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RESUMO 

 

Staphylococcus aureus é considerado o microrganismo mais importante e 

com maior patogenicidade do gênero Staphylococcus spp. Responsável por 

infecções adquiridas tanto na comunidade como em ambiente hospitalar, pode 

apresentar perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos bastante restrito pela fácil 

aquisição de resistência, tendo os elementos genéticos móveis como responsáveis 

pelo processo. A resistência do microrganismo à meticilina é a mais conhecida e 

mais estudada até o presente momento. 

A colonização das mucosas e pele é um importante fator na patogenicidade e 

epidemiologia das infecções causadas por esses microrganismos, já que indivíduos 

colonizados apresentam maiores riscos de ser infectados.  

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) são causadores de 

doenças que comumente tem sua gravidade caracterizada de leve a grave, as 

principais são: foliculite, impetigo, furúnculos, osteomelite, bacteremia e síndrome do 

choque tóxico. 

No Brasil, 20% das bacteremias são causadas por S. aureus e 

aproximadamente 50% desse percentual apresentam resistência a meticilina, 

demostrando assim, sua importância clínica. Resistência à meticilina é determinada 

pela presença do gene mecA, inserido no elemento genético móvel SCCmec. A 

verificação do tipo de SCCmec constitui uma ferramenta bastante útil na 

epidemiologia de MRSA por possibilitar a caracterização da infecção como oriundas 

da comunidade ou do ambiente hospitalar. 

O presente estudo teve como objetivo realizar a caracterização molecular de 

isolados clínicos de MRSA oriundos do Grupo Hospitalar Conceição de Porto Alegre, 

Rio Grande do Sul, Brasil.  

Todos os isolados apresentaram o gene mecA. De janeiro a junho de 2012, 

correspondendo o primeiro período, foram estudados 81 isolados. Do total de 

isolados, 24 foram tipados como SCCmec tipo I (30%), 10 tipo II (12%), 21 tipo III 

(26%), 4 tipo IVa (5%), 12 isolados tipo IVc (15%), 1 isolado tipo I e IVc (1%) e 1 tipo 

III e IVc (1%) simultaneamente. Amostras não tipáveis desse período 

corresponderam oito isolados (10%). Com isso, foi observado a incidência de 

SCCmec tipo I, caracterizando uma mudança com relação a tipagem de SCCmec se 
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comparados a resultados anteriores já descritos na literatura com estudos em 

hospitais desta mesma cidade.  

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus aureus resistente à meticilina, tipagem 

molecular. 
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ABSTRACT 

Staphylococcus aureus is considered the most important and pathogenic 

microorganism of the genus Staphylococcus spp. Responsible for infections acquired 

in both community and hospital environments, it may present restricted susceptibility 

profile to many antimicrobials because of its easy acquisition of resistance and 

mobile genetic elements as being responsible for the process. Methicillin resistance 

is the best known and most studied to date. 

The colonization of mucous membranes and skin is an important factor in the 

pathogenesis and epidemiology of infections caused by these microorganisms. 

Colonized people have a higher risk of being infected. 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) causes diseases that 

commonly have gravity characterized from mild to severe. The main ones are: 

folliculitis, impetigo, boils, osteomelite, bacteremia and toxic shock syndrome. 

In Brazil, 20% of bacteremia are caused by S. aureus. About 50% of this 

bacteremia are caused by MRSA, showing their clinical importance. Methicillin 

resistance is determined by the presence of the mecA gene, inserted in the mobile 

genetic element SCCmec. The verification of the type of SCCmec is a very useful 

tool in the epidemiology of MRSA since it enables the characterization of the infection 

as coming from the community or the hospital environment. 

This study aimed to perform molecular characterization of clinical isolates of 

MRSA coming from Conceição Hospital Group of Porto Alegre, Rio Grande do Sul, 

Brazil. 

All isolates presented the mecA gene. From January to June 2012, 

representing the first period, we studied 81 isolates. Of all isolates, 24 were typed as 

SCCmec type I (30%), 10 type II  (12%), 21 type III (26%) 4 Type IVa (5%), 12 

isolates type IVc (15%) 1 isolate type I and IVc (1%) and 1 (1%) type III and IVc 

simultaneously. Non-typable samples of this period corresponded to eight isolates 

(10%). Thus, incidence of SCCmec type I was observed featuring a variation on 

SCCmec typing compared to previous results described in the literature studies in 

hospitals in the same city.  

KEYWORDS: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, molecular typing. 

 

 

 



7

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

S. aureus Staphylococcus aureus  

DNase Desoxirribonuclease 

NaCl  Cloreto de Sódio 

MRSA  Staphylococcus aureus resistente a meticilina 

SCCmec Staphylococcal cassette cromosome mec 

orfX  open reading frame 

attBscc SCCmec attachment site 

ccr  cassette chromossome recombinase 

região J junkyard region 

PBP  proteína ligadora de penicilina 

PBP 2a proteína ligadora de penicilina alterada 

HA-MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina oriundos do ambiente hospitalar 

CA-MRSA Staphylococcus aureus resistente a meticilina oriundos da comunidade 

PVL  Leucocidina Panton-Valentine 

UTI  Unidades de Terapia Intensiva 

PCR  Reação em cadeia polimerase 

 

   

 

 

 

 



8

LISTA DE FIGURAS E TABELAS 

 

Figura 1 Disposição genética do complexo ccr    14 

Figura 2 Complexo mec e suas classes     14 

Figura 3 Disposição genética para diferenciação dos tipos de SCCmec 15 

Tabela 1 Principais diferenças entre CA-MRSA e HA-MRSA  16 

 

 

  



9

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ....................................................................................... 10 

1.1 Staphylococcus aureus ......................................................................... 10 

1.2 Patogenicidade ...................................................................................... 11 

1.3 Fatores de virulência ............................................................................. 11 

1.4 Resistência aos antimicrobianos ........................................................... 12 

1.5 HA-MRSA e CA-MRSA ......................................................................... 16 

1.6 Epidemiologia de infecções causadas por MRSA ................................. 17 

1.7 Distribuição dos tipos de SCCmec ........................................................ 18 

1.8 Técnicas moleculares ............................................................................ 19 

2. OBJETIVOS ................................................................................................ 20 

2.1 Objetivo geral ........................................................................................ 20 

2.2 Objetivos específicos ............................................................................. 20 

3. JUSTIFICATIVA .......................................................................................... 21 

4. ARTIGO CIENTÍFICO ................................................................................. 22 

4. 1 ARTIGO ................................................................................................ 23 

5. CONCLUSÃO ............................................................................................. 38 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................... 39 

6. ANEXOS ..................................................................................................... 47 

6. 1 ANEXO A .............................................................................................. 48 

6. 3 ANEXO B .............................................................................................. 51 

6. 4 ANEXO C ............................................................................................. 53 

 

 

 

 

 

 

 



10

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Staphylococcus aureus 

 

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram positiva com arranjo 

microscópico em cocos agrupados que se assemelham a cachos de uva, são 

imóveis e não formam esporos. Para identificação em laboratório clínico, além das 

características morfológicas, são observadas características bioquímicas expressas 

pelo microrganismo1.  

As principais provas realizadas na identificação são a coagulase, DNase e 

manitol. A prova da coagulase está relacionada ao fator de agregação contido na 

superfície celular das bactérias, que, ao entrar em contato com o plasma, reage com 

o fibrinogênio, formando assim fibrinas, observadas em forma de coágulo. A prova 

da desoxirribonuclease (DNase) está relacionada com a formação de coágulo, 

sendo útil para confirmação de uma prova coagulase fraca. Para a fermentação do 

manitol utiliza-se meio de crescimento bacteriano específico contendo manitol e 

cloreto de sódio (NaCl) em altas concentrações, essa alta concentração de sais do 

meio impede o crescimento de outros microrganismos, facilitando a identificação do 

patógeno em amostras clínicas, já que o S. aureus cresce nessas condições1. 

É o microrganismo de maior importância e mais patogênico do gênero 

Staphylococcus spp.2, 1, 3, 4, 6, caracterizado como ubíquo devido a sua capacidade 

de sobrevivência em diversos ambientes7. A bactéria pode ser identificada em 

infecções adquiridas tanto na comunidade como em ambiente hospitalar3, 8.  

Esse microrganismo apresenta elevada capacidade de aquisição de 

resistência aos antimicrobianos, através de elementos genéticos móveis. A principal 

resistência adquirida da espécie é frente à meticilina3, 9. 

S. aureus apresenta habilidade de colonizar o corpo humano, principalmente 

as mucosas e pele. A colonização é um importante fator na patogenicidade e 

epidemiologia das infecções causadas por esses microrganismos, pois indivíduos 

colonizados apresentam maiores riscos de serem infectados3. Crianças constituem o 

grupo mais suscetível à colonização por S. aureus, apresentando uma prevalência 

com variação de 7,6 - 53,8%, dependendo da idade3. A taxa de colonização 

permanente ou transitória por essas bactérias em indivíduos saudáveis em geral é 
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de aproximadamente 80%10, onde nos adultos, a taxa de colonização nas narinas 

varia de 20-40%1, 11. 

Por isso, Staphylococcus aureus caracteriza-se como um patógeno 

oportunista, causando infecções ao se aproveitar da imunossupressão do 

hospedeiro. Entre os fatores que predispõem a infecção estão os defeitos na 

quimiotaxia leucocitária, opsonização de anticorpos e destruição intracelular das 

bactérias após fagocitose. Estão também comumente associadas as lesões 

cutâneas, presença de corpos estranhos no organismo (cateter e prótese) e doenças 

subjacentes crônicas1. 

 

1.2 Patogenicidade 

 

Quando introduzido no organismo humano, o microrganismo pode vir a 

causar uma série de doenças, sendo estas infecções caracterizadas de leves a 

graves1, 12, 13, 14, 15. 

As doenças relacionadas à S. aureus consideradas de gravidade leve, são as 

lesões cutâneas. Quando a bactéria se aproveita de feridas decorrente de alguma 

intervenção cirúrgica, pode vir a causar infecções sistêmicas mais graves. Fazendo 

parte das infecções sistêmicas citamos a pneumonia por S. aureus, que acomete 

principalmente indivíduos em ambiente hospitalar, geralmente com doença pulmonar 

obstrutiva e com o uso de ventilação mecânica. As doenças malignas subjacentes 

são reconhecidas como importantes fatores de risco para o desenvolvimento de 

bacteremia e é através dela que o microrganismo pode se implantar em locais 

distantes, vindo a causar endocardite, osteomelite, pioartrite e formação de 

abcessos metastáticos na pele, tecido subcutâneo, pulmões, fígado, rins e cérebro16, 

12, 17, 18, 19. 

 

1.3 Fatores de virulência 

 

A eficiência da disseminação de S. aureus nas infecções humanas se dá pela 

versatilidade do microrganismo em colonizar o homem e o ambiente ao seu redor20, 

processo que envolve uma grande quantidade de componentes extracelulares e da 

parede celular1.  
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A colonização é o resultado de um contato físico do hospedeiro com a 

bactéria. Após esse contato, adesinas específicas se fixam a célula do hospedeiro. 

Estabelecida no organismo humano, a bactéria se protege contra o ataque do 

sistema imunológico com o auxílio de genes expressos para evitar a fagocitose1. A 

regulação dos genes expressando fatores de virulência é auxiliada pelo sistema de 

quorum sensing, responsável pelo  das bactérias. Esse sistema proporciona o 

momento ideal para a expressão de determinados fatores de virulência pela 

bactéria, coordenando assim, seu comportamento de acordo com as condições do 

ambiente21, 1. Dentre os principais mecanismos de virulência presentes em S. aureus 

estão: a cápsula com ação antifagocitária; a parede celular composta por 

peptideoglicanos, ácidos teicóicos e proteína A; adesinas de superfície como a 

coagulase e fibrinogênio; produção de exotocinas como as enterotoxinas e a toxina 

do choque tóxico e as enzimas como DNAse e beta-lactamase1, 19, 22. 

 

1.4 Resistência aos antimicrobianos  

 

A penicilina, desde sua descoberta na década de 40, foi utilizada para tratar 

infecções causadas por S. aureus, antes da descoberta desse antimicrobiano, 

infecções causadas por esse microrganismo, comumente eram letais23.  

Não muito tempo após o início do uso da penicilina no tratamento de 

infecções causadas por S. aureus, em 1942, foram relatados os primeiros casos de 

cepas resistentes. Essa resistência deu-se p -lactamases 

(penicilinases), responsáveis pela inativação do antimicrobiano pela hidrólise do anel 

-lactâmico23, 24. Como opção terapêutica para o tratamento de pacientes infectados 

por cepas resistentes a penicilina ou aqueles que apresentavam algum tipo de 

alergia a droga, foi introduzido no mercado, no ano de 1960, uma penicilina semi-

sintética, denominada meticilina, nessa época, 80% dos isolados de S. aureus já 

apresentavam penicilinases23, 24.  

A resistência do S. aureus frente à exposição da bactéria aos agentes 

antimicrobianos se dá pela aquisição de elementos genéticos móveis específicos, 

entre eles o gene blaZ, responsável pela codificaçãoão de penicilinases, enzimas 

extracelulares, que hidrolisam o anel -lactâmico da penicilina e o gene mecA 
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inserido no Staphylococcal cassette cromosome mec (SCCmec) responsável pela 

resistência à meticilina8, 25. 

Antimicrobianos de diferentes classes estão sendo utilizados no tratamento de 

infecções causadas por bactérias do gênero Staphylococcus spp., incluindo os beta-

lactâmicos, glicopeptídeos, aminoglicosídeos, macrolídeos, fluoroquinolonas, etc. 

Perante a exposição do microrganismo aos antimicrobianos, o aparecimento de 

resistência torna-se previsível, inclusive à vancomicina, antimicrobiano de escolha 

para MRSA25.  

A resistência relacionada à expressão genética inclui os genes erm (ermA, 

ermB, ermC) que proporcionam a resistência a eritromicina, genes tet (tetK, tetL, 

tetM, tetO) responsáveis pela resistência a tetraciclina e os genes aac -aph

aph -III e ant -I  que são responsáveis pela resistência da bactéria à 

gentamicina. A resistência bacteriana pode ser repassada de uma bactéria para 

outra, essa troca de informação genética muitas vezes ocorre até mesmo entre 

espécies e não apenas entre isolados pertencentes ao mesmo gênero e espécie26.  

Entre os elementos genéticos, o mais conhecido e estudado até o presente 

momento é o SCCmec, localizado em local específico do genoma bacteriano 

mec attBscc)  uência 

aberta de leitora (orfX), caracterizado por repetições terminais diretas e invertidas, 

elementos do complexo ccr, do complexo mec e regiões junkyard23, 27.   

O complexo cassette chromossome recombinases (ccr), tem como função 

codificar as recombinases que medeiam a integração e excisão do SCCmec,  

habilitando a mobilidade desse elemento. Esses genes são encontrados em todos 

os tipos de SCCmec e tem como função a integração do mesmo em lugares 

específicos do genoma. São classificados em complexos denominados 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7 e 8, podendo apresentar genes distintos em sua inserção15, 28. Figura1 
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Figura 1 Disposição genética do complexo ccr.  

Fonte: http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html 

O complexo mec é representando, com suas variâncias, pelas classes A, B, 

C, D e E. Cada complexo apresenta diferentes genes inseridos, entre eles o IS431, 

IS1272, mecA, mecI e mecR1 estando presente em tipos de SCCmec distintos23, 27, 

28. Figura 2 

 
Figura 2 Complexo mec e suas classes.  

Fonte: http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html 

 

Para completar a região do SCCmec junkyard 

(região J).  São regiões não essenciais para a célula e podem apresentar 

determinantes adicionais de resistência bacteriana. A região J é classificada em três 

subtipos. A J1 é a inserida entre a direita do cromossomo e do complexo de genes 

ccr, J2 está entre o complexo de genes ccr e do complexo de genes mec e J3 situa-

se entre o complexo de genes mec e a junção cromossomal esquerda27, 28, 29. 

O gene mecA é responsável por uma alteração na proteína ligadora de 

penicilina (PBP) -lactâmico. Após a 
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alteração, a proteína passa a ser chamada de PBP 2a e apresenta baixa afinidade 

-lactâmicos possibilitando o crescimento do microrganismo1. Esse 

gene é regulado pelo sistema de genes regulatórios mecI/mecR16, 23, 25, 27, 30. 

Quando não há um agente -lactâmico no meio em que a bactéria está 

exposta, por questão de economia de energia, a proteína mecI  irá reprimir a 

transcrição do gene mecA. Porém, quando a bactéria é exposta a um agente -

lactâmico, mecR1 (proteína transmembranosa sinalizadora sensível aos -

lactâmicos) localizado no citoplasma bacteriano, torna-se ativo. Esse processo de 

ativação faz com que o mecI seja clivado, deixando a região operadora do gene 

mecA livre permitindo a transcrição do gene e posterior produção da PBP 2a27. 

A combinação de todos os elementos citados acima faz com que a 

diferenciação dos tipos de SCCmec seja realizada. Onze tipos de SCCmec foram 

descritos até o presente momento, constituindo uma ferramenta bastante útil quando 

se pensa em epidemiologia de MRSA15, 20, 24, 27, 28, 29, 31. Figura 3 

 
Figura 3 Disposição genética para diferenciação dos tipos de SCCmec. 

Fonte: http://www.sccmec.org/Pages/SCC_ClassificationEN.html 
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1.5 HA-MRSA e CA-MRSA 

 

Antes acometendo apenas pacientes que eram submetidos a longos períodos 

de internação hospitalar e uso prévio de antimicrobianoco, MRSA começaram a 

causar infecções em pacientes da comunidade, primeiramente caracterizados como 

saudáveis. Devido a isso, tornou-se necessário uma análise cautelosa para a 

determinação da origem da infecção24. Tabela 1. 

 

Staphylococcus aureus resistente a meticilina oriundo da comunidade (CA-

MRSA) passaram a ser conhecidos e classificados como isolados infectando 

pacientes sem histórico de isolamento prévio de MRSA, sem hospitalização, diálise 

ou cirurgia entre um período recente de um ano. Com relação às infecções 

causadas, geralmente estão presentes nas formas mais leves, acometendo a pele. 

Como características moleculares desses isolados, frequentemente apresentam 

cassete de menor tamanho, onde os tipos mais comuns de SCCmec encontrados 

são o IV, V ou VII. Também carreiam os genes lukS e lukF, responsáveis pela 

expressão da leucocidina de Panton-Valentine (PVL) 6, 8, 9, 12, 16, 17, 32, 33, 34. 

Do outro lado, estão os MRSA oriundos do ambiente hospitalar (HA-MRSA), 

apresentando os tipos I, II e III de SCCmec, sendo, na maioria das vezes, 

Tabela 1 Principais diferenças entre CA-MRSA e HA-MRSA. 
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multirresistentes e causando infecções em pacientes submetidos a um longo período 

de internação, uso prévio de antimicrobianos ou infecção reincidente6, 8, 12, 35, 36, 37. 

Um fato importante relacionado aos SCCmec presentes nos isolados é de que 

especula-se que o SCCmec tipo IV (CA-MRSA) possua uma maior capacidade 

adaptativa e reprodutiva se comparado aos tipos II e III característicos de isolados 

HA-MRSA38. Isso se dá pela ausência de fatores que preconizam resistência aos 

antimicrobianos e o tamanho menor do SCCmec tipo IV, facilitando a transferência 

horizontal entre isolados39, 40. 

 

1.6 Epidemiologia de infecções causadas por MRSA 

 

O primeiro relato de identificação e isolamento de Staphylococcus aureus 

resistente a meticilina foi realizado na Inglaterra em 1961. A partir dos anos 90, tanto 

colonização como infecções por MRSA vêm aumentando e acometendo pessoas da 

comunidade e ambiente hospitalar, correspondendo a altas taxas em todo o 

mundo26. 

A incidência de infecções causadas por MRSA na China é de 

aproximadamente 50%41. Hospitais dos EUA, Canadá e Europa identificaram S. 

aureus como responsável por 22% das infecções sanguíneas, 23,2% das infecções 

do trato respiratório, e 39,2% das infecções de pele e mucosas42, com mortalidade 

associada a taxas entre 20% e 40%43. 

Kahsay et al. (2014)5 constatou que 49,7% das infecções de sítio cirúrgico na 

Etiópia são causadas por MRSA. Já na Índia, Vijayamohan e Nair (2014)44 

identificaram 22,2% de MRSA causando infecção.  

Na maioria dos hospitais da Ásia, MRSA são endêmicos representando uma 

taxa de 28% em Hong Kong e Indonésia e maior que 70% na Coréia45.  

No Brasil, 20% das bacteremias são causadas por S. aureus e 

aproximadamente 50% desses isolados apresentam resistência a meticilina15. 

Amostras clínicas de um hospital de Caico, Rio Grande do Norte, Brasil, foram 

analisadas por Almeida et al. (2014)18. Dos 125 pacientes, 64,80% eram colonizados 

por bactéria do gênero Staphylococcus spp., 20% eram S. aureus, das quais 32% 

eram resistentes a meticilina. Este estudo mostrou também uma associação entre a 

colonização do paciente com o desenvolvimento de pneumonia, onde dos pacientes 



18

colonizados por MRSA, 75% apresentava uma ou mais comorbidades, 25% tinham 

câncer ou diabetes, 50% tinham doença cardiovascular e 50% foram a óbito. 

Estudo realizado por Santos et al. (2010)46 para identificar a colonização por 

S. aureus em pacientes admitidos no Hospital de Clínicas de Porto Alegre, Rio 

Grande do Sul, Brasil, envolveu 473 pacientes, entre eles 297 adultos e 176 

crianças. A prevalência de colonização por MRSA foi de 6,1% na população adulta e 

2,3% em crianças. A colonização em adultos foi relacionada à internação prévia e 

faixa etária em torno de 60 anos. A identificação da colonização de pacientes por 

MRSA é um passo para que padrões de controle de disseminação entre pacientes 

sejam estabelecidos no ambiente hospitalar, evitando possíveis surtos.  

As elevadas taxas de infecções ocasionadas por MRSA acometendo 

indivíduos principalmente em ambiente hospitalar pelo mundo evidencia a 

necessidade de estudos constantes. O estudo molecular desses microrganismos 

auxilia na determinação da distribuição epidemiológica e caracterização genética 

com relação à incidência de tipos se SCCmec em determinadas regiões. 

 

 

1.7 Distribuição dos tipos de SCCmec 

 

Tipos de SCCmec são geograficamente distribuídos, porém, variações com 

relação a incidência dos mesmos podem ocorrer. Em Porto Alegre, estudos com 

isolados de MRSA determinaram uma incidência de SCCmec tipo III, seguido pelo 

tipo I46,47. 

Perez e colaboradores estudaram isolados oriundos dos principais hospitais 

de Porto Alegre e também encontraram SCCmec tipo III como sendo o tipo mais 

incidente47. 

Reiter e colaboradores48 verificaram incidência do tipo III em pacientes com 

fibrose cística e pacientes não portadores da doença apresentaram uma maior 

diversidade com relação aos tipos de SCCmec presentes nos isolados de MRSA 

causando infecções.  Destes, 31/89 (35%) carreavam tipo I, 44/89 (49%) tipo III.  

Observando a distribuição global de SCCmec, na Suíça, estudos revelaram 

incidência do SCCmec tipo IV (42,9%), o tipo II foi o segundo encontrado com maior 

frequência (19,5%), tipo I com 18,2% e o III como sendo o menos incidente 

representando 7,8%49. 
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Em Israel, foram encontrados resultados semelhantes com o relatado acima, 

onde tipos II, V e IV de SCCmec corresponderam 29,4% dos isolados, tipo I com 

11,8% e nenhum isolado apresentando SCCmec tipo III50.  

Na Espanha, 135 isolados de MRSA foram analisados, destes, 87,4% 

apresentavam SCCmec tipo IV, 6,6% tipo I e 5,2% tipo III51. 

Já na África do Sul, observamos uma mudança nesse perfil de incidência dos 

tipos de SCCmec, onde foram encontrados com maior frequência tipo II (67%) nos 

97 isolados de MRSA analisados em um hospital, com uma incidência muito baixa 

para os tipos IV (4%) e o tipo III como sendo o segundo de maior frequência (14%)52. 

Com os resultados acima citados, de estudos escolhidos justamente por 

serem realizados nas mais distintas regiões do mundo podemos constatar que a 

variação na distribuição dos tipos de SCCmec depende de fatores, como: de região 

para região, ao longo do tempo e da população estudada. 

 

 

1.8 Técnicas moleculares 

 

A reação em cadeia polimerase (PCR) é a técnica mais utilizada para 

replicação de sequencias específicas do DNA, sendo utilizada para análises 

genéticas53. Essa técnica envolve amplificação de uma sequencia do DNA usando 

primers capazes de hibridizar sítios cromossomais. Os primers são utilizados 

conforme a sequencia que se deseja amplificar. PCR possui baixo poder 

discriminatório se comparado ao PFGE, porém, é uma técnica de fácil 

reprodutibilidade, podendo ser utilizada para diferenciação e tipagem rápida de 

isolados54. 
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2. OBJETIVOS 

 2.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar molecularmente isolados clínicos de Staphylococcus aureus 

resistentes a meticilina (MRSA) oriundos de um hospital geral no Sul do Brasil. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

Através de reação em cadeia polimerase (PCR), detectar a presença do gene 

mecA e determinar o tipo de SCCmec presente nos MRSA. 
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3. JUSTIFICATIVA 

A caracterização molecular bacteriana vem se consolidando como ferramenta 

chave na construção do conhecimento da epidemiologia das infecções associadas à 

assistência à saúde. MRSA é reconhecido mundialmente como um dos principais 

agentes causadores dessas infecções. 

Embora cada região tenha uma incidência de tipos de SCCmec específicos, 

essa caracterização sofre evolução constante pela facilidade de transferência de 

material genético entre os microrganismos.  

As mudanças regionais relatadas ao longo dos anos relacionadas aos tipos 

de SCCmec predominantes, eleva a importância de um monitoramento molecular de 

isolados causando infecções, para que se estabeleçam estratégias de controle de 

disseminação e tratamento dessas infecções.  
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Abstract 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an opportunistic 

pathogen that affects public health representing the most common infections related 

to health care and community. MRSA infections are classified as health care-

associated MRSA (HA-MRSA) and community-associated MRSA (CA-MRSA) 

defined by the bacteria genetic profile. This study conducts a molecular 

characterization of eighty-one MRSA isolates from a hospital in Porto Alegre, RS, 

Brazil, in a period from January to June of 2012. A multiplex PCR was performed to 

determine the SCCmec types. From the 81 isolates, 24 (30%) were type I, 10 (12%) 

type II, 21 (26%) type III, 4 (5%) type IVa, 12 (15%) isolates were type IVc, 1 isolate 

was type I and IVc (1%) and 1 was type III and IVc (1%) simultaneously, while non-

typable isolates corresponded to 8 isolates (10%). However most of the isolates were 

carrying SCCmec types related to HA-MRSA, the results reveal a change in the 

epidemiology, considering the decrease of the incidence of SCCmec type III and the 

increase of isolates being typed as SCCmec I. 

Keywords: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus, Molecular Typing, 

Polymerase Chain Reaction 

Introduction 

Staphylococcus aureus is a microorganism responsible for a wide variety of 

infectious diseases (Gelatti et al., 2013). Methicillin resistance in staphylococci is 

mainly due to the expression of the mecA gene, which specifies penicillin binding 

-lactams (Vitali et al., 

2014). This gene is located on the staphylococcal cassette chromosome mec 

(SCCmec), a mobile genetic element (Valsesia  et al., 2010). The SCCmec has been 
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classified in 11 types (I XI) until now (Mohammadi et al., 2014), however only type I-

V are globally distributed (Vitali et al., 2014). 

Differences in SCCmec elements are classified and characterized according to 

combinations in cassette chromosome recombinase (ccr), the mec complex and the 

junkyard region (Vitali et al., 2014, Hirmatsu et al., 2001). 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an important pathogen 

of public health representing the most common bacteria in infections related to health 

care and community (Gelatti et al., 2013, Mohammadi et al., 2014). The rapid 

identification of the bacteria provides the successful control of the infection (Senda et 

al., 2014).  

Therefore, MRSA infections are classified as health care-associated MRSA 

(HA-MRSA) and community-associated MRSA (CA-MRSA) (Gelatti et al., 2013, 

Mohammadi et al., 2014). Infections caused by CA-MRSA isolates are usually 

associated with healthy people and are epidemiologically defined depending on two 

situations: if collected from outpatients or if collected up to 48 hours after hospital 

admission. Regarding to the genetic profile described, the most common SCCmec 

types are IV and V (Valsesia  et al., 2010, Gelatti et al., 2013, Senda et al., 2014).  

On the other hand, HA-MRSA is associated with a longer period of 

hospitalization, previous use of antibiotic and epidemiologically related to SCCmec 

types I, II and III (Valsesia et al., 2010). 

This study evaluated the occurrence of SCCmec types I to V in clinical isolates 

of MRSA. 

Materials and Methods 

Eighty-one isolates were collected at Conceição Hospital Group (GHC) in 

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.  

The study included isolates from January to June of 2012 previously identified 

at the Central Laboratory of the hospital. The isolates were collected from different 

sites of patients that present infection symptoms, regardless of the age. Among the 

sites we can mention tracheal aspirate, sputum, urine, secretions of wounds, 

abscesses and blood. 

After DNA extraction, all MRSA isolates were submitted to a PCR for 

molecular confirmation of the presence of the genes investigated. The DNA 

extraction, a PCR to investigate the presence of mecA gene and a multiplex PCR 

using the SCCmec type I V according to Zhang et al. (2005) were made. Isolates 
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were also confirmed by genus and specie by phenotypic methods through the 

presentation of positive biochemical tests for coagulase and DNAse. 

Control strains for SCCmec type I NCTC10442, type II N315, type III 

NCTC85/2082, type IVa CA05, type IVb 8/6-3P, type IVc MR-108, IVd JCSC4469 

and for type V JCSC3624 were used. 

Results 

The isolates included in the study were positive for the mecA gene, confirming 

the resistance of bacteria to methicillin, which is given by the expression of this gene. 

Twenty-four isolates were type I (30%), 10 type II (12%), 21 type III (26%), 4 type IVa 

(5%), 12 isolates type IVc (15%), 1 isolated type I and IVc (1%) and 1 was type III 

and IVc (1%) simultaneously, while non-typable isolates corresponded to 8 isolates 

(10%). Isolates were considered non-typable when there was no amplification for the 

primers tested. Table 1 

Discussion  

Data demonstrated that infections related with HA-MRSA SCCmec types are 

still prevalent in health care, where type I was the most frequently found, followed by 

type III. Type IVc had a significant number of isolates and it is associated with 

infections caused by CA-MRSA. 

Gelatti et al., 2013 performed a study with MRSA isolates from others health 

care centers in Porto Alegre finding predominance of SCCmec type III (60%), 

followed by type I (36.7%).  It was possible to observe a percentage similarity 

regarding to SCCmec types related to HA-MRSA with a small change in the 

predominant type.   

Also related with isolates from Porto Alegre, Becker et al., 2012 performed a 

study with thirty isolates of 2008. The incidence found was SCCmec type III with 

eighteen isolates (60%) clonally related with Brazilian epidemic clone, and eleven 

isolates (36.7%) harboring SCCmec type I closely related to the Cordobes/Chilean 

clone. The present study shows changes in the types of SCCmec in the clinical 

isolates at the studied hospital. This fact must be investigated more closely in order 

to determine if the prevalence of Brazilian epidemic clone is being replaced by other 

clones in hospitals from Porto Alegre. 

A study involving the three largest hospitals in Porto Alegre (Clínicas Hospital, 

Conceição Hospitalar Group and Santa Casa de Misericórdia) was conducted by 

Perez et al., 2008. In this study, 9 blood isolates from MRSA were obtained from 
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August to December of 2004. About this isolates, 8 harbored SCCmec type III and 

one were non-typable. We could also observe the change occurred in the incidence 

of certain types of SCCmec in the hospital environment. 

 

Table 1 SCCmec typing of MRSA isolates. NT: non-typable 

SCCmec N (%) 

I 24 (30) 

II 10 (12) 

III 21 (26) 

IVa 4 (5) 

IVc 12 (15) 

I e IVc 1 (1) 

III e IVc 1 (1) 

NT 8 (10) 

Total 81 

  

Reiter et al., 2010 analyzed 364 isolates of Staphylococcus aureus from 

inpatients of Clínicas Hospital in Porto Alegre, RS, Brazil. The study includes cystic 

fibrosis (CF) patients and non-cystic fibrosis. 104 (45%) S. aureus isolates were 

obtained from CF patients and 57 (45.5%) of these isolates were identified as MRSA. 

Among the isolates of non-CF patients, 89 (35%) were MRSA. All isolates of CF 

patients harbored SCCmec type III and one isolate harbored type I and II 

simultaneously. Isolates from non-CF patients, 31/89 (35%) harbored type I and 

44/89 (49%) harbored type III with also one isolate harboring type I and II 

simultaneously.  In the present study, we analyzed MRSA isolates from inpatients 

with the most distinct comorbidities not reported also causing infection. The 

molecular characterization also provided the observation of the change in the types 

of SCCmec circulating in the hospital. This study found incidence of isolates from 

GHC harboring SCCmec type I. It shows the importance of conducting 

epidemiological studies involving different hospitals in the same city to confirm the 

epidemiology change by the circulating SCCmec types. 

Non-typable isolates probably occurs when there is some variation in the 

disposition of genetic elements inserted in the SCCmec, causing variants of the most 

frequently types or even new types that have not been reported suggesting the need 

to analyze other SCCmec types reported to date (VI to XI) (Martins et al., 2014). This  
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Predominance of SCCmec types related to HA-MRSA found in this study 

confirms the infection occurred with circulating MRSA in the hospital environment, 

reinforcing the need of sanitizing hands and extreme caution in patient care. 

Precautionary measures related to contact avoid outbreaks due to the spread of 

bacteria (Senda et al., 2014). 

In conclusion, the molecular characterization of MRSA isolates makes 

possible to determine the changes in the types of SCCmec found in MRSA isolates 

causing infections in Porto Alegre, Southern Brazil. 
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5. CONCLUSÃO 

Com o presente estudo conclui-se que há incidência de Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina causando infecções relacionadas à assistência à 

saúde carregando SCCmec característicos dentro do Grupo Hospitalar Conceição 

(GHC) de Porto Alegre, RS, Brasil, sendo eles tipo I, II e III caracterizados como HA-

MRSA. Com isso, a tipagem molecular de SCCmec e a correlação com a fonte da 

infecção, sendo ela hospitalar ou comunitária, ainda podem ser ferramentas úteis 

para a determinação da epidemiologia das infecções. 

Constatou-se uma mudança na incidência de tipos de SCCmec. O presente 

estudo relatou que a maioria dos isolados clínicos analisados apresentavam 

SCCmec tipo I, diferente de relatos na literatura com estudos envolvendo hospitais 

gerais também da cidade de Porto Alegre, onde a incidência estava relacionada ao 

tipo III de SCCmec. Essa mudança pode estar relacionada com a transferência 

genética de elementos móveis que combinados formam o Staphylococcal cassette 

cromosome mec. 

Podemos observar que isolados caracterizados como CA-MRSA não estão 

causando infecções de forma significativa dentro do ambiente hospitalar, onde há 

baixa incidência de isolados carreando tipos de SCCmec específicos. 

Com isso, conclui-se que as infecções ainda devem ter seu agente infeccioso 

identificado o mais rápido possível, visto que os tipos de maior incidência são 

caracterizados como multirresistentes, para escolha terapêutica adequada, evitando 

gastos desnecessários por parte do hospital, disseminação do microrganismo no 

meio e morte do paciente decorrente da falha dos processos. 
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RESUMO 
 
Justificativa e Objetivos: O aumento na incidência de microrganismos 

multirresistentes aliado ao surgimento de novos mecanismos de resistência 
bacteriana tem dificultado o tratamento de infecções relacionadas à assistência à 
saúde (IRAS). Staphylococcus aureus tem apresentado limitações terapêuticas 
devido a grande prevalência de isolados resistentes à meticilina (MRSA). A 
constante evolução dos microrganismos em relação à suscetibilidade aos 
antimicrobianos disponíveis e a rápida disseminação dos mesmos exige a 
introdução de novas drogas na prática clínica a fim de controlar infecções causadas 
por microrganismos multirresistentes. Nos últimos anos, desenvolveu-se um número 
limitado de novos antimicrobianos, dentre eles estão as cefalosporinas de 5ª 
geração, ceftarolina e ceftobiprole, que têm se mostrado eficazes contra isolados de 
MRSA. O objetivo deste estudo foi realizar uma revisão na literatura em relação às 
características e evolução da resistência em S. aureus, bem como uso de novos 
antimicrobianos na prática clínica, caracterizando as principais vantagens e 
limitações das atuais alternativas terapêuticas. Métodos: Foi realizada uma revisão 
bibliográfica em base de dados virtuais, utilizando como descritores cefalosporinas. 
Staphylococcus aureus resistente à meticilina e terapia combinada. A busca foi 
realizada nas bases de dados MEDLINE e Scielo com trabalhos publicados até o 
mês de julho de 2014. Resultados: Foram selecionados 9 artigos científicos 
publicados em periódicos nacionais e internacionais para análise. Conclusão: 
Conclui-se que as cefalosporinas de 5ª geração constituem uma opção terapêutica 
viável devido aos resultados satisfatórios revelados em diferentes estudos frente ao 
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tratamento de infecções, cabendo a cada hospital, determinar e adaptar na sua 
prática clínica, o uso das novas opções de tratamento de infecções causadas por 
MRSA.  

Palavras chave: Cefalosporinas. Staphylococcus aureus resistente à 
meticilina. Terapia Combinada. 

SUMMARY 
Background and Objectives: The increased incidence of multiresistant 

microorganisms allied with the emergence of new mechanisms of bacterial resistance 
has ted treatment-related health care infections. Staphylococcus aureus has shown 
therapeutic limitations due to high prevalence of isolates resistant to methicillin 
(MRSA). The constant evolution of microorganisms in relation to antimicrobial 
susceptibility and rapid dissemintaion requires the introduction of new drugs in 
clinical practice to control infections caused by multiresistant microorganisms. In 
recent years, it has developed a limited number of new antimicrobial agents, among 
them are the 5th generation cephalosporins, ceftobiprole and ceftarolina, which have 
proven effective against MRSA isolates. The aim of this study was to review the 
literature about the characteristics and evolution of resistance in S. aureus, and 
about new antimicrobials used in clinical practice, featuring the main advantages and 
limitations of current treatment options. Methods: A literature review was performed 
in the MEDLINE and Scielo with papers published until the year 2014 survey was 
grouped according to the thematic focus following: cephalosporins,  methicillin-
resistant Staphylococcus aureus and combined modality therapy. Results: 9 papers 
published in national and international journals were selected for analysis. 
Conclusion: It is concluded that cephalosporins 5th generation is a viable 
therapeutic option due to the satisfactory results reported in different studies to the 
treatment of infections, with each hospital, determine and adapt in their clinical 
practice, the use of new options treatment of MRSA infections. 

Keywords: Cephalosporins. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus. 
Combined Modality Therapy. 
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6. 4 ANEXO C 

 

APRESENTAÇÃO DE RESUMOS EM EVENTOS CIENTÍFICOS 

 

 

4º Simpósio Internacional de Microbiologia Clínica, Sociedade Brasileira de 

Microbiologia, João Pessoa, Paraíba, Brasil 

23 - 24 de outubro de 2014 
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4º Simpósio Internacional de Microbiologia Clínica, Sociedade Brasileira de 

Microbiologia, João Pessoa, Paraíba, Brasil 

23 - 24 de outubro de 2014 
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113th General Meeting, American Society for Microbiology, Denver, Colorado 

18 - 21 de maio de 2013 
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4th Conference on Enterococci, American Society for Microbiology, 

Cartagena, Colômbia 

5 - 7 de março de 2014 
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40º Congresso Brasileiro de Análises Clínicas, Sociedade Brasileira de 

Análises Clínicas, Costão do Santinho, Florianópolis, Brasil 

16 - 19 de junho de 2013 

 

  



58

Molecular epidemiology of Staphylococcus aureus with hetero-
resistance to vancomycin (hVISA) in southern Brazil 

SILVEIRA, A.C.O.1,2; CUNHA, G.R.1; BATISTA, B.G.1; CAIERÃO, J.1; 
1 

1Laboratório de Cocos Gram Positivos, Universidade Federal de Ciências da 
Saúde de Porto Alegre  RS 

2Departamento de Ciências Farmacêuticas, Fundação Universidade Regional 
de Blumenau  SC 

 
Objectives: To determine the epidemiological and molecular characteristics of 

twelve Staphylococcus aureus isolates presenting hetero-resistance to vancomycin 

(hVISA) in laboratories of two cities of Santa Catarina, southern Brazil. Methods: 

Epidemiological data including the city of isolation, health institution, and date of 

isolation were considered, as well as the associated clinical specimen. For molecular 

characterization, we analyzed the types of staphylococcal cassette chromosome 

(SCCmec), the presence of the erm gene (in cases of inducible clindamycin 

resistance profiles) and the genomic diversity of isolates, using pulsed field gel 

electrophoresis (PFGE). All isolates were characterized as methicillin-resistant 

(MRSA) through the use of cefoxitin disk, according to the recommendations of CLSI. 

The twelve isolates of S. aureus were previously confirmed as presenting hVISA 

using the technique of population analysis profile (PAP), and were collected between 

November 2009 and November 2012. The criteria used to consider an isolate as 

community was the isolation of the bacteria in the first 48 hours of hospitalization. For 

determination of SCCmec, multiplex PCR was performed, identifying sub-types I to V. 

The search for erm gene was made by simplex PCR. Results: Among the isolates, 

nine were recovered in Florianopolis and three in Blumenau; eleven were associated 

to the hospital environment and one was isolated in  community (Florianopolis). The 

anatomical sites of isolation included tracheal aspirate (n=5), osteomyelitis (n=4), 

surgical wound (n=1), skin lesion (n=1), and blood (n=1). Two isolates presented type 

I SCCmec, seven had type II, and two were positive for type III. It should be noted 

that  one isolate presented two type of SCCmec (I and II) and two isolates were not 

typeable. The isolate from the community had type II SCCmec. Only three isolates 

showed inducible clindamycin resistance, all carrying gene ermA. Considering 

genetic variability, three clones were detected: the main one (clone A) composed of 

four isolates and two other clones (B and C) with two isolates each. In clone A, two 

isolates presented identical band patterns and they were related to the same 

hospital, with an interval of fifty-seven days between the isolation of both. The other 
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isolates of this clone showed no epidemiological link between them, since they were 

isolated in different hospitals and had no temporal relationship. The other two clones 

showed no detectable epidemiological relationship. Conclusion: Contrary to 

expectations (type IV SCCmec), the community-associated S. aureus showed type II 

SCCmec. hVISA recovered in Santa Catarina State, from 2009 to 2012 had, in 

general, heterogeneous genomic patterns by PFGE results, which is in accordance 

to the fact that these isolates had little or no epidemiological relationship among 

them. Fitness required to maintain hVISA phenotype may explain the absence of 

clonal spread.  
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