 
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28 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Durante o período do estudo 33 amostras se enquadraram nos critérios de in-

clusão da pesquisa, sendo de pacientes não indígenas, com menos de 29 dias de 

idade, apresentando perfil de resistência a oxacilina e que se encontravam na UTI 

neonatal, sendo assim coletadas e analisadas. 

 Das 33 amostras estudadas, 25 (75,7%) são provenientes de hemocultura, 7 

(21,2%) de ponta de cateter e 1 (3,0%) de urocultura (Tabela 2), sendo que os Sta-

phylococcus coagulase-negativo são os principais microrganismos encontrados em 

infecções de corrente sanguínea, justamente por procedimentos invasivos como ca-

teteres permitirem um transporte dos mesmos  da pele, aonde ele é um microrganismo 

comensal, até o sistema circulatório do paciente (ELZI et al., 2012). 

 Assim como podemos ver na Tabela 2 as espécies bacterianas encontradas 

nas 33 amostras foram: 21 (63,3%) Staphylococcus epidermidis, 6 (18,1%) Staphylo-

coccus haemolyticus, 3 (9,0%) Staphylococcus saprophyticus, 2 (6,0%) Staphylococ-

cus capitis e 1 (3,0%) Staphylococcus warneri. Marshall et al (1998), analisou 2340 

amostras de infecções causadas por Staphylococcus, e dessas 1242 foram identifica-

das como Staphylococcus epidermidis, que é considerado o microrganismo mais re-

corrente em infecções da corrente sanguínea (MIURA, 2002). Já em um estudo de 

Cunha et al (2002), das 117 amostras de Staphylococcus coagulase-negativo isoladas 

de recém-nascidos, 91 (77,8%) eram da espécie Staphylococcus epidermidis, sendo 

que este presente estudo encontrou um número similar deste microrganismo isola-

dos0 de recém-nascidos (63,3%). Por outro lado, Silbert et al (1997) observou um 

valor ainda maior, chegando a encontrar o Staphylococcus epidermidis em mais de 

90% das hemoculturas positivas de recém-nascido analisadas em seu estudo, que se 

dá pela espécie Staphylococcus epidermidis ter demonstrado um maior sucesso evo-

lutivo em comparação com outras espécies bacterianas por ser extremamente versátil 

(WIDERSTRÖM et al., 2012). 
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Tabela 2. Dados cruzados entre espécie bacteriana e sítio de culturas isoladas. 

 Espécie bacteriana  

 S. epidermidis S. haemolyticus S. saprophyticus S. capitis S. warneri Total 

Hemocultura 17 4 3 1 - 25 

Ponta de Cateter 3 2 - 1 1 7 

Urocultura 1 - - - - 1 

      33 

 

Após a extração do DNA, PCR e eletroforese em gel de agarose para o gene 

nucA, responsável pela confirmação molecular das espécies de Staphylococcus au-

reus, nenhuma amostra (0%) foi encontrada como positiva, confirmando que todas as 

amostras de Staphylococcus analisadas neste estudo são de fato Staphylococcus co-

agulase-negativo. Em estudo efetuado por Palomares et al. (2003), foram testadas 

100 amostras de Staphylococcus aureus e 20 de Staphylococcus coagulase-negativo 

quanto ao gene nucA de forma a confirmar especificidade do teste, resultando que 

todas as linhagens de S. aureus foram positivas quanto a presença do gene, enquanto 

todas as Staphylococcus coagulase-negativo não apresentaram o gene em questão. 

Já Brakstad et al. (1992), testou 7 amostras de S. aureus contra 27 de Staphylococcus 

coagulase-negativo, resultando na amplificação do gene nucA em todas as S. aureus 

e em nenhuma de Staphylococcus coagulase-negativo. A detecção do gene nucA por 

PCR é a técnica  molecular padrão para a confirmação da espécie Staphylococcus 

aureus, e vem sendo utilizada a décadas para este fim, apresentando alta especifici-

dade e sensibilidade, podendo assim, confirmar que as amostras do presente estudo 

são de fato Staphylococcus coagulase-negativo, pois nenhuma amostra (0%) apre-

sentaram à amplificação do gene nucA (YAGCI et al., 2013). 

 O resultado da PCR para o gene mecA, responsável pela resistência a metici-

lina, que confere de forma cruzada resistência a todos os antimicrobianos da classe 

das penicilinas, foi positivo para todas as 33 amostras (100%) (Tabela 3), demons-

trando que a resistência a oxacilina apresentada fenotipicamente são mediadas pelo 

gene mecA e não outro mecanismo, e que este perfil de resistência encontrado não 

eram provenientes de falsos-positivo. Kredit et al. (2003), encontrou em isolados de 

Staphylococcus coagulase-negativo vindos da UTI uma prevalência do gene mecA de 

70 a 92% entre os anos de 1991 e 2001, mostrando que a presença da resistência é 

uma forte pressão seletiva que vem apenas crescendo nos últimos anos. Um estudo 
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ainda mais recente feito por Khadra et al. (2010) encontrou o gene mecA em 28 dos 

71 isolados de Staphylococcus coagulase-negativo de um hospital da Índia. Já Giusti 

et al. (1999), mostrou que de 152 isolados de Staphylococcus coagulase-negativo en-

contrados em neonatos, 48,6% apresentaram a presença do gene mecA, um valor 

muito inferior ao estudo atual que encontrou o gene mecA em 100% das amostras 

analisadas. Uma possível explicação para os dados encontrados pode ser encontrada 

no estudo efetuado por Rosa et al. (2009), que encontrou o gene mecA em 75% das 

100 amostras de Staphylococcus coagulase-negativo isolados da saliva de profissio-

nais de enfermagem. Estes profissionais por estarem em constante contato com pa-

cientes imunocomprometidos como recém-nascidos necessitados de cuidados espe-

ciais podem acabar contaminando os pacientes ou materiais que entraram em contato 

direto com os mesmos (HIRA et al., 2013). 

 O gene femA, relacionado ao agravamento da resistência a meticilina, e outros 

antimicrobianos da classe das penicilinas, foi detectado em 3 (9,0%) das 33 amostras 

(Tabela 3), sendo que das 3 positivas para o gene femA, 2 (66,6%) eram da espécie 

Staphylococcus epidermidis, e 1 (33,3%) da espécie bacteriana Staphylococcus sa-

prophyticus. Moussallem et al. (2007), detectou que 40% das amostras de Staphylo-

coccus coagulase-negativo mecA positivas isoladas de recém-nascidos também eram 

positivas para o gene femA, um número superior ao encontrado no presente estudo 

que foi de 9,0%. Em um estudo efetuado por VERAS et al. (2008) foi observada a 

presença do gene femA em 3 isolados de Staphylococcus coagulase-negativo, de um 

total de 8 amostras, totalizando 37,5% de positividade para o gene femA, um valor 

muito superior ao encontrado no presente estudo. De acordo com Vanuffel et al. 

(1999), o gene femA foi inicialmente caracterizado como exclusivo para S. aureus, 

mas com o tempo ele começou a ser encontrado em outras espécies de Staphylococ-

cus, como por exemplo S. epidermidis, S. saprophyticus, S. hominis e S. simulans, o 

que corrobora com os achados deste estudo que encontraram a presença do gene 

femA nas espécies Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus. 
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Tabela 3. Dados cruzados entre espécies bacterianas e presença dos genes mecA e 

femA. 

 Espécie Bacteriana  

Gene S. epidermidis S. haemolyticus S. saprophyticus S. capitis S. warneri Total 

mecA 21 6 3 2 1 33 

femA 2 - 1 - - 3 

 
 

Quanto ao Teste de Aderência em Placa, efetuado para semi-quantificar a pro-

dução de biofilme nas amostras, obtivemos um N de valor 0,188. Este valor ao ser 

comparado com o das amostras individuais resultou no achado de 6 (18,1%) isolados 

de Staphylococcus coagulase-negativo, positivos quanto a produção de biofilme (Ta-

bela 4), sendo que destes, 1 (16,6%) apresentou forte produção de biofilme e 5 

(83,3%) demonstraram fraca produção de biofilme. Bernardi et al. (2007), analisou a 

produção de biofilme em 27 amostras de Staphylococcus coagulase-negativo isoladas 

de cateter venoso central e recebeu uma positividade de 81,4%. Porém, de acordo 

com um estudo de Hira et al. (2007), apenas 48% de suas amostras de Staphylococ-

cus coagulase-negativo isoladas de neonatos apresentaram a produção de biofilme, 

sendo que desses 40% eram fortes produtores e 60% fracos produtores de biofilme. 

Já QU et al. (2010), efetuou um estudo com isolados de Staphylococcus coagulase-

negativo retirados de recém-nascidos com peso muito baixo, encontrando produção 

de biofilme em 91,6% de suas 24 amostras. Os dados apresentados pelo presente 

estudo mostram que 18,1% das amostras analisadas produzem biofilme, sendo que é 

sabido que cepas de Staphylococcus coagulase-negativo produtoras de biofilme po-

dem se aderir irreversivelmente a superfícies abióticas e se manterem viáveis mesmo 

fora de um organismo por um longe período (ZMANTAR et al., 2010). 
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Tabela 4. Dados moleculares e fenotípicos analisados neste estudo em cada amostra 
individual. 

Amostra Sítio de Cultura Espécie nucA mecA femA Densidade 
Ótica 

Biofilme 

1 Hemocultura S. saprophyticus - + - 2,071 FORTE 

2 Hemocultura S. capitis - + - 0,106 X 

3 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,129 X 

4 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,135 X 

5 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,120 X 

6 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,150 X 

7 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,142 X 

8 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,181 X 

9 Ponta de cateter S. epidermidis - + - 0,158 X 

10 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,136 X 

11 Hemocultura S. haemolotycus - + - 0,101 X 

12 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,151 X 

13 Hemocultura S. haemolotycus - + - 0,162 X 

14 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,172 X 

15 Ponta de cateter S. capitis - + - 0,151 X 

16 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,214 FRACA 

17 Ponta de cateter S. epidermidis - + - 0,146 X 

18 Ponta de cateter S. haemolotycus - + - 0,141 X 

19 Hemocultura S. haemolotycus - + - 0,175 X 

20 Hemocultura S. epidermidis - + + 0,182 X 

21 Hemocultura S. epidermidis - + + 0,209 FRACA 

22 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,160 X 

23 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,253 FRACA 

24 Hemocultura S. saprophyticus - + + 0,134 X 

25 Hemocultura S. saprophyticus - + - 0,146 X 

26 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,169 X 

27 Ponta de cateter S. epidermidis - + - 0,145 X 

28 Hemocultura S. haemolotycus - + - 0,189 FRACA 

29 Urocultura S. epidermidis - + - 0,179 X 

30 Ponta de cateter S. warneri - + - 0,114 X 

31 Ponta de cateter S. haemolotycus - + - 0,115 X 

32 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,101 X 

33 Hemocultura S. epidermidis - + - 0,199 FRACA 

*”+”: Positivo; “-“: Negativo; densidade ótica ≤ 0,188 = Não produtor de biofilme; 0,188 
< densidade ótica ≤ 0,376  = Fraco produtor de biofilme; 0,376 < densidade ótica ≤ 
0,752 = Moderado produtor de biofilme; e densidade ótica > 0,752 = Forte produtor de 
biofilme; FORTE: Forte produção de biofilme; FRACA: Fraca produção de biofilme; X: 
Não apresenta produção de biofilme. 

 

 A amostra 21 da Tabela 4 apresentou todas as características estudadas neste 

trabalho, possuindo o gene mecA, femA e apesar de fraca a produção de biofilme. 

Todas essas características a torna a linhagem de Staphylococcus coagulase-nega-

tivo de maior risco potencial para neonatos das amostras analisadas neste estudo, já 

https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A4
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A4
https://pt.wiktionary.org/wiki/%E2%89%A4
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que possui resistência a meticilina e outros beta-lactamicos expressa de forma acen-

tuada e a capacidade de se aderir e colonizar com mais facilidade materiais bióticos 

e abióticos, que posterior tornam-se vetores para novas infecções ou doenças crôni-

cas (ARDIC et al., 2006; BERNARDI et al., 2007). 
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6. CONCLUSÃO 

 Este estudo explorou questões e disponibilizou informações de extrema rele-

vância para o acompanhamento e prevenção de infecções hospitalares, principal-

mente aquelas direcionadas a recém-nascidos internados em UTI neonatal. A preva-

lência de amostras encontradas possuindo o gene mecA e por vezes acompanhado 

do gene femA e a produção de biofilme, em recém-nascidos é uma questão preocu-

pante, e neste quesito os dados disponibilizados neste trabalho visam auxiliar os pro-

fissionais da saúde na criação de novas estratégias e ações de prevenção de forma a 

aumentar a eficácia do controle e combate sobre as infecções nosocomiais causadas 

em neonatos. 
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