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RESUMO

Objetivos:  (i)  avaliar  a prevalência de portador nasal  de  Staphylococcus aureus e  S. aureus 
resistentes à meticilina (MRSA) em crianças que frequentam  centros municipais de educação 
infantil  (CMEIs)  no  município  de  Goiânia;  (ii)  determinar  os  potenciais  fatores  de  risco 
relacionados  com a  colonização  nasal  por  estes  patógenos;  (iii)   caracterizar  os  isolados  de 
MRSA circulantes nos CMEIS utilizando métodos de tipagem molecular. Material e Métodos: 
No período compreendido entre agosto e dezembro de 2005,  swabs nasais foram coletados de 
crianças menores de cinco anos de idade atendidas em 62 CMEIs do município. Informações 
clínicas e sócio-demográficas associadas à aquisição de  S. aureus e MRSA foram obtidas por 
meio de questionários aplicados aos pais ou responsáveis e analisadas por meio de regressão 
logística. Os  swabs foram processados seguindo metodologia padronizada para identificação e 
isolamento de S. aureus, incluindo fermentação em agar manitol, coloração de Gram, prova da 
catalase, produção de coagulase em tubo e  DNAse. A confirmação da espécie foi realizada pela 
amplificaçao do gene  femB por reação em cadeia da polimerase (PCR). A presença do gene 
mecA foi detectada por PCR e os isolados positivos foram identificados como MRSA. O perfil 
de suscetibilidade para estes isolados foi determinado pelo método de disco difusão. Métodos de 
tipagem molecular como PFGE, MLST, spa typing e SCCmec multiplex PCR foram utilizados 
para  caracterização  dos  MRSA  isolados.  Resultados: Entre  os  1.192  swabs  coletados,  371 
(31,12%) foram positivos para o isolamento de S. aureus e 14 (1,17%) foram identificados como 
MRSA. Os fatores independentemente associados com um risco siginificativo para colonização 
com S. aureus foram: crianças acima de dois anos de idade (OR=1.83; 95%CI 1.27-2.65) e ter 
frequentado outra creche (OR= 1.48; 95%CI 1.01-2.16). Alto grau de escolaridade da mãe foi um 
fator protetor para a colonização nasal com S. aureus. (OR=0.43; 95%CI 0.23-0.80).  Crianças 
portadoras de MRSA tinham um número maior de irmãos mais novos quando comparadas com 
as crianças não colonizadas com MRSA (p=0,013). Uma linhagem genética predominante foi 
identificada compreendendo 8 dos 14 MRSA isolados. Esta linhagem foi caracterizada com um 
perfil  multirresistente,  SCCmec tipo IIIA, ST239 e  spa type  t037 e subtipos compartilhando 
82,7% de similaridade genética com o Clone Brasileiro. Uma cepa MRSA foi classificada como 
SCCmec tipo V e ST1120. Esta cepa apresentou características genéticas de CA-MRSA embora 
tenha sido recuperada de uma criança com fatores de risco para aquisição de HA-MRSA. O 
restante das cepas MRSA apresentaram composição genética bastante diferenciada. Conclusões: 
Crianças  atendidas  nos  CMEIS do nosso  município  são frequentemente  colonizadas  com  S. 
aureus e embora a prevalência para MRSA tenha sido baixa, elas representam vetores potenciais 
de disseminação de patógenos resistentes para nossa comunidade. Adicionalmente, a detecção de 
uma linhagem de MRSA associada a instituições de saúde circulando entre os CMEIs pode estar 
sinalizando  uma  rota  de  transmissão  cruzada  destes  microrganismos  entre  hospitais  e 
comunidade.    



ABSTRACT

Objectives: (i) to assess the prevalence of  Staphylococcus aureus and methicillin-resistant  S.  
aureus (MRSA)  nasal  carriage  in  children  attending  municipal  childhood  education  centers 
(CMEIs) in the municipality of Goiânia, (ii) to determine the potential risk factors related to 
nasal colonization by these pathogens, (iii) to characterize MRSA isolates circulating in CMEIS 
using molecular typing methods. Methods: In the period between August and December 2005, 
nasal swabs were collected from children under five years old attended in 62 CMEIs the council. 
Clinical  and socio-demographic information associated with the acquisition of  S. aureus  and 
MRSA were obtained through questionnaires applied to parents or guardians and analyzed using 
logistic regression. The swabs were processed following standard methods for identification and 
isolation of S. aureus, including fermentation on mannitol agar, Gram-staining, the catalase test, 
coagulase production and DNAse. Confirmation of the species was performed by amplification 
of gene femB by polymerase chain reaction (PCR). The presence of mecA gene was detected by 
PCR and the positive isolates were identified as MRSA. The profile of susceptibility to MRSA 
isolates was determined by disk diffusion method. Molecular typing methods such as PFGE, 
MLST,  spa typing and SCCmec  multiplex PCR were used to characterize of MRSA isolates. 
Results: Of the 1192 swabs collected, 371 (31.12%) were positive for the isolation of S. aureus 
and 14 (1.17%) were identified as MRSA. The factors independently associated with a risk for 
colonization with S. aureus were children over two years of age (OR = 1.83, 95% CI 1.27-2.65) 
and  previous  DCC  attendance  (OR  =  1.48;  95%  CI  1.01-2.16).  Mother’s  high  degree  of 
education was a protective factor for nasal colonization with S. aureus (OR = 0.43, 95% CI 0.23-
0.80).  Children carrying MRSA had younger  siblings compared to children not colonized by 
MRSA  strains  (p=0.013).  A  dominant  lineage  was  identified  including  8  of  the  14  MRSA 
isolates. This cluster was characterized with a multidrug resistant profile, SCCmec type IIIA, 
ST239 and spa type t037 and subtypes sharing 82.7% genetic similarity with the Brazilian clone. 
A MRSA strain was classified as SCCmec type V and ST1120. This strain showed features of 
CA-MRSA although has been recovered from healthy a child with risk factors for HA-MRSA 
acquisition. The remaining MRSA strains showed different genetic composition.  Conclusions: 
Children attending in CMEIS of our city are often colonized with  S. aureus  and although the 
prevalence of MRSA was low, they represent potential vectors of spread of resistant pathogens 
to our community. In addition, the detection of HA-MRSA lineage circulating between DCCs 
may be signaling a route of cross-transmission of MRSA between hospitals and community.



1.Introdução

1.1. Agente etiológico

O  Staphylococcus aureus pertence ao gênero  Staphylococcus,  família  Micrococcaceae, 

sendo  o  patógeno  mais  importante  entre  os  estafilococos.  Estes  microrganismos  são  cocos 

gram-positivos, medindo de 0,5 a 1,5 µm de diâmetro, os quais podem apresentar-se isolados, 

aos  pares,  em  cadeias  curtas  ou  em  grupos  em  forma  de  cachos  irregulares.  As  células 

bacterianas de S. aureus são imóveis, não-esporuladas, desenvolvendo-se melhor em atmosfera 

aeróbia.  Macroscopicamente,  suas  colônias  em  meio  sólido  são  usualmente  lisas  e  algo 

convexas com a borda contínua. Algumas colônias de S. aureus podem apresentar pigmentação 

amarelo ou amarelo-alaranjado, enquanto outras podem ser esbranquiçadas ou acinzentadas. S.  

aureus também  podem  produzir  uma  zona  difusa  de  hemólise  ao  redor  das  colônias, 

evidenciada após incubação prolongada (Kloos, 1997; Koneman et al., 2006).

Desde a sua descoberta,  em 1880 (Ogston,  1881), o  S.  aureus tem sido reconhecido 

como um dos principais patógenos humanos, reponsável por processos infecciosos que incluem 

infecções  cutâneas,  infecções  do  trato  genito-urinário,  infecções  dos  sistemas  respiratório  e 

nervoso  central,  bacteremias,  doenças toxinogênicas  e  infecções  associadas  com dispositivos 

intravasculares.  Adicionalmente,  são  importantes  patógenos  de  infecções  hospitalares  e 

comunitárias (Cohen, 1986; Lowy, 1998).

1.2.  Determinantes da colonização do S. aureus

O S. aureus é um constituinte da microbiota humana podendo ser isolado de múltiplos 

sítios corporais, sendo as narinas anteriores o nicho de colonização mais frequente (Kluytmans et 

al., 1997; Kluytmans & Wertheim, 2005). Cerca de 20 a 40% da população humana é portadora 

nasal de S. aureus (Bischoff et al., 2004, Wertheim et al., 2004; Mainous et al., 2006; van Belkun 

et al., 2009). Acredita-se que os mecanismos envolvidos na determinação do estado de portador 

nasal de S. aureus seja multifatorial, envolvendo características genéticas do hospedeiro, fatores 

bacterianos e ambientais (Cole et al., 2001; Peacock et al., 2001; Nouwen et al., 2004; Sivaraman 

et  al.,  2008).  A  colonização  nasal  é  um  evento  dinâmico  que  pode  ocorrer  logo  após  o 

nascimento  e  durante  toda  a  vida,  favorecendo  episódios  de  infecção.  Vários  estudos  tem 

estabelecido  uma  relação  causal  entre  portadores  nasais  de  S.  aureus  e  subsequente 

desenvolvimento de infecções estafilocócicas,  demonstrando, na maioria das vezes, que a cepa 



invasiva é indistinguível da cepa colonizadora (vonEiff et al., 2001; Nouwen et al., 2005; Creech 

et al., 2006; Huang et al., 2007a; Safdar & Bradley, 2008). 

Estudos longitudinais têm distinguido pelo menos três perfis  de portadores nasais em 

indivíduos  saudáveis:  (i)  portadores  persistentes,  aproximadamente  20%  da  população  que 

geralmente está colonizada com uma cepa única de S. aureus por longos períodos de tempo (ii) 

portadores transitórios, aproximadamente 30% da população que alberga várias cepas diferentes 

ao longo do tempo e (iii) não portadores, atingindo aproximadamente 50% da população que 

praticamente não é colonizada com o microrganismo. Esta distinção é importante uma vez que os 

portadores  persistentes  possuem  uma  carga  microbiana  mais  elevada  que  os  portadores 

transitórios  resultando  em  riscos  de  infecção  e  dispersão  aumentados.  Sendo  assim,  a 

identificação dos portadores nasais assume papel fundamental na patogênese e epidemiologia 

destas  infecções  tanto  em ambientes  hospitalares  quanto  comunitários  (VandenBergh  et  al., 

1999; Wertheim et al., 2005). 

Portadores persistentes são mais comuns entre as crianças que os adultos. Nesta condição, 

elas representam vetores potenciais de disseminação bacteriana intra e interfamiliar, com uma 

estreita correlação do estado de portador entre os contactantes. Alguns estudos têm mostrado que 

a maioria dos indíviduos que convivem com um portador nasal de S. aureus compartilham cepas 

genotipicamente idênticas (Peacok et al., 2003; Herwaldt et al., 2003; Huijsdens et al.,  2006; 

Lebon et al., 2008).

Vários  fatores  parecem  ser  determinantes  para  o  estado  de  portador  nas  crianças 

saudáveis. A idade exerce grande influência neste processo, com prevalências de colonização 

mais consistentes nas crianças acima de dois anos de idade. Uma possível explicação para a 

baixa  colonização  nos  primeiros  anos  de  vida  pode  ser  a  competição  entre  Streptococcus 

pneumoniae e  S. aureus ou interferência bacteriana com outros microrganismos presentes na 

cavidade nasal destas crianças (Regev-Yochay et al., 2004). Picos de prevalência de colonização 

por  S. pneumoniae em crianças menores de dois anos e de  S. aureus em crianças mais velhas 

(acima de três anos) têm resultado em uma correlação negativa para co-colonização entre estes 

patógenos (Bogaert et al., 2004; Cheng Immergluck et al., 2004). Número de irmãos mais velhos, 

tamanho da família, amamentação, frequentar creches, mãe fumante e menor grau de instrução 



da mãe também têm sido associados com portador nasal de  S. aureus (Peacock et al.,  2003; 

Lebon et al., 2008).

Estudos mostram que crianças cuidadas por grupos não familiares apresentam índices 

elevados  de  colonização  nasal  com  patógenos  respiratórios  e  predisposição  a  doenças 

respiratórias,  virais  e  bacterianas,  quando  comparadas  com crianças  cuidadas  por  familiares 

(Brady, 2005). Traços comportamentais que favorecem um estrito contato físico combinado com 

quantidades  significativas  de  antibióticos  para  o  tratamento  destas  infecções  têm tornado as 

creches  ambientes  de  seleção  e  amplificação  de  patógenos  resistentes  (Holmes  et  al.,  1996; 

Cordell et al., 1997; Cordell et al., 1999; Huskins, 2000; Lu et al., 2005).  Com o objetivo de se 

identificar  estudos  que  avaliaram a  prevalencia  de  portador  nasal  de  S.  aureus em crianças 

saudáveis que frequentam creches, procedeu-se a uma busca eletrônica nas bases de dados do 

MEDLINE ( National Library of Medicine) e Lilacs, cobrindo o período de janeiro de 1990 a 

março  de  2009.  Foram  utilizados  os  segintes  descritores,  de  forma  combinada,  e  sua 

correspondência em português: “Day-care center”, “Children” e “Carriage”. A tabela 1 sumariza 

os resultados obtidos nos  quais  se observa grande variabilidade nas taxas de portador de S.  

aureus (13,4-48,7%).  A maioria dos estudos sao de amostras coletadas a partir do ano 2000 e 

procedentes do continente asiático, que mostram altas taxas de prevalência de S. aureus nasal.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Brady%20MT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


1.3. Mecanismos de resistência a oxacilina

É provável que  nenhum outro patógeno humano possua versatilidade de estratégias de 

patogenicidade, fatores de virulência e capacidade de sobrevivência e de multiplicação em vários 

ambientes do que o  S. aureus. O imenso “repertório” genético desta bactéria para adaptação a 

mudanças e ambientes hostis pode ser avaliado pelo surgimento de cepas resistentes logo após a 

introdução de antimicrobianos na prática clínica (Oliveira et al., 2002). 

A penicilina foi introduzida na terapêutica clínica no começo da década de 40 e logo após 

sua introdução surgiram diversos relatos de cepas de S. aureus resistentes a este antimicrobiano 

(de Lencastre  et  al.,  2007).  No final  dos anos 40,  mais  de 50% de todos os  isolados,  tanto 

hospitalares quanto comunitários eram resistentes à penicilina (Thornsberry, 1988). Atualmente, 

a  grande  maioria  de  todos  os  S.  aureus invasivos  ou  colonizadores  são  resistentes  a  este 

composto  (Chambers,  2001;  Diekema  et  al.,  2001).  Após  o  desenvolvimento  da  primeira 

penicilina  semi-sintética  resistente  às  β-lactamases  (meticilina)  e  sua  introdução  na  prática 

clínica em 1960, foi observado o mesmo fenômeno. Em 1961 surgiram as primeiras cepas de S. 

aureus resistentes à meticilina (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus – MRSA) (Jevons, 

1961).  Desde  então,  os  MRSA tornaram-se  um desafio  para  a  Saúde  Pública  mundial,  por 

estarem amplamente disseminados em hospitais e comunidade.

Os antimicrobianos que pertencem a classe dos β-lactâmicos atuam inibindo as enzimas 

bacterianas responsáveis pela catalisação da reação de transpeptidação necessária para a união 

das  cadeias  de  peptideoglicano,  constituintes  da  parede  celular.  Estas  enzimas  foram 

denominadas de proteínas ligadoras da penicilina (Penicillin Binding Protein - PBP) por serem o 

sítio-alvo de ligação e possuírem alta afinidade com as penicilinas, análogos estruturais de seu 

substrato.  Quatro PBPs já foram descritas para o S. aureus (Lim & Strynadka, 2002). As PBPs 

1, 2, e 3 são essenciais para o crescimento celular e sobrevivência das cepas suscetíveis, sendo 

inibidas por concentrações muito baixas dos β-lactâmicos. A resistência surgiu pela produção de 



uma PBP adicional, PBP2a ou PBP2΄, uma proteína de 78-kDa, capaz de substituir a função das 

outras  PBPs,  sem prejuízos  à  síntese  da parede celular  na presença  de concentrações  destes 

compostos que seriam letais (Hartman & Tomasz, 1984; Ghuysen, 1994). Consequentemente, a 

resistência  à  meticilina  conferiu  resistência  cruzada  a  todos  os  compostos  β-lactâmicos 

(Chambers, 1997, Lowy, 2003).

A produção desta PBP está relacionada com a aquisição do gene mecA, parte integrante 

de  um  elemento  genético  móvel  denominado  cassete  cromossômico  estafilocócico  mec 

(staphylococcal cassette chromosome mec – SCCmec).  O SCCmec,  também designado como 

ilha genômica ou ilha de resistência antibimicrobiana, integra-se ao cromossomo bacteriano em 

uma sequência específica (bacterial chromosomal attachment site, attBSCC) localizada próxima 

à origem de replicação do  S. aureus, na extremidade 3´ de uma região de leitura aberta (open 

reading frame - ORF) de função desconhecida, denominada orfX (Ito et al., 1999; Katayama et 

al., 2000; Ito et al., 2001; Okuma et al., 2002).  Este elemento é um veículo bem adapatado para 

intercâmbio genético entre espécies estafilocócicas e parece desempenhar papel importante na 

sobrevivência  das  células  bacterianas  em  ambientes  “estressantes”  (Hiramatsu  et  al.,  2001; 

Katayama et al., 2003).

O SCCmec é composto pelo complexo do gene  mec (gene  mecA e seus reguladores) e 

pelo complexo do gene ccr que codifica recombinases responsáveis pela sua mobilidade. Todo o 

restante do material genético deste elemento é denomiando região J (junkyard), que apesar de 

não possuir função definida, sua composição genética é utilizada para classificar o SCCmec em 

subtipos (Katayama et al., 2000; Ito et al., 2001; Katayama et al., 2001; Hiramatsu et al., 2002). 

O complexo do gene mec compreende o gene mecA (2,1kb), seus reguladores mecI e mecRI e a 

sequência  de  inserção  IS431.  O  gene  mecI  e  mecRI  encontram-se  localizados  upstream ao 

operon do gene  mecA. A proteína MecI codificada pelo gene  mecI  impede a transcrição do 

mecA,  na  ausência  de  agentes  β-lactâmicos.  Na  presença  destes  compostos,  o  gene  mecRI 

codifica uma proteína transdutora de sinal, MecRI, que cliva a MecI e induz a transcrição do 

gene  mecA e subsequente produção de PBP2a. Os genes regulatórios podem estar truncados 

pelas sequências de inserção IS431 e IS1272, levando a desrepressão do gene mecA (Ito et al., 

2001; Katayama et al., 2001; Berger-Bachi & Roher, 2002).

Os  tipos  de  SCCmec têm  sido  definidos  pela  combinação  particular  da  classe  do 

complexo do gene mec e do tipo do complexo do gene ccr. Os tipos 1 a 4 do complexo do gene 

ccr  foram descritos  baseados  na  composição  de  cada  um dos  genes  ccrA e  ccrB:  ccrAB1, 



ccrAB2, ccrAB3, ccrAB4 (Ito etal., 2001; Ma et al., 2002). O tipo 5 foi descrito recentemente e 

é composto somente pelo gene da recombinase ccrC (Ito et al., 2004). Para o complexo do gene 

mec, cinco classes têm sido descritas de acordo com sua estrutura genética (Ito et al., 2003; Ito et 

al., 2004): 

• Classe A: mecI-mecRI-IS431

• Classe B: IS1272-ΔmecRI-mecA-IS431

• Classe C: IS431-ΔmecRI-mecA-IS431

• Classe D: ΔmecRI-mecA-IS431

• Classe E: ΔmecRI-mecA-IS431 (há uma deleção de 976 pb no mecRI comparada com a 

classe D)

Ainda há relatos dos subtipos A1-A4 para a classe A e C1-C2 para a classe C do complexo do 

gene mec (Lim et al., 2003; Shore et al., 2005). 

Até o momento, seis tipos de SCCmec são reconhecidos: SCCmec tipo I (34,3 kb, classe 

B do complexo do gene mec e  ccrAB1) detectado no primeiro MRSA isolado no Reino Unido 

em 1961; SCCmec tipo II (53,0 kb, classe A do complexo do gene mec e ccrAB2) identificado 

em uma cepa MRSA denominada N315 isolada no Japão em 1982; SCCmec tipo III (66,9 kb, 

classe A do complexo do gene mec e ccrAB3) descrito na cepa MRSA 85/2082 isolada na Nova 

Zelândia em 1985; SCCmec tipo IV (20,9-24,3 kb, classe B do complexo do gene mec e ccrAB2) 

identificado em cepas MRSA isoladas de infecções comunitárias  na Austrália  no começo da 

década de 90; SCCmec tipo V (classe C2 do complexo do gene mec e  ccrC) descrito  na cepa 

comunitária WIS da Austrália em 2004 e SCCmec tipo VI (classe C2 do complexo do gene mec 

e ccrAB4) identificado em cepas colonizadoras nasais em Portugal e diferenciado do tipo IV em 

2006 (Ito et al., 2001; Daum et al., 2002; Ma et al., 2002; Ito et al., 2003; Hiramatsu et al., 2004; 

Ito  et  al.,  2004;  Oliveira  et  al.,  2006a,b).  Os  SCCmec tipo  I,  IV,  V  e  VI  codificam 

exclusivamente resistência aos agentes β-lactâmicos.  O SCCmec tipo II  contém o plasmídeo 

pUB110 e o transposon Tn554 integrados na região J. Este plasmídeo transporta o gene ant (4´) 

que  codifica  resistência  aos  aminoglicosídeos  (kanamicina,  tobramicina  e  bleomicina)  e  o 

transposon que abriga o gene  ermA responsável pela resistência  constitutiva e  induzível  aos 

macrolídeos,  lincosaminas e estreptograminas  (Leclercq et  al.,  2002). O SCCmec tipo III  foi 



recentemente  reclassificado  como  um  elemento  composto  constituído  de  dois  componentes 

distintos: (i) o SCCmec contendo os complexos do gene  mec  e  ccr, uma cópia do plasmídeo 

pT181 e do pseudo transposon ΨTn554  e (ii) um elemento SCC transportando uma recombinase 

específica  (ccrC),  uma  cópia  do  plasmídeo  pI258  e  do  transposon  Tn554,  denominado 

SCCmercury. O plasmídeo pI258 codifica resistência às penicilinas e metais pesados como o 

mercúrio  enquanto  o  plasmídeo  pT181  codifica  resistência  às  tetraciclinas.  O  transposon 

ΨTn554  codifica  resistência  ao  cádmio  (Chongtrakool  et  al.,  2006;  Kondo  et  al.,  2007). 

Adicionalmente, os S. aureus podem transportar genes de resistência em outros sítios do genoma, 

fora destes elementos genéticos móveis, integrados diretamente no cromossomo ou em outros 

plasmídeos (Lindsay & Holden, 2006; Hanssen & Sollid, 2006).

Figura 1: Esquema representativo da composição estrutural dos SCCmec tipos I a VI identificados em MRSA. Os 

SCCmec  tipos  I,  IV,  V e  VI  não  possuem determinantes  de  resistência  antimicrobiana  além do  gene  mecA, 

enquanto os SCCmec tipos II e III são constituídos por vários transposons  e plasmídeos que codificam resistência 

a outras classes antimicrobianas além dos β-lactâmicos. Adaptado de Deurenberg & Stobberingh, 2008.

O  nível  de  resistência  fenotípica  expressada  para  as  cepas  MRSA  não  parece  estar 

relacionado com a quantidade de PBP2a produzida, sugerindo que a resistência à oxacilina é um 

fenômeno  complexo,  dependente  do  conteúdo  genético  (genetic  background)  da  cepa  em 

questão. Outros fatores além do gene mecA estão envolvidos na modulação desta resistência, os 

quais incluem genes cromossomais, localizados em numerosos sítios do genoma estafilocócico. 

Estes fatores são conhecidos como fem (factor essential for methicillin resistance) ou genes aux 



(auxiliary) e estão implicados na biossíntese do peptideoglicano. Constituintes de uma família de 

peptidil  transferases  não  ribossomais  (família  FemABX),  sintetizam  sequencialmente  um 

interpeptídeo de pentaglicina responsável pela ligação cruzada das cadeias de peptideoglicano da 

parede celular bacteriana em formação (Henze et al., 1993; Ehlert et al., 1997).

O  operon femAB (genes  femA e  femB) codifica duas proteínas citoplasmáticas  de 49 

kDa, FemA e FemB,  as quais compartilham alto grau de homologia de sequência. A inativação 

destes genes reverte a resistência à oxacilina à niveis de suscetibilidade, além de prejudicar a 

produção do septo na separação das células-filhas,  encurtar o interpeptídeo de pentaglicina e 

interferir com a secreção de fatores de virulência, que podem limitar a capacidade do S. aureus 

em causar infecção (Stapleton & Taylor, 2002; Hubscher et al., 2007). A presença destes dois 

genes,  detectados  quase  que  exclusivamente  em  S.  aureus,  vêm  sendo  incorporada  nos 

protocolos  da  reação  em  cadeia  da  polimerase  (Polymerase  Chain  Reaction -  PCR)  para 

identificação de MRSA, como marcadores para confirmação da espécie S. aureus (Kobayashi et 

al., 1994; Jonas et al., 2002).

1.3.1. MRSA associados aos serviços de saúde (HA-MRSA)

A maioria dos MRSA relacionados às infecções em instituições de saude  (healthcare-

associated methicillin-resistant S. aureus, HA-MRSA) tem sido associados com os SCCmec tipo 

I,  II  e  III.  Após o surgimento do primeiro MRSA em um hospital  do Reino Unido,  índices 

aumentados de MRSA foram observados em vários países europeus. Durante a década de 70, 

cepas MRSA disseminaram para a Austrália, Japão e Estados Unidos da América (EUA), sendo 

atualmente  a principal  causa de infecções nosocomiais  no mundo (Grundmann et  al.,  2006). 

Entre 1997 e 1999, o Programa de Vigilância Antimicrobiana SENTRY investigou a prevalência 

mundial de MRSA em hospitais verificando taxas de 23% na Austrália, 67% no Japão, 35% na 

América Latina, 40% na América do Sul, 32% nos EUA e 26% na Europa (Diekma et al., 2001; 

Bell & Turnidge, 2002). Entretanto, nos países da Europa, prevalências de MRSA menores que 

1%  são  encontradas  em  países  da  região  norte  enquanto  prevalências  acima  de  45%  são 

observadas nos países da região sul (Tiemersma et al., 2004). No Brasil, desde a detecção de 

MRSA provenientes de pacientes hospitalizados (Marques et al., 1989), as taxas de prevalência 

têm aumentado alcançando 40 a 60% nos hospitais brasileiros (Oliveira et al., 2001; Beretta et 

al., 2004; Sader et al., 2004; Guilarde et al., 2006).



Os portadores nasais de MRSA têm sido identificados como um importante fator de risco 

para o desenvolvimento de infecções nosocomiais, uma vez que estas infecções podem ser de 

origem  endógena  (Cespedes  et  al.,  2005).  A  maioria  das  infecções  por  HA-MRSA  são 

nosocomiais e se manifestam como complicações de procedimentos hospitalares ou doenças de 

base  resultando  no  aumento  da  morbidade,  mortalidade  e  custos  (Cosgrove  et  al.,  2005; 

Cosgrove, 2006; Kluytmans & Struelens, 2009). Estes patógenos são geralmente introduzidos no 

ambiente hospitalar por profissionais da saúde e/ou pacientes infectados ou colonizados por este 

agente. Uma vez estabelecido no ambiente, o MRSA dissemina-se rapidamente e com frequência 

torna-se o clone predominante, responsável pela manutenção dos elevados índices de infecções 

hospitalares. (Cespedes et al., 2002; Davis et al., 2004). Além disso, um fluxo de disseminação 

bidirecional  entre  contactantes  e  profissionais  da  saúde  tem  sido  determinante  para  a 

reintrodução do MRSA nos hospitais (Wagenvoort et al., 2005).  Em instituições onde o MRSA 

é endêmico, aproxidamente 1-2% dos pacientes hospitalizados tornam-se colonizados e destes 

aproximadamente 40% desenvolvem um episódio de infecção estafilocócica (Boyce, 1992).

A  colonização  ou  infecção  por  MRSA está  associada  a  alguns  fatores  de  risco  que 

incluem  histórico  de  hospitalização,  realização  de  procedimentos  cirúrgicos,  admissão  em 

unidades  de  terapia  intensiva  (UTI),  uso  de  dispositivos  invasivos,  contato  com  indivíduos 

colonizados ou infectados com MRSA e residência em instituições de saúde (Centers for Disease 

Control  and  Prevention  -  CDC  a).  Pressão  seletiva  por  uso  prévio  de  determinados 

antimicrobianos parece ser um dos principais fatores de risco associados com a aquisição deste 

patógeno (Tacconelli, et al., 2008). As principais síndromes clínicas associadas com as doenças 

invasivas por MRSA geralmente são graves e incluem bacteremias, pneumonias, osteomielites e 

choque séptico.  Variações  nas  frequências  de MRSA relacionados  às  infecções  nosocomiais 

dependem diretamente do sítio de infecção, da unidade de internação e da região geográfica em 

estudo (Klevens et al., 2007a).

1.3.2 MRSA asscociados à comunidade (CA-MRSA)

Nos anos 80, os primeiros casos de infecção por MRSA na comunidade foram relatados 

em  grupos  populacionais  específicos  como  usuários  de  droga  intravenosa,  residentes  em 

instituições de saúde e pacientes com frequente contato com instituições de saúde. Embora estas 



infecções tenham ocorrido na comunidade, foram consideradas infecções associadas à assistência 

à saúde, devido à presença dos fatores de risco para aquisição de MRSA (Saravolatz et al., 1982). 

Entretanto,  no  começo  da  década  de  90,  novas  cepas  MRSA  foram isoladas  de  indivíduos 

aborígenes  de comunidades  remotas  na Austrália,   sem os  tradicionais  fatores  de risco para 

aquisição  de  MRSA,  sendo  denominadas  de  CA-MRSA  (community-associated  methicillin-

resistant  S. aureus) (Udo et al.,  1993).  De fato, tem sido observado que os CA-MRSA têm 

evoluído a partir de duas populações distintas: (i) CA-MRSA isolados de indivíduos associados 

com pelo menos um dos tradicionais fatores de risco para aquisição de MRSA e (ii) CA-MRSA 

verdadeiramente comunitários, isolados de indivíduos saudáveis sem qualquer exposição a esses 

fatores  de  risco  (Enright,  2003).  Dados  de  uma  meta-análise  revelaram  que  a  maioria  dos 

indivíduos colonizados com CA-MRSA possuía pelo menos um dos fatores de risco para MRSA 

e  que  a  prevalência  de  CA-MRSA entre  aqueles  indivíduos  sem fatores  de  risco  era  baixa 

(0,24%) (Salgado et al., 2003). 

A mudança epidemiológica do MRSA tornou-se evidente quando infecções associadas a 

este patógeno começaram a ocorrer em crianças e adolescentes saudáveis. Estes isolados têm 

sido recuperados de diversos sítios de infecção ou colonização,  frequentemente  associados a 

surtos  esporádicos  em  grupos  específicos  tais  como  populações  indígenas,  indívíduos 

encarcerados,  desabrigados,  homossexuais,  militares,  participantes  de  esportes  coletivos  e 

crianças que frequentam creches (Boyce, 1998; Groom et al., 2001; CDC, 2003a, b,c; Pan et al., 

2003; Wang et al., 2004; Buescher, 2005; Tenover et al., 2006; Gorwitz et al., 2008). O traço 

comum  destes  grupos  reside  na  alta  intensidade  de  contato  físico  e  condições  precárias  de 

higiene que podem amplificar a transmissão do patógeno na comunidade (Nguyen et al., 2005). 

A maioria  das  manifestações  clínicas  relacionadas  com CA-MRSA são  infecções  de  pele  e 

subcutâneos,  embora  possam  causar  doenças  invasivas,  rapidamente  progressivas  e 

potencialmente  fatais  como pneumonia  necrosante,  sepse  grave e fasciíte  necrosante  (Boyle-

Vavra & Daum, 2007). A virulência diferenciada deste patógeno foi evidenciada pelos quatro 

casos fatais de crianças infectadas com CA-MRSA em Minessota e Dakota do Norte, EUA, no 

ano de 1999 (CDC, 1999).  

Diferentemente  dos  HA-MRSA  convencionais,  CA-MRSA  possuem  resistência 

antimicrobiana restrita aos antibióticos β-lactâmicos, linhagens genotípicas não relacionadas aos 

MRSA hospitalares, SCCmec tipo IV e V e um fator de virulência denominado leucocidina de 

Panton-Valentine (Panton-Valentine Leukocidin - PVL) (Naimi et al., 2003; Vandenesch et al., 



2003; Tacconelli et al., 2004; Maltezou & Giamarellou, 2006; Tristan et al., 2007; Takano et al., 

2008). Notavelmente, a grande diversidade clonal do CA-MRSA comparado com o HA-MRSA 

sugere que várias  linhagens  de  S.  aureus bem adaptadas  à  comunidade  têm habilidade  para 

tornarem-se CA-MRSA. Os genótipos destes isolados geralmente são distintos em diferentes 

localidades geográficas bem como heterogêneos dentro de uma região restrita (Okuma et al., 

2002; O´Brien et al., 2004; Nimmo et al., 2006; Coombs et al., 2006; Feng et al., 2008; Nimmo 

& Coombs et al., 2008).

 Atualmente, não há uma terminologia única e consistente que identifique com precisão 

determinado isolado como CA-MRSA. Vários critérios têm sido utilizados para classificação dos 

isolados  e/ou  infecções  como  comunitárias  (Salgado  et  al.,  2003).  Definições  baseadas  em 

informações clínicas e epidemiológicas dos pacientes e das características microbiológicas do 

isolado têm sido propostas para a classificação de CA-MRSA. Epidemiologicamente, CA-MRSA 

tem sido definido como aquele isolado coletado de pacientes ambulatoriais ou até 48 horas após 

admissão hospitalar, excluindo-se os fatores de risco associados para infecções relacionadas com 

assistência  em saúde (Centers  for  Disease  Control  and Prevention – CDC b;  Salgado et  al., 

2003).  Além  disso,  as  técnicas  de  epidemiologia  molecular  têm  sido  consideradas 

imprescindíveis para definição de isolados como CA-MRSA (Shopsin et al., 2003).

Neste contexto, CA-MRSA têm emergido como um desafio na medicina pediátrica dada 

as  prevalências  aumentadas  de  infecções  nesta  população  e  as  significativas  taxas  de 

morbimortalidade (Buescher et al., 2005). Várias investigações têm observado o aumento notável 

na frequência de recuperação deste patógeno tanto em crianças saudáveis (cepas colonizadoras) 

como  de  vários  sítios  de  infecção,  com  taxas  de  prevalências  variando  de  1  a  17%  para 

portadores nasais e aproximadamente 70% para algumas instituições pediátricas (Herold et al., 

1998; Suggs et al., 1999; Shopsin et al., 2000; Hussain et al., 2000 e 2001; Nakamura et al., 

2002; Creech et al., 2005; Lu et al., 2005; Mishaan et al., 2005; Huang et al., 2005; Alfaro et al., 

2006; Vlack et al., 2006; Heininger et al., 2007; Huang et al., 2007b; Lo et al., 2007; Huang et 

al., 2008; Ko et al., 2008; Lo et al., 2008; Oguzkaya-Artan et al., 2008; Sdougkos et al., 2008). A 

taxa de colonização nasal de MRSA em crianças saudáveis que frequentam creches têm variado 

de  0,2  a  13%,  sendo as  maiores  prevalências  encontradas  nos  países  do  continente  asiático 

(tabela 1).

 Observa-se que o elevado potencial de virulência do CA-MRSA está associado com os 

determinantes da produção de PVL  (genes lukS-PV e lukF-PV) e com os SCCmec tipos IV e V e 



que estes elementos ainda funcionariam como marcadores genéticos estáveis para classificação 

de CA-MRSA (Vandenesch et al., 2003; Moroney et al., 2997; Tristan et al., 2007). PVL é uma 

toxina S. aureus específica que atua preferencialmente sobre os leucócitos produzindo poros na 

membrana celular  e consequente destruição tecidual  (Diep & Otto,  2008).  Esta relação entre 

PVL, SCCmec IV e V e CA-MRSA tem se confirmado em isolados provenientes dos EUA e 

Taiwan  onde estes patógenos parecem ser endógenos (Chen & Huang, 2005; Lo et al., 2006; 

Chen et al., 2007; Davis et al., 2007; Diep et al., 2008; Huang et al., 2008; Takano et al., 2008). 

Entretanto, alguns autores têm relatado que esta associação não é sustentável para todos os CA-

MRSA como visto em isolados da Austrália, Irlanda e Koréia  (O´Brain et al., 2004; Kim et al., 

2007; Rossney et al., 2007; Karahan et al., 2008). Além disso, os determinantes da produção de 

PVL já foram relatados em CA-MRSA albergando os SCCmec tipos I, II e III, bem como em 

cepas de origem hospitalar (Deurenberg & Stobberingh, 2008).

O SCCmec tipo V foi recentemente descrito em amostras recuperadas de infecções de 

pele de indivíduos saudáveis de comunidades remotas na Austrália (Ito et al., 2004; O´Brien et 

al., 2005). Desde então, tem sido observado em CA-MRSA associados com diversas linhagens 

genéticas em localidades geográficas distintas. A tabela 2 sumariza os estudos que detectaram o 

SCCmec tipo V até o momento bem como suas principais características genéticas. A revisão 

bibliográfica sobre o tema foi realizada na base de dados Medline/Pubmed, a partir do ano em 

que  o SCCmec tipo V foi  descrito  (2004),  tendo como palavras-chaves:  “SCCmec type  V”, 

“Type  V” e  “Methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus”.  Observa-se  que  grande  parte  das 

investigações que detectaram este tipo foram conduzidas em países asiáticos como Taiwan e 

Hong Kong, em pacientes hospitalizados e da comunidade, podendo estar ou não associados com 

os determinantes da PVL. É interessante notar que o SCCmec tipo V ainda não foi detectado no 

continente americano. 







Em  Taiwan,  evidências  de  uma  linhagem  de  CA-MRSA  homogênea  e  dominante, 

constituída por Sequence Type (ST) 59  e SCCmec tipo VT, uma variante do tipo V (Boyle-Vavra 

et al., 2005) responsável pela vasta maioria das cepas colonizantes e invasivas, contrapõe-se aos 

isolados  subsequentemente  identificados  na  região  australiana  e  alguns  países  europeus  que 

apresentam maior diversidade genotípica (Feng et al., 2008).

Recentemente, uma nova mudança no cenário epidemiológico do CA-MRSA têm sido 

observada  com  a  migração  destes  patógenos  para  o  ambiente  hospitalar  suplementando  os 

tradicionais  clones  multirresistentes  nosocomiais.  Infecções  por  CA-MRSA  têm  sido 

frequentemente  relatadas  em  pacientes  hospitalizados,  associadas  a  fatores  de  risco  para 

infecções  em instituições  de saúde e  sem relação aparente  com a aquisição do patógeno na 

comunidade (Kertulla et al.,  2005; Seybold et al.,  2006; Huang et al.,  2007c; Klevens et al., 

2007b; Maree et al., 2007; Munckhof et al., 2008; Valentini et al., 2008; Popovich et al., 2008). 

No Brasil, os primeiros casos de CA-MRSA associados a infecções hospitalares foram isolados 

de pacientes com bacteremia em hospitais do Rio Grande do Sul (Ribeiro et al., 2005). Desde 

então, vários relatos têm documentado a disseminação de clones SCCmec tipo IV nos hospitais 

brasileiros (Trindade et al., 2005; Vidal et al., 2009). 

SCCmec tipo IV e V são relativamente os menores elementos genéticos descritos até o 

momento e esta característica parece contribuir para a transferência horizontal destes elementos e 

consequente  disseminação  entre  diversas  linhagens  genéticas.  Adicionalmente,  estes  isolados 

possuem um  fitness  (tempo de geração mais rápido e um painel de fatores de virulência) que 

parecem favorecer a transmissibilidade e adaptabilidade a diversos ambientes como hospitais e 

comunidade (Robinson & Enrigh, 2004; Monecke et al., 2007; Diep et al., 2008). Por outro lado, 

SCCmec tipos I, II e III parecem ter encontrado vias  de escape e adaptação do confinamento 

hospitalar para a comunidade, sendo relatados em indivíduos saudáveis sem exposição prévia aos 

fatores de risco para sua aquisição.  (Sá-Leão et al.,  2001; Charlebois et  al.,  2002; Ko et al., 

2008).  Este intercâmbio genético e epidemiológico do MRSA deve ser esperado em um futuro 

próximo e recebido como um alerta pela comunidade médica e científica, uma vez que a clássica 



distinção entre  HA-MRSA e CA-MRSA está  tornando-se  cada vez  mais  difícil  e  imprecisa. 

Sendo  assim,  novas  propostas  de  categorização  de  MRSA  têm  sido  sugeridas  como  cepas 

“multirresistentes” e “não-multirresistentes”.

1.4. Clones internacionais de MRSA 

Métodos  de  tipagem são ferramentas  úteis  que  podem ser  utilizadas  para  estabelecer 

relações clonais  e evolucionárias  entre os isolados e traçar/rastrear  a disseminação de clones 

bacterianos.  Atualmente,  a  classificação  de  isolados  é  baseada  principalmente  em  métodos 

moleculares  que  usualmente  fornecem  melhor  poder  discriminatório  do  que  os  métodos 

fenotípicos (Trindade et al., 2003; Liao et al.,  2006). Inicialmente, a classificação dos clones 

internacionais de MRSA foi baseada em uma combinação de métodos moleculares específicos 

como  Pulsed Field  Gel Electrophoresis  (PFGE) e análise de plasmídeos (band-based typing 

methods) (Oliveira et al., 2001). PFGE é considerado o método “gold standard” para avaliação 

de  similaridade  genética  e  clonalidade  entre  isolados  devido  ao  seu  elevado  poder 

discriminatório (Tenover et al., 1995). Recentemente, com a disponibilidade e acessibilidade a 

tecnologia de sequenciamento do DNA, vários métodos de tipagem baseados em sequenciamento 

(sequenced-based typing methods) têm sido desenvolvidos e amplamente utilizados, tais como 

Multilocus  Sequence  Typing (MLST)  e  spa  type,  principalmente  para  caracterização  de  S.  

aureus. 

MLST baseia-se na análise de sequências de fragmentos de sete genes constitucionais 

(housekeeping) do S. aureus. Um alelo distinto é atribuído a cada uma das diferentes sequências 

de cada gene resultando em um perfil alélico designado como tipo de sequência (sequence type – 

ST). Isolados que compartilham mais de cinco alelos idênticos são agrupados em um mesmo 

complexo clonal (CC) (Enright et al., 2000). Atualmente, a maioria dos clones circulantes de 

MRSA estão agrupados em cinco grandes linhagens distintas: CC5, CC8, CC22, CC30 e CC45 

(Enright  et  al.,  2002).  spa type  é  um  método  de  sequenciamento  de  um  único  locus que 

determina as variações na sequência da região polimórfica X do gene da proteína de superfície A 

(spa gene) do S. aureus. A diversidade do gene spa consiste no número de pequenas sequências 

de repetição (repeats) contidas na região X. De acordo com o número e tamanho (21, 24 ou 27 

bp)  dos  repeats,  um  motif é  gerado  com o  spa  type correspondente  (Shopsin  et  al.,  1999; 

Harmsen et al., 2003). O diferencial destes métodos reside na imparcialidade e portabilidade dos 



resultados,  os  quais  podem ser  inseridos  em bases  de  dados  digitais  (http://www.mlst.net e 

http://www.ridom.de/spaserver/) permitindo comparações entre sequências de S. aureus descritas 

em diferentes partes do mundo. A concordância entre estes métodos aliados ao PFGE tem sido 

notável  (Faria  et  al.,  2008;  Strommenger  et  al.,  2008).  Após  a  descoberta  do  SCCmec por 

Katayama  e  colaboradores  (2000),  protocolos  de  identificação  dos  tipos  de  SCCmec foram 

desenvolvidos e incorporados aos estudos de epidemiologia molecular de MRSA (Oliveira & de 

Lencastre,  2002).  A  combinação  destes  métodos  tem aprimorado  a  classificação  do  MRSA 

permitindo estabeler relações filogenéticas de ancestralidade dos grandes clones epidêmicos de 

MRSA.

As cinco principais linhagens de MRSA descritas inicialmente foram designadas como 

clones  epidêmicos  pela  habilidade  de  causar  infecções,  persistir  localmente  e  se  disseminar 

através de distintas regiões geográficas, inclusive entre continentes. Os cinco clones epidêmicos 

de MRSA (EMRSA) foram denominados de acordo com a região na qual eles foram inicialmente 

detectados ou com alguma propriedade epidemiológica característica de determinada linhagem, 

sendo conhecidos como:  ibérico,  epidêmico brasileiro  (CEB),  húngaro,  Nova Iorque/Japão e 

pediátrico (Oliveira et al., 2002; Gomes et al., 2006).

O clone ibérico foi primeiramente descrito em 1989, relacionado com um surto em um 

hospital de Barcelona, Espanha (Dominguez et al., 1994; Sanches et al., 1995). Caracterizado 

como  ST247-MRSA-I  este  clone  tem  disseminado  entre  vários  países  europeus  incluindo 

Portugal,  Itália,  Reino Unido, Alemanha,  Bélgica,  Suíça,  França e nos EUA (Oliveira et  al., 

2002). Entretanto, a partir da década de 90, ele vem sendo gradativamente substituído por outras 

linhagens clonais, incluindo o clone brasileiro, em hospistais da Espanha e Portugal (Cuevas et 

al., 2007).

Os primeiros representantes do clone epidêmico brasileiro foram isolados na cidade de 

São Paulo, Brasil, em 1992 (Sader et al., 1994). É um dos principais clones multirresistentes 

caracterizado como ST239-MRSA-IIIA, tendo sido documentado entre os cinco continentes. Na 

América Latina, elevadas prevalências do mesmo foram observadas em instituições de saúde da 

Argentina, Chile, Uruguai e México. Adicionalmente, foram relatados  em Portugal, Espanha, 

Itália, Grécia, República Theca, China e Taiwan (Aires de Sousa et al., 2001, Oliveira et al., 

2002; Aires de Sousa et al., 2003a,b). No Brasil,  os primeiros estudos que identificaram este 

clone  já  indicavam sua  predominância  entre  os  MRSA genotipados  (Branchini  et  al.,  1993; 

Teixeira  et  al.,  1995).  Esta  notável  habilidade  de  disseminação  foi  corroborada  por  estudos 

http://www.ridom.de/spaserver/
http://www.mlst.net/


adicionais  com elevadas  taxas  de  prevalência  alcançando  mais  de  80% em vários  hospitais 

brasileiros, de norte a sul do país (Oliveira et al., 2001; Soares et al., 2001; Vivoni et al., 2006). 

A predominância deste clone foi marcadamente observada na década de 90 e estudos recentes 

indicam que  o mesmo vem sendo paulatinamente  substituído por  outras  linhagens  locais  ou 

internacionais em hospitais da Europa, principalmente em Portugal e República Theca (Melter et 

al., 2003; Aires de Sousa et al., 2008).

O clone húngaro foi encontrado extensivamente disseminado entre hospitais de diversas 

localidades na Hungria, provenientes de pacientes infectados ou colonizados (de Lencastre et al., 

1997). Caracterizado como um clone multirresistente ST239-MRSA-III, foi agrupado no mesmo 

complexo clonal que o clone brasileiro (CC8) por compartilharem relações de ancestralidade 

comum (Enright et al., 2002). Recentemente este clone foi identificado em países asiáticos como 

Taiwan (Aires de Sousa et al., 2003a).

O clone Nova Iorque/Japão foi inicialmente identificado como uma linhagem dominante 

de MRSA em hospitais da região metropolitana de Nova Iorque e algumas localidades adjacentes 

como Pensilvânia, Conecticut e Nova Jérsei e concomitantemente em um hospital em Tóquio, 

Japão  (Roberts  et  al.,  1998).  Relatos  adicionais  documentaram disseminação  do  mesmo  em 

hospitais de Miami, Flórida (Chung et al., 2004). Recentemente, este clone foi observado em 

pacientes infectados de hospitais húngaros e mexicanos, substituindo outras linhagens de MRSA 

previamente  dominantes  (Conceição  et  al.,  2007).  É  um clone  multirresistente  caracterizado 

como ST5-MRSA-II compartilhando o mesmo genótipo com a maioria dos isolados de S. aureus 

com  sensibilidade  intermediária  a  vancomicina  (VISA)  e  com  os  isolados  resistentes  a 

vancomicina (VRSA) detectados até o momento no Japão e EUA, respectivamente (Hiramatsu et 

al., 1997; CDC, 2002). O primeiro caso de MRSA similar ao clone Nova Iorque/Japão no Brasil, 

foi descrito em paciente colonizado em um hospital do Rio de Janeiro (de Miranda et al., 2007).

 As  amostras  do  clone  pediátrico  foram  inicialmente  identificadas  em  1992  por 

pesquisadores de Portugal e receberam esta denominação por terem sido isoladas de instituições 

pediátricas  (Sá-Leão  et  al.,  1999).  Atualmente,  os  isolados  do  clone  pediátrico  podem  ser 

classificados  tanto  como  SCCmec tipo  IV  ou  SCCmec tipo  VI  por  possuírem  ccrAB2  ou 

ccrAB4, respectivamente (Oliveira et al., 2006a). É comumente caracterizado como ST5-MRSA-

IV com um perfil único de resistência restrita aos agentes β-lactâmicos. No Brasil, a presença 

deste clone tem sido relatada em MRSA associados à colonização e não à infecção, em pacientes 

provenientes  de  hospitais  ou  profissionais  da  saúde  de  atendimento  médico  domiciliar,  nas 



cidades do Rio de Janeiro e Recife (Melo et al., 2004; Rozenbaum et al., 2006; de Miranda et al., 

2007). 

Pesquisadores norte-americanos na tentativa de estabelecer um banco de dados nacional 

de perfis genotípicos de  S. aureus e identificar as maiores linhagens de MRSA circulantes no 

país, propuseram uma nova classificação para as linhagens dominantes de MRSA levando em 

conta a combinação dos principais métodos moleculares disponíveis (McDougal et al.,  2003). 

Juntamente com as amostras  de MRSA coletadas nos EUA, diversas linhagens identificadas em 

outros países e representantes dos clones internacionais supracitados foram comparados. Como 

foram  encontrados  perfis  genotípicos  similares  aos  dos  clones  internacionais,  estes  foram 

reclassificados de acordo com a nova nomenclatura em: USA100 (clone Nova Iorque/Japão), 

USA500 (clone ibérico) e USA800 (clone pediátrico). A ausência do clone brasileiro na coleção 

investigada  não permitiu  que  o  mesmo  recebesse  uma denominação  específica.   USA300 e 

USA400 foram as denominações recebidas por duas linhagens distintas associadas a infecções 

comunitárias e amplamente disseminadas nos EUA. 

Os primeiros clones de CA-MRSA foram descritos na Austrália, na década de 90, em 

populações  indígenas  de  comunidades  remotas,  apresentando  sensibilidade  somente  aos 

compostos  β-lactâmicos  e  denominados  de  Western-  Autralia MRSA  (WA-MRSA). 

Posteriormente,  um segundo  clone  foi  observado  em vários  estados  australianos  e  na  Nova 

Zelândia, sendo designado de SWP-MRSA (South West Pacific MRSA) e um terceiro, na região 

australiana de Queensland, associado a infecções comunitárias (Nimmo et al., 2006). Tomados 

juntos, estes clones são conhecidos como OSPC (Oceania South Pacific Clone) caracterizado 

como ST30-MRSA-IV e seus subtipos, sensíveis a maioria dos antimicrobinaos não β-lactâmicos 

(Nimmo & Coombs et al., 2008).  

Atualmente, a maioria das infecções por CA-MRSA no mundo são causadas por cepas 

pertencentes a cinco linhagens clonais. Clone ST1-MRSA-IV (USA400) disseminado nos EUA, 

onde  foi  inicialmente  descrito,  Ásia  e  Europa;  clone  ST30-MRSA-IV  (USA1100  -  OSPC), 

descrito inicialmente na Austrália e encontrado em países da Europa e América do Sul; clone 

ST80-MRSA-IV  (clone  europeu),  importante  causa  de  doenças  endêmicas  em comunidades 

européias,  encontrado  também  na  Ásia  e  Oriente  Médio  e  clone  ST59-MRSA-IV  ou  VT, 

recentemente  documentado  como  uma  linhagem  endêmica  de  Taiwan,  similar  ao  perfil 

genotípico do USA1000 (Deurenberg & Stobberingh, 2008). O clone ST8-MRSA-IV (USA300) 

é  considerado  uma linhagem pandêmica  nos  EUA,  encontrado  disseminado  por  mais  de  38 



estados norte-americanos, no Canadá e vários países europeus. Este clone tem sido implicado em 

infecções graves como endocardites, pneumonia,  sepse e fasciíte necrosante. Notavelmente,  a 

introdução do mesmo em novas áreas geográficas tem sido observada com a susbstituição dos 

clones  localmente  endêmicos  de  CA-MRSA  podendo  acometer  acima  de  50%  de  todas  as 

infecções estafilocócicas em algumas localidades (Diep et al., 2008; Tenover et al., 2008). As 

primeiras amostras de isolados caracterizados molecularmente como CA-MRSA no Brasil foram 

identificadas  em infecções  da  corrente  sanguínea  e  associdas  ao  clone  OSPC em pacientes 

hospitalizados na região sul e sudeste do país (Ribeiro et al., 2005; Trindade et al., 2005).

Acredita-se, portanto, que o sucesso epidemiológico do MRSA possa estar reservado aos 

genetic  background únicos  de  um  número  surpreendentemente  limitado  de  linhagens  de  S. 

aureus particularmente bem adaptadas a uma disseminação sustentável nos ambientes clínicos e 

comunitários contemporâneos. 

As investigações conduzidas sobre a epidemiologia molecular do MRSA no Brasil são 

apresentadas na tabela 3.  A revisão da literatura foi realizada nas bases de dados eletrônicas 

Medline/PubMed e Lilacs abrangendo o período do ano 2000 aos dias atuais, utilizando-se os 

descritores:  “SCCmec typing”,  “Sequence  Type”,  “Multilocus  Sequence  Type”,  “MLST”, 

“Staphylococcus aureus”, “MRSA” e “Brazil”. Observa-se que: (i) os estudos se iniciam após o 

ano 2000; (ii) são conduzidos, em sua maioria, nas regiões sudeste e sul e em pacientes adultos 

hospitalizados;  (iii)  são  utilizados  diversos  espécimes  clínicos,  particularmete  amostras  da 

corrente sanguínea, e (iv) os tipos de SCCmec mais frequentemente encontrados são os tipos 

IIIA e IV. Os dados mostram que o SCCmec III  está  associados com o clone brasileiro.  A 

exiguidade  destes  estudos  pode  estar  subestimando  a  identificação  de  linhagens  clonais 

internacionais,  bem  como  a  detecção  de  clones  locais  endêmicos  os  quais  podem  estar 

contribuindo com a elevada prevalência destes patógenos no país.



2. Justificativa

Evidências genéticas têm sustentado a relação causal entre portador nasal de S. aureus e 

MRSA  e  doença  estafilocócica  invasiva.  As  crianças,  comumente  colonizadas  por  estes 

patógenos,  exercem  papel  fundamental  na  patogênese  e  epidemiologia  destas  infecções  por 

apresentarem risco  elevado  de  desenvolver  infecções  e  atuarem como vetores  potenciais  de 

disseminação do microrganismo tanto em ambientes hospitalares como comunitários. 

Neste contexto, este trabalho dá continuidade aos estudos anteriores de portador nasal de 

MRSA em crianças de Goiânia. Em estudo anterior analisamos a prevalência de  S. aureus em 

crianças menores de cinco anos de idade com infecções respiratórias agudas e meningites, no 



contexto de um programa de vigilância  prospectiva conduzido no município de Goiânia.  Foi 

detectado uma prevalência de portador nasal de S. aureus de 13,5% e de MRSA de 1,02%. Os 

MRSA  isolados  apresentaram  uma  linhagem  genética  única  associada  a  um  perfil  de 

multirresistência que não se assemelhava epidemiologicamente com o representante do clone 

epidêmico brasileiro (Lamaro-Cardoso et al., 2007). 

Estes resultados, aliados à escassez de estudos de portador nasal de S. aureus e MRSA no 

Brasil, suscitaram vários questionamentos como: a necessidade de se obter dados nacionais para 

o desenvolvimento de medidas educacionais e de controle alinhadas à realidade epidemiológica 

do  Brasil  e  o  entendimento  das  peculiaridades  epidemiológicas  locais  visando  minimizar  a 

disseminação de MRSA na população pediátrica do município. 

Esta  tese  é  constituída  de  uma  revisão  da  literatura  sobre  o  tema  e  a  descrição  da 

metodologia utilizada para obtenção dos resultados. Os resultados e discussão são apresentados 

sob a forma de dois artigos científicos que se encontram nos anexos: 

• First  report  of  Staphylococcal  Cassette  Chromosome  mec (SCCmec)  Type  V in  the 

American continent.

• Molecular epidemiology and risks for Staphylococcus aureus and MRSA nasal carriage 

in infants attending day-care centers in Brazil.

3. Objetivos

• Estimar a  prevalência  e  fatores  de risco associados ao portador nasal  de  S.  aureus e 

MRSA em crianças menores de cinco anos de idade de creches do município de Goiânia.

• Caracterizar por métodos de tipagem molecular os MRSA isolados;

• Avaliar  o  relacionamento  genético  entre  as  diferentes  cepas  MRSA  circulantes  em 

creches do município.



4. Material e Métodos

4.1. Área e população de estudo

O estudo foi conduzido entre agosto e dezembro de 2005 em Goiânia, capital do Estado 

de Goiás,  situada na região central  do Brasil.  Goiânia conta com 1.201.007 habitantes (MS, 

DATASUS, 2005), e vem apresentando acelerado ritmo de crescimento ao longo dos últimos dez 

anos  (IBGE,  2002).  Uma  vigilância  prospectiva  de  portadores  de  S.  aureus  e  MRSA  foi 

conduzida com crianças de dois a cinquenta e nove meses de idade, atendidas em 62 das 70 

creches  (Centros  Municipais  de  Educação  Infantil  -  CMEIs)  do  município.  Crianças  foram 

consideradas não elegíveis se tivessem tomado antibiótico nos últimos sete dias. O protocolo do 

estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética Regional do Hospital das Clínicas da Universidade 

Federal de Goiás (HC/UFG) (processo nº 054/2005). O consentimento livre e esclarecido, por 

escrito, foi obtido dos pais ou responsáveis pelas crianças.

4.2. Coleta de dados

Informações sobre as características sócio-demográficas da família e potenciais fatores de 

risco para  S. aureus foram obtidas por meio de entrevistas com os pais ou responsáveis pela 

criança. Foram obtidas informações sobre idade da criança, gênero, tamanho da família, número 

de irmãos, além de aspectos relacionados à saúde como: ocorrência de febre, uso de antibiótico 

nos  últimos  30  dias,  hospitalização  por  alguma  razão  nos  últimos  três  meses,  presença  de 

pneumonia no mês anterior e número de episódios de otite média aguda (OMA) nos últimos 12 

meses.  As  entrevistas  foram  realizadas  utilizando  um  formulário  padronizado  (Anexo).  Os 



pesquisadores  foram  previamente  treinados  para  condução  da  entrevista  e  aplicação  do 

questionário. 

4.3. Amostragem e tamanho da amostra

O total de crianças que frequentam os CMEIs compuseram a população alvo do estudo. 

Cada CMEI forneceu a lista com a relação nominal das crianças. A seleção foi realizada por 

amostragem  consecutiva,  ponderada  pelo  tamanho  da  creche,  até  se  alcançar  o  número 

amostrado para aquela creche. Baseado em estudos prévios (Creech et al.,  2005; Hista et al., 

2005), estimou-se uma taxa de portador de  S. aureus de 30%. Portanto, calculou-se que uma 

amostra com 1.100 crianças seria suficiente para estimar riscos de colonização por  S. aureus e 

MRSA (prevalência estimada variando de 1 a 3%) com intervalo de 95% de confiança (efeito do 

desenho = 1,5). 

 

4.4. Coleta de swab nasal e procedimentos microbiológicos

Após a obtenção do consentimento dos pais ou responsáveis, duas enfermeiras treinadas 

coletaram os swabs nasais os quais foram acondicionados em meio modificado de Stuart para 

transporte  (Medical  Wire  &  Equipament,  Corsham,  UK)  e  encaminhado  ao  Laboratório  de 

Bacteriologia  do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da UFG, para processamento 

imediato.  O isolamento  foi  realizado pela  semeadura  das  amostras  em ágar  manitol  salgado 

(Difco, Detroit, Mich.)  e posterior incubação a 37oC por 24-48 horas. A identificação do  S. 

aureus foi  realizada  conforme metodologia  padronizada  por  Brown  e  colaboradores  (2005). 

Colônias que apresentavam um halo amarelado pela fermentação do manitol e com morfologia 

sugestiva de estafilococos (colônias lisas, redondas, cremosas, coloração variando de acinzentada 

a amarelada) foram submetidas às provas de identificação de S. aureus. Estas provas incluíram 

coloração de Gram, catalase, coagulase em tubo e DNAse. Todos os isolados coagulase e DNAse 

positivos identificados como S. aureus  foram inoculados em caldo TSB (Tripticase Soy Broth - 

Difco) suplementado com 20% de glicerol e estocados a -80oC para provas adicionais.

4.5. PCR para detecção do gene mecA



A detecção do gene mecA foi utilizada como marcador para identificação de MRSA. O 

DNA genômico foi extraído utilizando-se o método de extração por fervura, com modificações 

(Aires  de  Sousa  et  al.,  2007).  Os  isolados  MRSA  foram  inoculados  em  placas  de  TSA 

(Tripticase  Soy  Agar –  Difco)  e  incubados  por  24  horas  a  37ºC.  Três  a  quatro  colônias 

bacterianas foram suspensas em 50 µL da solução tampão Tris-EDTA 1x (Tris 10mM, pH 7,5 e 

EDTA 1mM, pH 8,0) com 1 µL de lisostafina (10 mg/mL) (Sigma, St. Louis, Mo, EUA). A 

suspensão  foi  aquecida  a  95ºC  por  15  minutos  e  um  volume  de  150  µL  de  água  MiliQ 

esterilizada adicionado à suspensão.  Após uma centrifugação a 13.000 x  g por 5 minutos,  o 

sobrenadante foi utilizado como DNA template para a reação de PCR.

Os primers utilizados para amplificação do gene mecA foram:

MECA-P4: 5’- TCCAGATTACAACTTCACCAGG – 3’

MECA-P7: - 5’- CCACTTCATATCTTGTAACG – 3’

          A mistura de reação foi preparada em um volume final de 50 µL contendo tampão de 

reação (20 mM Tris-HCl, pH 8,4; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2); 80 µM de cada dNTP (MBI 

Fermentas,  Hanover,  MD);  0,25  µM  de  cada  primer;  1  U  de  AmpliTaq DNA  polimerase 

(Applied Biosystems);  20 ηg do DNA  template.   A reação de amplificação foi  realizada  no 

termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) seguindo o programa: 4 minutos a 94ºC, 30 

ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 53ºC, 1 minuto a 72ºC e uma extensão adicional de 

4 minutos a 72ºC. Os tubos de PCR foram mantidos a 4ºC até a sua análise por eletroforese.

Os produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1% 

(Seakem LE, FMC) em tampão Tris-Borato-EDTA 1X por 30 minutos a 120V. O marcador de 1 

kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi  utilizado como padrão de peso molecular, o DNA da cepa 

JP224,  como controle  positivo  e  água MiliQ esterilizada  como controle  negativo.  O gel  foi 

corado  com brometo  de  etideo  a  0,5  µg/mL visualizado  e  fotografado  sob  transiluminação 

ultravioleta.

4.6. PCR para detecção do gene femB

A amplificação do gene femB foi realizada para confirmar a espécie de todos os MRSA 

isolados  seguindo  protocolo  sugerido  por  Jonas  e  colaboradores  (1999).  As  sequências  dos 

primers utilizados foram:

FemB1 (F06): 5’ – TTACAGAGTTAACTGTTACC – 3’

FemB2(F07):  5’ – ATACAAATCCAGCACGCTCT – 3’



O método de extração do DNA genômico foi descrito no item 4.5. A mistura de reação 

foi preparada em um volume final de 30 µL contendo tampão de reação (20 mM Tris-HCl, pH 

8,4; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2); 80 µM de cada dNTP (MBI Fermentas, Hanover, MD); 0,25 

µM de cada primer; 1 U de AmpliTaq DNA polimerase (Applied Biosystems); 20 ηg do DNA 

template.  Para a reação de amplificação utilizou-se o programa: 4 minutos a 94ºC, 30 ciclos de 

45 segundos  a  94ºC,  45 segundos  a  50ºC,  1  minuto  a  72ºC e uma extensão adicional  de 2 

minutos a 72ºC no termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany). Os tubos de PCR foram 

mantidos a 4ºC até o momento da eletroforese.  A eletroforese dos produtos de amplificação foi 

realizada em gel de agarose a 1,0% (Seakem LE, FMC) em tampão Tris-Borato-EDTA 1X por 

90  minutos  a  90V.  Os  géis  foram visualizados  após  coloração  com brometo  de  etídeo  (0,5 

µg/mL) e fotografados sob transiluminação ultravioleta.

4.7. Teste de suscetibilidade - Disco Difusão

Todos  os  MRSA  identificados  foram  submetidos  ao  teste  de  disco  difusão,  conforme 

preconizado pelo CLSI (CLSI, 2007). Após subcultivos em agar nutriente por 24 horas a 37oC, 

um inóculo padrão de 1,5 x 108 ufc/mL (metade da turbidez da escala 1,0 de MacFarland) foi 

utilizado para a semeadura das placas de agar Müller-Hinton com o auxílio de um swab estéril. 

Sobre  as  placas  já  inoculadas  foram  depositados  discos  de  antimicrobianos.  Os  discos  de 

antimicrobianos  (Oxoid,  Basingstoke,  Inglaterra)  utilizados  foram:  cefoxitina,  oxacilina, 

eritromicina,  clindamicina,  quinusprisitina-dalfoprisitna,  vancomicina,  teicoplanina,  linezolida, 

sulfametoxazol-trimetoprim, penicilina, ciprofloxacina, gentamicina, cloranfenicol e rifampicina. 

O controle de qualidade foi realizado com as cepas ATCC de S. aureus 25923 e 29213. A leitura 

dos halos de inibição foi realizada segundo os critérios do CLSI (CLSI, 2007).

A caracterização molecular dos isolados identificados como MRSA foi conduzida sob a 

orientação da Professora Dra. Hermínia de Lencastre no Laboratório de Genética Molecular do 

Insituto de Tecnologia Química e Biológica, Universidade Nova de Lisboa, Oeiras, Portugal, na 

etapa  do Doutorado sanduíche  (Programa de  Doutorado no País  com Estágio  no  Exterior  – 

PDEE/CAPES – 2366/01) no período de novembro de 2006 a julho de 2007.



4.8. PCR mulitplex para tipagem do SCCmec

O  tipo  de  SCCmec foi  determinado  utilizando-se  a  metodologia  de  PCR  multiplex 

seguindo protocolo desenvolvido por Oliveira e colaboradores (2002). Foram selecionados oito 

loci (A-H) baseados nas sequências do elemento mec previamente descritas (Ito et al., 1999; Ito 

et al., 2001; Oliveira et al., 2001). O locus A está localizado downstream ao gene pls, específico 

para o SCCmec tipo I; o locus B é um fragmento interno do operon kdp, o qual é específico para 

o SCCmec tipo II; o locus C é um fragmento interno do gene mecI presente nos SCCmec tipo II e 

III; o locus D é um fragmento interno da região dcs, presente nos SCCmec tipo I, II e IV; o locus 

E está localizado na região entre o plasmídeo pI258 e o transposon Tn554, específico para o 

SCCmec tipo III; o locus F, que também é específico para o SCCmec tipo III, está localizado na 

região entre o Tn554 e a junção cromossômica direita (orfX); o loci G e H foram incluídos para 

distinguir as variantes estruturais IA e IIIA, respectivamente; o  locus  G correponde a junção 

esquerda entre a sequência de inserção IS431 e o plasmídeo pUB110, específico para a variante 

estrutural IA devido a presença de um fragmento de 381bp (inserção do pUB110). O  locus H 

corresponde a junção esquerda entre a sequência de inserção IS431 e o plamídeo pT181, permite 

identificar  a variante estrutural  IIIA devido a ausência do fragmento de 303bp neste tipo de 

elemento.

Tabela 4: Seqüência dos  primers utilizados no PCR multiplex para determinação dos tipos de 

SCCmec.
Locus Primer Sequência de Oligonucleotídeos 

(5’ – 3’)
Tamanho do 

amplicon (bp)
Especificidade

A CIF2F2 
CIF2 R2

TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG 
ATTTACCACAAGGACTACCAGC 495 SCCmec tipo I

B KDPF1 
KDPR1

AATCATCTGCCATTGGTGATGC 
CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG 284 SCCmec tipo II

C MECIP2 
MECIP3

ATCAAGACTTGCATTCAGGC 
GCGGTTTCAATTCACTTGTC 209 SCCmec tipos II e III

D DCSF2 
DCSR1

CATCCTATGATAGCTTGGTC 
CTAAATCATAGCCATGACCG

342 SCCmec tipos I, II e IV

E RIF4F3 
RIF4R9

GTGATTGTTCGAGATATGTGG 
CGCTTTATCTGTATCTATCGC

243 SCCmec tipo III

F RIF5F10 
RIF5R13

TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 
GTCACAGTAATTCCATCAATGC

414 SCCmec tipo III

G IS431P4 
pUB110R1

CAGGTCTCTTCAGATCTACG 
GAGCCATAAACACCAATAGCC

381 Diferenciação tipos I e IA

H IS431P4 
pT181R1

CAGGTCTCTTCAGATCTACG 
GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC

303 Diferenciação tipos III e IIIA

mecA MECAP4 
MECAP7

TCCAGATTACAACTTCACCAGG 
CCACTTCATATCTTGTAACG

162 mecA (controle interno)

 



Para a reação de amplificação foi utilizada uma mistura de reação de 50 µL com o Kit 

GeneAmp PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) contendo: tampão de reação II 1X; 

200 µM de cada dexoxinucleotídeo trifosfato (dNTP); 400 nM dos primers CIF2 F2, CIF2 R2, 

MECI P2, MECI P3, RIF5 F10, RIF5 F13, pUB110 R1 e pT181 R1; 800nM dos primers DCS 

F2, DCS R2, MECA P4, MECA P7 e IS431 P4; 200nM dos primers KDP F1, KDP R1, RIF4 F3, 

RIF4  R9;  1,25  U  de  AmpliTaq  DNA  polimerase  e  5  ng  do  DNA  template. A  reação  de 

amplificação  foi  realizada  no  termociclador  T1  (Biometra  Goettingen,  Germany)  com  os 

seguintes parâmetros: 4 minutos a 94ºC, 30 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 53ºC, 1 

minuto a 72ºC e uma extensão adicional de 4 minutos a 72ºC. Até o momento da eletroforese os 

tubos foram mantidos a 4ºC. 

Os  produtos  da  reação  de  amplificação  foram  submetidos  à  eletroforese  em  gel  de 

agarose a 2% (Seakem LE, FMC BioProducts, Rockland, ME, EUA) em tampão Tris-Borato-

EDTA 0,5 X durante 2 horas a 100V. Posteriormente, o DNA foi corado em solução aquosa de 

brometo de etídeo (0,5 µg/mL) e visualizado sob transiluminação ultravioleta. Um marcador de 

peso  molecular  de  1  kb  plus  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA)  foi  utilizado como padrão de peso 

molecular. 

As cepas COL (SCCmec tipo I),  PER34 (SCCmec tipo IA),  N315 (SCCmec tipo II), 

ANS46  (SCCmec tipo  III),  HU25  (SCCmec tipo  IIIA)  e  MW2  (SCCmec tipo  IV)  foram 

utilizadas como controles positivos dos diferentes tipos de SCCmec. 

4.9. PCR para detecção do complexo gene ccr

As cepas MRSA que foram positivas pela reação de multiplex PCR para o SCCmec tipo 

IV ou não tipáveis foram submetidas à detecção do complexo gene ccr pela técnica de PCR. As 

sequências específicas dos  primers utilizados para a amplificação dos alotipos dos genes  ccr  e 

diferenciação dos tipos de SCCmec foram:

•  ccrAB alotipo 2 (SCCmec tipo IV) (Okuma et al., 2002)

βc: 5’ - ATTGCCTTGATAATAGCCITCT – 3’

α2: 5’- TAAAGGCATCAATGCACAAACACT -3’

• ccrAB alotipo 4 (SCCmec tipo VI) (Oliveira et al., 2006b)

ccrAB4 F1: 5’ - TCATCAATAAGTATGGAACG – 3’

ccrAB4 R1: 5’ - TTTCTTGCGACTCTCTTGG – 3’



• ccrC alotipo 5 (SCCmec tipo V) (Milheiriço et al., 2007)

ccrC F2: 5’ – GTACTCGTTACAATGTTTGG – 3’

ccrC R2: 5’ - ATAATGGCTTCATGCTTACC – 3’

A extração do DNA genômico seguiu o protocolo descrito no item 4.5. A mistura de 

reação foi preparada em um volume final de 50 µL contendo tampão de reação (20 mM Tris-

HCl, pH 8,4; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2); 80 µM de cada dNTP (MBI Fermentas, Hanover, 

MD); 0,25 µM de cada primer; 1 U de AmpliTaq DNA polimerase (Applied Biosystems) e 20 ηg 

do  DNA  template.  A  reação  de  amplificação  foi  realizada  no  termociclador  T1  (Biometra 

Goettingen, Germany) utlizando o programa: 4 minutos as 94ºC, 30 ciclos de 30 segundos a 

94ºC, 30 segundos a 55ºC, 2 minutos a 72ºC e uma extensão adicional de 10 minutos a 72ºC. Os 

tubos de PCR foram mantidos a 4ºC até o momento da eletroforese. Como controles positivos 

para a amplificação do fragmento de tamanho aproximado de 1 kbp do gene ccrAB2 foi utilizado 

o DNA extraído da cepa N315, para a amplificação do fragmento de tamanho aproximado de 12 

kbp do gene  ccrAB4 foi utilizado o DNA extraído da cepa HDE288 e para a amplificação do 

fragmento de tamanho aproximado de 449 bp do gene ccrC foi utilizado o DNA extraído da cepa 

HU388. Em todas as reações utilizou-se água MiliQ esterilizada como controle negativo. 

A eletroforese dos amplicons foi  realizada em gel  de agarose a 0,8%  (Seakem LE, 

FMC) em tampão Tris-Acetato-EDTA 1 X por 30 minutos a 120V (Seakem LE, FMC). Como 

padrão de peso molecular foi utilizado um marcador de 1 kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA). O 

gel foi corado com brometo de etídeo a 0,5 µg/mL visualizado e fotografado sob transiluminação 

ultravioleta. 

4.10. Análise do polimorfismo do DNA cromossômico por Eletroforese em Gel em Campo 

Pulsado (PFGE)

O perfil de macrorrestrição do DNA cromossômico dos isolados MRSA foi determinado 

pela  técnica  de  eletroforese  em gel  em campo pulsado (Pulsed Field  Gel  Electrophoresis – 

PFGE) após digestão do cromossomo bacteriano com a enzima de restrição SmaI. Esta técnica 

foi realizada segundo protocolo estabelecido por Chung e colaboradores (2000). 

O isolado teste foi semeado em uma placa de TSA e incubado a 37ºC durante 24 horas. 

Posteriormente, uma colônia foi inoculada em 5 mL de TSB e incubada a 37ºC por 18-24 horas, 

sob agitação vigorosa.  Após esse período,  uma alíquota  de 500 µL da suspensão celular  foi 



transferida  para  um tubo de microcentrífuga  e  centrifugado a  14.000 x  g por  2  minutos.  O 

sobrenadante foi cuidadosamente aspirado. O sedimento foi ressuspenso em 500 µL da solução 

tampão Tris-NaCl (Tris 10mM, pH 8,0, NaCl 1M) e novamente centrifugado a 14.000 x g por 2 

minutos. Em seguida, o sedimento foi ressuspenso em 200 µL de solução tampão Tris-NaCl e a 

concentração celular ajustada com a mesma solução tampão pelo cálculo da OD 620nm (Voladd (µL) 

=  OD  x  40  x  210  –  210).  Uma  alíquota  de  100  µL  da  suspensão  celular  ajustada  foi 

homogeneizada  com 100  µL  de  gel  de  agarose  LPM 1,5% (SeaPlaque  Low  Melting  Point  

agarose,  FMC BioProducts,  Rockland, ME, EUA) para formação de pequenos blocos de gel 

(plugs) contendo DNA cromossômico.

 Os blocos de gel foram incubados a 37ºC por um período de 5 horas em solução EC 

(Tris  6mM,  pH  8,0;  NaCl  1M;  EDTA 0,1M,  pH  8,0;  desoxicolato  de  sódio  0,2% e  sódio 

laurylsarcosina  0,5%)  acrescida  de  uma  solução  de  lise  composta  por  RNAse  (50  µL/mL) 

(Sigma, St. Louis, Mo, EUA), lisozima (100 µL/mL – Sigma) e lisostafina (50 µL/mL – Sigma). 

Após esse período, a solução EC-lise foi desprezada e os blocos de gel novamente incubados em 

solução ES (EDTA 0,5 M, pH 9,0 e  sódio laurylsarcosina 1%) com Proteinase K (1 mg/mL) 

(Roche, Basel, Suíça) por um perídodo mínimo de 17 horas à uma temperatura de 50ºC. Após a 

incubação, os blocos de gel foram lavados ( 5 lavagens com incubações de 30 minutos cada) com 

a solução tampão Tris-EDTA (Tris 10mM, pH 7,5 e EDTA 1mM, pH 8,0) e armazenados nesta 

solução a 4ºC até serem submetidos à digestão enzimática e eletroforese. 

Para cada isolado MRSA, o DNA contido no bloco de gel foi  digerido com 1 µl da 

enzima SmaI (20U/µL) (New England Biolabs, Inc., EUA) em 40 µl do tampão de restrição 1 X 

e incubado a 25oC por uma noite. A eletroforese em campo pulsado foi realizada em gel de 

agarose a 1% (SeaKem LE, FMC BioProducts, Rockland, ME, EUA), em solução tampão Tris-

Borato-EDTA 0,5 X (Tris 90mM, ácido bórico 90mM e EDTA 2mM) no sistema CHEF DRII 

(Bio-Rad Laboratories,  CA, EUA).  Para a  resolução dos fragmetos de restrição foi  utilizado 

corrente alternando com intervalos de pulso de 5 a 35 segundos a 6 V/cm e temperatura de 

11,3ºC por 23 horas. Após, os géis foram corados em solução aquosa contendo 0,5 µL/mL de 

brometo  de  etídeo  durante  30  minutos,  descorados  em  água  destilada  por  mais  1  hora, 

fotografados sob transiluminação com luz ultravioleta e capturados com o sistema  Molecular 

Imager GelDoc XR (Bio-Rad). As fotos foram digitalizadas e armazenadas como arquivo TIF 

para análise posterior. Foi utilizado como padrão de peso molecular Lambda DNA ladder PFGE 

(New England Biolabs, Ipswich, MA) posicionado na primeira e última coluna de cada gel e 3 



cópias da cepa de referência  S. aureus NCTC 8325 (número de acesso GenBank CP000253) 

posicionadas  a  cada  6  isolados  MRSA,  em  todos  os  géis  de  PFGE.  Para  finalidade  de 

comparação,  também  foram  incluídos  nos  experimentos,  representantes  dos  clones  MRSA 

internacionais listados na tabela 5.

A  análise  do  perfil  dos  fragmentos  de  macrorrestricção  resultantes  foi  inicialmente 

realizada por inspeção visual segundo os critérios sistematizados por Tenover e colaboradores 

(1995):  (i)  cepas  geneticamente  indistinguíveis,  quando  as  cepas  apresentaram  perfil  de 

restrição com o mesmo número de bandas e correspondência de tamanho entre elas; (ii)  cepas 

estritamente  relacionadas,  quando as  cepas  diferiram em duas  a  três  bandas  nos  perfis  de 

restrição; (iii)  cepas possivelmente relacionadas, quando as cepas diferiram em 4 a 6 bandas 

nos perfis de restrição e (iv) cepas não relacionadas, quando as cepas diferiram em sete ou mais 

bandas nos perfis de restrição.



Tabela 5: Clones internacionais de MRSA utilizados para comparação por PFGE com os MRSA 

isolados das crianças de creche do município de Goiânia.

Referência Clone SCCmec MLST spa type

HU25 Clone Epidêmico Brasileiro IIIA ST239 t138
BK2464 Clone Nova Iorque/Japão II ST5 t002
HDE288 Clone Pediátrico IV ST5 t214
HAR38 Clone Berlim V ST45 t004
HAR24 EMRSA-15 IV ST22 t022
HPV107 Clone Ibérico IA ST247 t051
   

Adicionalmente,  os  géis  de  PFGE  foram  utilizados  como  imagens  preto  e  branco 

invertidas  de  8 bits  e  processados  pelo  programa BioNumerics  (versão 5.0;  Applied  Maths,  

Ghent, Belgium). O processo de normalização intra e inter géis foi padronizado com a cepa de 

referência  S. aureus NCTC 8325, que após digestão com a enzima de restrição  SmaI produz 

bandas visíveis entre 674 kb e 9 kb. Todas as bandas dos isolados MRSA situadas acima da 

maior  banda (674 kb)  e  abaixo da menor  banda (9 kb)  da NCTC 8325 foram excluídas  da 

análise. A construção do dendrograma, para avaliar a relação genética entre as cepas foi realizada 

utilizando-se o coeficiente de similaridade de Dice (Dice, 1945), baseado na posição e presença 

das bandas e no algorítmo de análise filogenética UPGMA (Unweighted Pair-Groups Method) 

através de agrupamentos por médias não ponderadas (Sneath and Sokal, 1973). Os parâmetros de 

otimização e tolerância foram utilizados com os respectivos valores, 0,7 e 1,0%. Cada cluster de 

isolados foi definido como um grupamento de perfis (n ≥ 2) apresentando um coeficiente de 

similaridade acima de 80%  (Carriço et al., 2005). 

4.11. Multilocus Sequence Typing (MLST) 

Todas as cepas MRSA foram caracterizadas pela técnica de MLST conforme protocolo 

desenvolvido por Enright e colaboradores (2000). O método baseia-se no sequenciamento dos 

fragmentos  internos  (~450bp)  de  regiões  altamente  conservadas  de sete  genes  housekeeping 

específicos para a espécie Staphylococcus sp. Os pares de primers utilizados para os sete genes 

foram descritos a seguir: 

Tabela 6: Sequências dos primers utilizados na reação em cadeia da polimerase (PCR)



Gene Primer Sequência (5’ – 3’)

Carbamato quinase (arcC) arc-F
arc-R

CCTTTATTTGATTCACCAGCG
AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

Shikimato desidrogenase (aroE) aro-F
aro-R

ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
GGTGTTGTATTAATAACGATATC

Glicerol quinase (glpF) glp-F
glp-R

CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

Guanilato quinase (gmk) gmk-F
gmk-R

ATCGTTTTATCGGGACCATC
TCATTAACTACAACGTAATCGTA

Fosfato acetiltransferase (pta) pta-F
pta-R

GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

Triosefosfato isomerase (tpi) tpi-F
tpi-R

TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC

Acetil coenzima A acetiltransferase (yqiL) yqi-F
yqi-R

CAGCATACAGGACACCTATTGGC
CAGCATACAGGACACCTATTGGC

Para a extração do DNA genômico das cepas MRSA  foi utilizado o protocolo descrito 

no item 4.5. A mistura de reação foi preparada em um volume final de 50 µL contendo tampão 

de reação (20 mM Tris-HCl, pH 8,4; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2); 80 µM de cada dNTP (MBI 

Fermentas,  Hanover,  MD);  0,25  µM  de  cada  primer;  1  U  de  AmpliTaq DNA  polimerase 

(Applied Biosystems);  20 ηg do DNA  template.   A reação de amplificação foi  realizada  no 

termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) seguindo o programa: 4 minutos a 94ºC, 30 

ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 segundos a 55ºC, 30 segundos a 72ºC e uma extensão adicional 

de 10 minutos a 72ºC. Os tubos de PCR foram mantidos a 4ºC até o momento da eletroforese. 

Os produtos de amplificação foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% 

(Seakem LE, FMC) em tampão Tris-Acetato-EDTA 1 X por 30 minutos a 120V. O marcador de 

1 kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi  utilizado como padrão de peso molecular. O gel foi 

corado  com brometo  de  etideo  a  0,5  µg/mL visualizado  e  fotografado  sob  transiluminação 

ultravioleta.

Após a eletroforese, os produtos de PCR positivos para cada gene foram purificados com 

o kit High Pure PCR Product Purificant (Roche, Basel, Suiça). O sequenciamento dos produtos 

purificados com os  pares de primers (2 pmol/µL) utilizados na amplificação inicial de cada gene 

foi  realizado  pela  empresa  Macrogen,  Koreia  (http://dna.macrogen.com).   As  sequências  de 

DNA obtidas foram analisadas com o auxílio do software DNAStar (Lasergene, Madison, Wis.). 

As sequências consensos resultantes foram submetidas ao servidor MLST (http://www.mlst.net) 

http://www.mlst.net/
http://dna.macrogen.com/


que para cada locus atribuiu um número de alelo distinto. Um perfil alélico foi gerado com os 

alelos de cada um dos sete genes e o sequence type (ST) determinado. 

4.12.  spa typing

A região  polimórfica  X -   região  de  pequenas  sequências  de  repetição  de  número 

variável  – no final da porção 3’ do gene da proteína A (spa) foi  determinada para as cepas 

MRSA de acordo com os protocolos previamente estabelecidos (Harmsen et al., 2003; Koreen et 

al., 2004).  Para a amplificação da região X foram utilizados os primers:

 Spa 113F: 5’- TAAAGACGATCCTTCGGTGAGC – 3’ 

 Spa 1514R: 5’ - CAGCAGTAGTGCCGTTTGCTT – 3’ 

A extração do DNA genômico foi realizada como descrito no item 4.5. A mistura de 

reação foi preparada em um volume final de 50 µL contendo tampão de reação (20 mM Tris-

HCl, pH 8,4; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2); 80 µM de cada dNTP (MBI Fermentas, Hanover, 

MD); 0,25 µM de cada primer; 1 U de AmpliTaq DNA polimerase (Applied Biosystems); 20 ηg 

do DNA template.  O termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) foi programado com os 

parâmetros 5 minutos a 80ºC, 35 ciclos de 45 segundos a 94ºC, 45 segundos a 60ºC, 90 segundos 

a 72ºC e uma extensão adicional de 10 minutos a 72ºC para a reação de amplificação. Os tubos 

de PCR foram mantidos a 4ºC, até o momento da eletroforese

Como controle positivo da reação de amplificação foi utilizado o DNA extraído da cepa 

SAMS 991, como controle negativo água MiliQ esterilizada e como padrão de peso molecular o 

marcador 1 kb plus (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os amplicons resultantes foram resolvidos com 

eletroforese em gel de agarose a 0,8% (Seakem LE, FMC) em tampão Tris-Acetato-EDTA 1 X 

por  1  hora  a  90V.  O gel  foi  corado em solução aquosa de  brometo de  etídeo  (0,5  µg/mL) 

visualizado e fotografado sob transiluminação ultravioleta.

Os produtos de PCR que amplificaram a região X foram purificados com o kit High Pure 

PCR Product Purificant (Roche, Basel, Suiça) e enviados com os respectivos  primers para a 

Macrogen para sequenciamento. A análise das sequências obtidas foi realizada com o software 



Ridom  Staphtype  (versão  1.5.13,  Ridom,  Alemanha).  Os repeats que  compõem  a  região 

polimórfica X e que definem um spa type podem apresentar 21, 24 ou 27 bp. Cada repeat difere 

um do outro por pelo menos um evento de mutação pontual. Baseado no valor qualitativo de 

cada  base  na  curva  espectral  da  sequência,  o  software  constrói  uma  sequência  consenso 

resultante de ambas as direções, detecta automaticamente os  spa repeats e atribui um spa type 

(numérico). 

4.13. PCR para detecção do gene lukS-F, codificador da Leucocidina de Panton-Valentine 

(PVL)

Todas a cepas de MRSA foram investigadas para a detecção do marcador de virulência 

PVL. Os  primers utilizados para a amplificação do gene  lukS-F foram sintetizados a partir de 

sequências  de  DNA genômico depositadas  no banco de  dados GenBank (número de  acesso 

GenBank AB006796) (Lina et al., 1999). As sequências dos primers utilizados foram: 

PVL1: 5’ - ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA- 3’  

 PVL2: 5’- GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC – 3’

O método de extração do DNA genômico foi descrito no item 4.5. A mistura de reação 

foi preparada em um volume final de 50 µL contendo tampão de reação (20 mM Tris-HCl, pH 

8,4; 50 mM KCl; 1,5 mM MgCl2); 80 µM de cada dNTP (MBI Fermentas, Hanover, MD); 0,25 

µM de cada primer; 1 U de AmpliTaq DNA polimerase (Applied Biosystems); 20 ηg do DNA 

template.  Para a reação de amplificação utilizou-se o programa: 5 minutos a 94ºC, 25 ciclos de 

30 segundos  a  94ºC,  30 segundos  a  55ºC,  1  minuto  a  72ºC e uma extensão adicional  de 7 

minutos a 72ºC no termociclador T1 (Biometra Goettingen, Germany) . Os tubos de PCR foram 

mantidos  a  4ºC até o  momento  da eletroforese.   O DNA da cepa MW2 foi  utilizado como 

controle  positivo,  água  MiliQ  esterilizada  como  controle  negativo  e  marcador  de  1kb  plus 

(Invitrogen,  Carlsbad,  CA) como padrão de  peso molecular.  A eletroforese  dos  produtos  de 

amplificação  foi  realizada  em gel  de  agarose  a  1,5% (Seakem LE,  FMC)  em tampão Tris-

Acetato-EDTA 1 X por 1 hora a 120V. À coloração com brometo de etídeo (0,5 µg/mL), os géis 

foram visualizados e fotografados sob transiluminação ultravioleta.

4.14. Análise de dados



A base de dados foi construída com o programa EpiInfo Windows 3.2 e os possíveis 

fatores de risco foram analisados utilizando o software SPSS v.15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA). A idade foi estratificada em grupos de  ≤23 meses e >23 meses. Isolados com resistência 

a pelo menos duas classes de antimicrobianos em adição aos β-lactâmicos foram definidos como 

MRSA multirresistentes. Para a comparação das medianas da idade foi utilizado o teste Kruskal-

Wallis. Regressão logística foi usada para analisar os fatores de risco associados ao portador de 

S. aureus. Os resultados foram apresentados como  odds ratio (OR) com intervalo de 95% de 

confiança (IC 95%). Todas as variáveis com valor de p menor que 0,05 na análise univariada 

foram incluídas no modelo multivariável para identificar fatores independentemente associados 

ao  portador  de  S.  aureus. O  nível  de  probabilidade  de  0,05  (bi-caudal)  foi  utilizado  para 

determinar a significância estatística.
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Methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus (MRSA) is  one  of  the  most  serious 

pathogens  in  both  healthcare  and  community  environments  (6).  Methicillin  resistance  is 

conferred by the presence of the  mecA gene carried on an exogenous mobile genetic element 

named staphylococcal chromosomal cassette (SCCmec).  SCCmec types I, II, III and VI have 

been mostly linked to healthcare-associated MRSA strains (HA-MRSA) while types IV and V 

have been commonly connected with community-associated (CA-MRSA) isolates (12). Since the 

first SCCmec type V strain was described in Australia (9, 13) several cases have been reported in 

the European and Asian continents.

 In this report we describe the first detection of a SCCmec type V-MRSA strain in the 

American continent recovered during a major MRSA surveillance study among healthy children 

attending day-care centers in Goiânia, Brazil. The isolate was obtained in September 2005 from a 

nasal specimen of a healthy male infant aged thirty-two months. The mother reported that the 

child had been hospitalized with pneumonia within the previous three months. On that occasion, 

he received a 4-day course treatment with parenteral sulphamethoxazole/trimethoprim. He was 

discharged in good health and amoxicillin was prescribed for seven days. 
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 Identification of S. aureus was done by standard methods including catalase, coagulase 

and DNAse tests and PCR amplification of femB . Susceptibility testing was determined by disk 

diffusion  and  Etest® according  to  CLSI  guidelines  (3).  Molecular  characterization  included 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (2), spa typing (7), multilocus sequence typing (MLST) 

(4),  and  Panton-Valentine  leukocidin  (PVL)  gene  detection  (10).  The  SCCmec  type  was 

determined by multiplex PCR (11) and amplification of the ccr genes (8, 9).

This  MRSA strain  presented  a  non-multidrug  resistant  profile,  lacked  PVL  and  was 

classified as SCCmec type V by the presence of a ccrC gene. MLST and spa typing assigned the 

strain as ST1120 and t065, respectively (Table 1). ST1120 was found to be a single locus variant 

of ST45 differing at the aroE locus. The strain was grouped into clonal complex (CC) 45 which 

has been previously found associated with both SCCmec type IV and V. The PFGE pattern did 

not match any of the international pandemic MRSA clones, including the ST239-III predominant 

clone in Brazil (5) but is very much related with the first SCCmec type V isolate (ST45) recently 

recovered in Portugal (1).

Although the Brazilian SCCmec type V strain has been recovered from a healthy child 

who had been exposed to known risk factors for HA-MRSA (hospitalization and antimicrobial 

use) its SCCmec type was rather compatible with CA-MRSA. However, it is not possible to 

establish the epidemiology of the MRSA strain acquisition. Our findings emphasize the need for 

a continued molecular surveillance on MRSA with special concern to the dissemination of CA-

MRSA into the Brazilian hospital setting.
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Abstract

Investigations regarding  Staphylococcus aureus carriage among Brazilian children are scarce. 

We evaluated the determinants of  S. aureus and methicillin-resistant  S. aureus  (MRSA) nasal 

carriage in infants attending day-care centers (DCCs) and the molecular features of the MRSA 

strains.  A total  of 1,192 children aged 2 months to 5 years  of age attending 62 DCCs were 

screened for S. aureus and MRSA nasal carriage. MRSA isolates were characterized by pulsed-

field  gel  electrophoresis,  multilocus  sequence  typing,  spa  typing,  staphylococcal  cassette 
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chromosome (SCC) mec typing and Panton-Valentine leukocidin gene.  Logistic regression was 

performed to determine risk factors associated with S. aureus and MRSA colonization. S. aureus 

and  MRSA  carriage  were  detected  in  371  (31.1%)  and  14  (1.2%)  children,  respectively. 

Variables independently associated with an increased risk for S. aureus carriage were being older 

than 24 months (OR=1.83; 95%CI 1.27-2.65) and previous DCC attendance (OR=1.48; 95%CI 

1.01-2.16). Having a mother with high degree of education was a protective factor for nasal 

colonization (OR=0.43; 95%CI 0.23-0.80). Moreover, we observed that children carrying MRSA 

had younger  siblings compared to  children not  colonized by MRSA.  Among the 14 MRSA 

strains, three SCCmec types (IIIA, IV and V) were detected together with a multidrug resistant 

dominant  MRSA lineage sharing  82.7% genetic  similarity  with  the  Brazilian  clone  (ST239-

MRSA-IIIA).  Although SCCmec  type  V was  recovered from a  healthy child  who had been 

exposed  to  known  risk  factors  for  hospital  associated  MRSA,  its  genetic  background  was 

compatible  with  community  related  MRSA.  Our  data  suggest  that  DCC attendees  could  be 

acquiring  and  disseminating  MRSA  and  thus contributing  to  cross-transmission  between 

healthcare and community settings. 



Introduction

Staphylococcus aureus is an important human pathogen which causes community and healthcare 

associated  infections  worldwide,  in  all  age  groups  (40).  Nasal  colonization  by  S.  aureus is 

common in children and genetic evidences have supported a causal relationship between nasal 

carrier  of  S.  aureus  and  methicilin-resistant  S.  aureus (MRSA)  and  invasive  staphylococcal 

disease (8, 35). In addition, children may act as potential vectors for spreading  S. aureus and 

MRSA to both, community and hospital environments (14). Several determinants of  S. aureus 

carriage in healthy children have been suggested such as the number of siblings, family size, and 

day-care center (DCC) attendance (30).  DCCs constitute pockets of reservoir of MRSA where 

children are at increased risk of nasal colonization by S. aureus (23, 24).

The  emergence  and  dissemination  of  MRSA  is  a  global  concern  in  both  healthcare  and 

community setting (12). Although MRSA has initially been recognized as a purely healthcare-

associated pathogen its epidemiology is changing and it has been increasingly found in healthy 

individuals without conventional risk factors for MRSA acquisition (34). MRSA strains carry the 

mecA gene, the key of methicillin resistance, encoded by a motile genetic element designated 

staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) (17). SCCmec types I, II, III and VI have 

been mostly linked to healthcare-associated MRSA strains (HA-MRSA) while types IV and V 

have  been  commonly  associated  with  community-associated  (CA-MRSA)  isolates  (10,  27). 

Recent studies in DCCs conducted in different continents have found mainly  SCCmec type II 

and type IV MRSA strains (14, 38). 

Little is known about the extent of S. aureus and MRSA carriage in children and there are many 

gaps  in  the  epidemiology  and  pathogenesis  of  CA-MRSA  strains  in  Brazil.   What  is  well 

established is that a single multidrug resistant MRSA clone (ST239/MRSA-IIIA clone) accounts 

for the vast majority of S. aureus infections (31, 35, 39). In a previous surveillance study among 

children with acute respiratory tract infections and meningitis, we found a nasal prevalence of S. 

aureus and  MRSA  of  13.5%  and  1.0%,  respectively.  The  MRSA  isolates  were  multidrug 

resistant and all of them were classified as SCCmec type III (20). The aim of the present study 

was to assess the prevalence of  S. aureus  and MRSA nasal carriage in a large population of 



healthy infants attending DCCs and to determine the potential risk factors for its acquisition. We 

also describe the molecular features of MRSA strains circulating at DCCs.

Material and Methods

Study  population - The  study  was  conducted  from  August  to  December  2005  in  Goiânia 

(1,201,007 inhabitants), located in central Brazil.  As part of a major investigation, nasal carriage 

of S. aureus isolates was determined by a cross-sectional survey conducted among children less 

than five years old attending 62 out the 70 municipal DCCs. Children who had taken antibiotics 

in the previous seven days were not considered eligible for the study. The study protocol was 

approved  by  the  Regional  Ethical  Committee  of  the  Federal  University  of  Goiás.  Written 

informed consent was obtained from each child’s parents or legal representative before nasal 

specimens collection or interviews.  

Data  collection-  Individual  variables,  socio-demographic  characteristics  of  the  families  and 

potential risk factors for S. aureus nasal carriage were obtained by interviews with the parents, 

immediately after obtaining consent and before collecting swabs. 

Sampling and sample size-  The overall population attending DCC was considered as the target 

population for sampling purposes. The number of children sampled per DCC was proportional to 

the number of children attending it. Based on previous studies in healthy children (7, 22) we 

estimated the rate of S. aureus carriage as 30%. Therefore, we calculated that a sample size of 

1,100 children would be necessary to estimate risk factors for  S. aureus and MRSA carriage 

(estimated prevalence ranging from 1-3%) with a 95% confidence interval (design effect = 1.5). 

Study participants were recruited sequentially within each DCC until the estimated recruitment 

number was met. 



Collection of nasal swabs and microbiological procedures – A single specimen was obtained per 

child  from one nasal  side  by two trained  nurses  with  swabs  which  were  placed into  Stuart 

transport  medium  tubes  (Medical  Wire,  Corsham,  UK).  The  swabs  were  transferred  to  the 

Laboratory of Bacteriology of the Federal University of Goiás within six hours of collection, and 

processed  immediately  according  to  standard  procedures. The nasal  swabs  were streaked  on 

manitol salt agar (Difco, Detroit, MI) and incubated at 37oC for 24h. Colonies with suggestive 

morphology of staphylococci and fermented the manitol were submitted to Gram stain, catalase, 

coagulase, DNAse tests and PCR amplification of  femB. The susceptibility test was performed 

by  diffusion  disk  (Oxoid  Ltd;  Basingstoke,  Hampshire,  England)  for  erythromycin, 

trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT), tetracycline,  clindamycin,  chloramphenicol,  rifampicin, 

teicoplanin, oxacillin, cefoxitin, ciprofloxacin, and gentamicin. Etest was used to test the isolates 

to the vancomycin (6).  S. aureus ATCC 25923 and ATCC 29213 strains were used as quality 

control. 

MRSA definition - The presence of mecA gene was used to define the MRSA, and was performed 

by PCR (26) for all isolates that showed oxacillin (1µg) inhibition zone >13 mm. 

Molecular  typing –  Pulsed-field  gel  electrophoresis  (PFGE)  with  SmaI  was  performed  as 

described previously (5). The following international epidemic MRSA (EMRSA) clones were 

included  as  controls:  ST5-II  (New-York/Japan),  ST239-III  (Brazilian),  ST5-VI  (Pediatric), 

ST22-IV  (EMRSA-15),  ST45-IV  (Berlin),  ST247-IA  (Iberian),  ST8-IV  (USA300),  ST1-IV 

(USA400)  and  ST30-IV  (Oceania  Southwest  Pacific).  SCCmec  typing  was  determined  by 

multiplex  PCR (25).  Multilocus  sequence  typing  (MLST),  spa  typing  and  Panton-Valentine 

leukocidin (PVL) gene detection were performed as reported elsewhere (9, 13, 21). The MLST 

sequences obtained were submitted to the international and public database (http://www.mlst.net) 

to generate an allelic profile and to assign the sequence type (ST).  spa types were determined 

using the Ridom Staphtype software version 1.5.13 (Ridom, Germany). 



Data analysis - Risk factors were assessed using the SPSS v.15.0 software (SPSS Inc., Chicago, 

IL, USA). The data were stratified into two age groups, ≤23 months and >23 months. Multidrug-

resistant  (MDR)  S.  aureus  isolates  were  defined  as  isolates  resistant  to  three  or  more 

antimicrobial  classes.  Logistic  regression was used to analyze  risk variables associated to  S.  

aureus carriage. Results were presented as odds ratios (OR) with 95% confidence intervals (95% 

CI).  All variables  with  p-values  <  0.05  in  univariate  analyses  were  included  in  the  final 

multivariable model. The significant variables were selected based upon likelihood ratio tests. A 

probability level of 0.05 (two-tailed) was used to determine the statistical significance. 

PFGE  band  patterns  were  analyzed  by  visual  inspection  according  to  Tenover  criteria  (36) 

followed by computer  analysis  using the Bionumerics software (version 4.0;  Applied Maths,  

Gent, Belgium).  S. aureus  NCTC8325 strain (GenBank acession number CP000253) was used 

for intra-gel normalization and inter-gel comparison purpose. The dendrogram was constructed 

using the unweighted pair group method for arithmetic averages (UPGMA) and the Dice band-

based similarity coefficient with a band position tolerance of 1.0% and an optimization of 0.7%. 

Isolates  were  defined  as  epidemiologically  related  if  they  shared  ≥80%  similarity  on  the 

dendrogram.  Band-based  patterns  were  compared  with  the  PFGE  patterns  of  the  major 

international MRSA clones. 



Results

Nasal  swabs  were collected  from 1,192 children attending  62 public  DCCs in Goiânia.  The 

median age of the participants was 39 months, and 645 (54.1%) were male. Overall, 80.5% of 

the children had taken antibiotics in the previous six months, 88.5% had attended other DCCs 

and 10.3% had been admitted to hospital in the previous six months. The  median household 

income was R$500 (~U$ 220), which is below the Brazilian poverty line. The prevalence of S. 

aureus and MRSA nasal colonization was 31.1% (95%CI; 28.50-33.84) and 1.2% (95%CI; 0.64-

1.96), respectively. 

Socio-demographic  and  clinical  characteristics  of  the  children  are  presented  in  Table  1. 

Variables significantly associated with S. aureus carriage in univariate analysis were: being older 

than 23 months, previous DCC attendance, antibiotics consumption and mother education. After 

multivariate  analysis  (Table  2),  being  older  than  23  months  (OR=1.83;  95%CI  1.27-2.65; 

p<0.001) and previous DCC attendance (OR=1.48; 95%CI 1.01-2.16; p=0.041) remained as a 

child factor independently associated with an increased risk for S. aureus carriage. The risk for 

S.  aureus carriage  was  inversely  associated  to  the  mothers’  degree  of  schooling.  Having  a 

mother with a high degree of education was a protective factor for child nasal colonization when 

comparing to mothers who were illiterate (OR=0.43; 95%CI 0.23-0.80; p=0.007). Previous DCC 

attendance,  previous  fever  in  the  last  30  days,  the  number  of  younger  siblings  and  use  of 

antibiotic by a family member in the previous 6 months were associated to MRSA carriage in 

univariate analysis.  After adjusting for confounders only a larger number of younger siblings 

remained associated to MRSA nasal carriage when compared to absence of younger siblings 

(p=0.022). 

All  MRSA  isolates  were  susceptible  to  vancomycin,  teicoplanin,  chloramphenicol  and 

rifampicin. MDR were detected in 7 (50%) MRSA isolates According to Figure 1, among the 14 

MRSA strains, six PFGE types, six spa types, five STs and three SCCmec types were detected. 

The majority of the isolates (n=8, 57%) belonged to a single clone (PFGE type A,  spa types 

t037/t275,  ST239,  SCCmec IIIA).  The  dendrogram  showed  that  PFGE  A  shares  82.7%  of 

similarity with the representative of the Brazilian clone. The majority (75%) of the ST239-IIIA 



strains  were MDR. Three MRSA strains  showed the same SCCmec,  ST and  spa  type  (type 

IV/ST121/t645)  although  they  belonged  to  different  pulsotypes  (B  and  D).  A  single  strain 

presented an unusual association (ST12-MRSA-IIIA). It is interesting to note the detection of 

one SCCmec type V (ST1120), classified as a single variant of ST45, and were place it in the 

MLST database.  PVL genes  were  not  detected  in  all  MRSA strains.  Among the  62  DCCs 

participating in the study, 11 (17.7%) were found to have at  least  one child colonized with 

MRSA. The ST239/MRSA-IIIA clone was spread into five different DCCs. Four out of the eight 

children that were carriers of ST239-IIIA lineage attended the same DCC (code 35) and two of 

them shared the same DCC room. All MRSA carriers had at least one healthcare associated risk 

factor for MRSA acquisition (previous hospitalization or use of antibiotic). 

Discussion

To the best of our knowledge, this is the first comprehensive survey on S. aureus nasal carriage 

conducted in Brazil, which included 1,192 children attending 62 out of a total of 70 public DCCs 

in Goiânia. The prevalence of S. aureus nasal colonization in this population (31.1%) was higher 

than that we have detected in  S. aureus carrier children at the moment of hospital admission 

(13.5%), in the same municipality (20). Our findings are consistent with those found in studies 

conducted in DCCs, especially in the Asian region (14, 16, 24), and corroborate that DCCs are a 

favorable environment for S. aureus nasal colonization.

We found that children older than 23 months, those who previously attended other DCCs, and 

those whose mother had a lower degree of education were at higher risk to be colonized by S. 

aureus. A possible explanation for the increase of S. aureus colonization with age may be due to 

pneumococcal  competition  at  the  early  age  of  life  leading  to  a  negative  correlation  for  co-

colonization of S. aureus and S. pneumoniae like observed by others (2). 

It  is well  recognized that DCCs are efficient  settings for the acquisition and transmission of 

pathogens  due  to  the  crowded  conditions,  frequent  close  physical contact,  breakdown  in 

appropriate hygiene and intensive exposure to antimicrobial. In addition, children with longer 

time of child-care exposure are more prone to be colonized by  S. aureus than children who 

attend DCCs for the first time (14, 22). High education level of the mother was an independent 



protective factor for S. aureus nasal colonization. In fact, the instruction degree may interfere in 

the compliance of the implementation of simple educational and control measures such as hand 

cleaning which minimizes the spread of S. aureus hence MRSA. 

The prevalence of MRSA nasal colonization in this population was estimated as 1.2%. This rate 

is within the reported range (0.2 to 13%) for MRSA carrier among healthy children (16, 33). 

Eight of the 14 MRSA were identified as belonging to the most common MRSA clone in Brazil 

(ST239-III),  endemic  in  healthcare  settings  all  over  the  country  (35,  39).  This  cluster  is 

epidemiologically  related since half  of  them were isolated from children attending the same 

DCC, supporting cross-transmission. In this way, our findings suggest that day-care children are 

acquiring and spreading SCCmec type III MRSA clones associated to the healthcare environment 

into  the  pediatric  community  as  colonizing  pathogens.  In  fact,  studies  have  indicated  that 

SCCmec type III is evading the hospital  environment and is adapting to the community (4). 

Three  MRSA strains  belonged to ST121.  This  clone has been found in both healthcare  and 

community-associated methicillin-susceptible  S. aureus (MSSA) and in some cases carry the 

PVL gene (11, 19). The emergence of ST121-IV may be the result of a local SCCmec acquisition 

by a ST121 MSSA strain (29). 

So far, few reports have detected the presence of ST12 strains. The association ST12-MRSA-

IIIA  found  in  the  present  study  was  an  unexpected  result,  since  ST12  has  been  related  to 

SCCmec type  IV (18,  37).  Strains representing ST12 have been described as an uncommon 

MRSA genetic background and studies have suggested that these strains come from a sporadic 

and diverse lineage (3). Whether these ST12 strains are under a transitional state is an open issue.

A novel finding of this investigation was the detection of the SCCmec type V in Brazil, which 

was assigned to ST1120, a single locus variant of ST45 differing at the aroE locus. The strain 

showed a PFGE profile very related with the first SCCmec type V isolate (ST45) later recovered 

in Portugal (1) and was grouped into clonal complex (CC) 45 previously associated with both, 

healthcare and community environment (15, 18, 28). Although this SCCmec type V strain has 

been recovered from a healthy child who had been exposed to known risk factors for HA-MRSA 

(hospitalization and antimicrobial use) its SCCmec type was rather compatible with CA-MRSA. 

Thus,  it  is  not  possible  to  establish  the  epidemiology of  this  MRSA strain  acquisition.  Our 



findings  emphasize  the  need for  a  continued  molecular  surveillance  on  MRSA with  special 

concern to the dissemination of CA-MRSA into the Brazilian hospital setting. 

 Limitations of this work should be mentioned. We failed to detect a positive association between 

carriage of MRSA and variables acknowledged as risk factors. A possible explanation could be 

the low number of MRSA strains isolated in this study, lacking sufficient statistical power for 

detecting  such  an  expected  association.  In  this  way,  no  significant  association  was  found 

between antibiotic usage in the past six months and MRSA carriage, although more than 80% of 

the  participants  had  taken  antibiotic  in  the  previous  six  months.  This  indicates  that  this 

population is itself a high-risk one as they have attended an outpatient service, which explains 

the  acquisition  of  nosocomial  MRSA  clones.  Also,  the  questionnaire  did  no  evaluate  the 

presence of a health care worker at household as a potential risk factor for both,  S. aureus and 

MRSA carriage. However proxy measure variables were assessed such as having any household 

member admitted to hospitalization and morbidity in the past six months, which could indicate a 

connection between a household member and the healthcare environment.

In conclusion, this survey showed that the prevalence of MRSA in a large sample of healthy 

Brazilian children is still low. However, the horizontal spread of healthcare-associated MRSA 

clones, such as the Brazilian MRSA, may be expected into the pediatric community due to the 

two-way flow of MRSA dissemination. Moreover, the detection of three isolates belonging to 

ST121,  a  clone frequently  associated with the PVL genes,  is  of  special  concern in a young 

population. Thus, continued monitoring of S. aureus and MRSA in our municipality is advisable 

in  order  to  establish  appropriate  educational  and  infection  control  measures  to  disrupt  the 

transmission to susceptible hosts.

Acknowledgments: This  work  was  supported  by  the  Brazilian  Council  for  Research  and 

Development/CNPq (Research Grant no. 482646/2007-1). J. Lamaro-Cardoso was supported by 

CAPES (Grant no. 2366/06-1) and CNPQ (Grant no. 141123/2006-0). A.L. Andrade (grants no. 

503703/2005-2 and 309196/2007-8) received support from CNPq.



References

1. Aires  de  Sousa,  M.,  B.  Correia,  and  H.  de  Lencastre;  Multilaboratory  Project 

Collaborators.  2008.  Changing patterns in  frequency of recovery of five methicillin-

resistant    Staphylococcus aureus   clones in portuguese hospitals: surveillance over a 16-  

year period. J. Clin. Microbiol. 46:2912-2917. 

2. Bogaert, D., A. van Belkum, M. Sluijter, A. Luijendijk, R. de Groot, H. C. Rümke, 

H.  A.  Verbrugh,  and  P.  W.  Hermans. 2004.  Colonisation  by    Streptococcus   

pneumoniae   and   Staphylococcus aureus   in healthy children.   Lancet 5:1871-1872.

3. Brady, J. M., M. E. Stemper, A. Weigel, P. H. Chyou, K. D. Reed, and S. K. Shukla. 

2007. Sporadic "transitional" community-associated methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus strains from health care facilities in the United States. J. Clin. Microbiol. 45:2654-

2661.

4. Charlebois, E. D., D. R. Bangsberg, N. J. Moss, M. R. Moore, A. R. Moss, H. F. 

Chambers,  and  F.  Perdreau-Remington. 2002.  Population-based  community 

prevalence  of  methicillin-resistant    Staphylococcus  aureus   in  the  urban  poor  of  San   

Francisco. Clin. Infect. Dis. 34:425-433. 

5. Chung, M., H. de Lencastre, P.  Matthews, A. Tomasz, I. Adamsson, M. Aires de 

Sousa, T. Camou, C. Cocuzza, A. Corso, I. Couto, A. Dominguez, M. Gniadkowski, 

R. Goering, A. Gomes, K. Kikuchi, A. Marchese, R. Mato, O. Melter, D. Oliveira, R. 

Palacio,  R. Sá-Leão,  I.  Santos-Sanches,  J.  H. Song, P. T. Tassios,  and P. Villari; 

Multilaboratory Project Collaborators. 2000. Molecular typing of methicillin-resistant 

Staphylococcus  aureus   by  pulsed-field  gel  electrophoresis:  comparison  of  results   

obtained in a multilaboratory effort using identical protocols and MRSA strains. Microb. 

Drug Resist. 6:189-198.

6. Clinical  and  Laboratory  Standards  Institute.  2007.  Performance  standards  for 

antimicrobial  disk  diffusion  susceptibility  testings:  17th informational  supplement. 

Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne, PA. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11144419?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11144419?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11144419?ordinalpos=5&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11797167?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11797167?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11797167?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15183627?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15183627?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18614664?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18614664?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18614664?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum


7. Creech, C. B., D. S. Kernodle, A. Alsentzer, C. Wilson, and K. M. Edwards. 2005. 

Increasing  rates  of  nasal  carriage  of  methicillin-resistant    Staphylococcus  aureus   in   

healthy children. Pediatr. Infect. Dis. J. 24:617-621.

8. Creech,  C.  B.,    T.  R.  Talbot,  and  W.  Schaffner.  2006.  Community-associated 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus: the way to the wound is through the nose. J. 

Infect. Dis. 15:169-171.

9. Enright,  M. C.,  N.  P.  Day,  C. E.  Davies,  S.  J.  Peacock,  and B.  G. Spratt.  2000. 

Multilocus sequence typing for characterization of methicillin-resistant and methicillin-

susceptible clones of   Staphylococcus aureus.   J. Clin. Microbiol. 38:1008-1015.

10. Feng, Y., C. J. Chen, L. H. Su, S. Hu, J. Yu, and C. H. Chiu. 2008.  Evolution and 

pathogenesis  of    Staphylococcus  aureus  :  lessons  learned  from  genotyping  and   

comparative genomics. FEMS Microbiol. Rev. 32:23-37.

11. Gomes,  A.  R.,  H.  Westh,  and  H.  de  Lencastre.  2006.  Origins  and  evolution  of 

methicillin-resistant    Staphylococcus  aureus   clonal  lineages.   Antimicrob.  Agents 

Chemother. 50:3237-3244.

12. Grundmann, H., M. Aires de Sousa, J. Boyce J, and E. Tiemersma. 2006. Emergence 

and resurgence of meticillin-resistant    Staphylococcus aureus   as  a public-health threat.   

Lancet 368:874-885.

13. Harmsen, D., H. Claus, W. Witte, J. Rothgänger, H. Claus, D. Turnwald, and U. 

Vogel.  2003.  Typing  of  methicillin-resistant    Staphylococcus  aureus   in  a  university   

hospital  setting  by  using  novel  software  for    spa   repeat  determination  and  database   

management. J. Clin. Microbiol. 41:5442-5448.

14. Hisata, K., K. Kuwahara-Arai, M. Yamanoto, T. Ito, Y. Nakatomi, L. Cui, T. Baba, 

M. Terasawa, C. Sotozono, S. Kinoshita, Y. Yamashiro, and K. Hiramatsu. 2005. 

Dissemination of methicillin-resistant   staphylococci   among healthy Japanese children.   J. 

Clin. Microbiol. 43:3364-3372.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16000461?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14662923?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14662923?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14662923?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16950365?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16950365?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17005800?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17005800?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17983441?ordinalpos=18&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17983441?ordinalpos=18&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17983441?ordinalpos=18&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10698988?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10698988?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Infect%20Dis.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Infect%20Dis.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Schaffner%20W%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Talbot%20TR%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Creech%20CB%202nd%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15999003?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15999003?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum


15. Ho, P. L., S. K. Chuang, Y. F. Choi, R. A. Lee, A. C. Lit, T. K. Ng, T. L. Que, K. C. 

Shek, H. K. Tong, C. W. Tse, W. R. Tung, and R. W. Yung; Hong Kong CA-MRSA 

surveillance network. 2008. Community-associated methicillin-resistant and methicillin-

sensitive    Staphylococcus aureus  : skin and soft tissue infections in Hong Kong.   Diagn. 

Microbiol. Infect. Dis. 6:245-250.

16. Huang, Y.C., L. H. Su, C. J. Chen, and T. Y. Lin. 2005. Nasal carriage of methicillin-

resistant    Staphylococcus aureus   in  school children without  identifiable  risk  factors  in   

northern Taiwan. Pediatr. Infect. Dis. J. 24:276-278.

17. Ito,  T.,  K.  Okuma, X.  X.  Ma,  H.  Yuzawa,  and K.  Hiramatsu.  2003.  Insights  on 

antibiotic resistance of    Staphylococcus aureus   from its whole genome: genomic island   

SCC. Drug Resist. Updat. 6:41-52.

18. Kerttula, A.M., O. Lyytikäinen, M. Kardén-Lilja, S. Ibrahem, S. Salmenlinna, A. 

Virolainen,  and  J.  Vuopio-Varkila.  2007.  Nationwide  trends  in  molecular 

epidemiology of methicillin-resistant   Staphylococcus aureus  , Finland, 1997-2004.   BMC 

Infect. Dis. 14:94.

19. Ko, K.S., J. Y. Lee, J. Y. Baek, K. R. Peck, J. Y. Rhee, K. T. Kwon, S. T. Heo, K. M. 

Ahn, and J. H. Song. 2008.  Characterization of    Staphylococcus aureus   nasal carriage   

from children attending an outpatient clinic in Seoul, Korea. Microb. Drug Resist. 14:37-

44.

20. Lamaro-Cardoso, J  ., M. Castanheira, R. M. Oliveira, S. A.   Silva  , A. C. Pignatari, E. 

E. Mendes, F. C. Pimenta, and A. L. Andrade. 2007. Carriage of methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus in children in Brazil. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 57:467-470.

21. Lina, G.,  Y. Piémont,  F. Godail-Gamot,  M. Bes,  M. O. Peter,  V.  Gauduchon, F. 

Vandenesch,  and  J.  Etienne.  1999.  Involvement  of  Panton-Valentine  leukocidin-

producing   Staphylococcus aureus   in primary skin infections and pneumonia.   Clin Infect 

Dis 29:1128-1132.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10524952?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10524952?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Diagn%20Microbiol%20Infect%20Dis.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Andrade%20AL%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pimenta%20FC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Mendes%20RE%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pignatari%20AC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22e%20Silva%20SA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22de%20Oliveira%20RM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Castanheira%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lamaro-Cardoso%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18346010?ordinalpos=11&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18346010?ordinalpos=11&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17697340?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17697340?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12654286?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12654286?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12654286?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15750471?ordinalpos=37&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15750471?ordinalpos=37&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15750471?ordinalpos=37&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18272316?ordinalpos=19&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18272316?ordinalpos=19&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum


22. Lo, W.T., W. J. Lin, M. H. Tseng, J. J. Lu, S. Y. Lee, M. L. Chu, and C. C. Wang. 

2007.  Nasal  carriage  of  a  single  clone  of  community-acquired  methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus   among kindergarten attendees in northern Taiwan.   BMC Infect. 

Dis. 1:51.

23. Lo, W.T., W. J. Lin, M. H. Tseng, S. R. Wang, M. L. Chu, and C. C. Wang. 2006. 

Community-acquired  methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus in  children,  Taiwan. 

Emerg. Infect. Dis. 12:1267-1270.

24. Masuda, K., R. Masuda, J. Nishi, K. Tokuda, M. Yoshinaga, and K. Miyata.  2002. 

Incidences of nasopharyngeal colonization of respiratory bacterial pathogens in Japanese 

children attending day-care centers. Pediatr. Int. 44:376-380.

25. Milheiriço, C.,  D. C. Oliveira,  and H. de Lencastre. 2007.  Update to the multiplex 

PCR  strategy  for  assignment  of  mec  element  types  in    Staphylococcus     aureus  .   

Antimicrob. Agents Chemother. 51:3374-3377.  

26. Murakami,  K.,  W.  Minamide,  K.  Wada,  E.  Nakamura,  H.  Teraoka,  and  S. 

Watanabe.  1991.  Identification  of  methicillin-resistant  strains  of  staphylococci  by 

polymerase chain reaction. J. Clin. Microbiol. 29:2240-2244.

27. Naimi,  T.S.,  K.  H.  LeDell,  K.  Como-Sabetti,  S.  M.  Borchardt,  D.  J.  Boxrud,  J. 

Etienne, S. K. Johnson, F. Vandenesch, S. Fridkin, C. O'Boyle, R. N. Danila, and R. 

Lynfield.  2003.  Comparison  of  community-  and  health  care-associated  methicillin-

resistant   Staphylococcus     aureus   infection.   JAMA 10:2976-2984.

28. O'Brien, F.G., G. W. Coombs, J. C. Pearson, K. J. Christiansen, and W. B. Grubb. 

2005.  Type  V staphylococcal  cassette  chromosome    mec   in  community  staphylococci   

from Australia. Antimicrob. Agents Chemother. 49:5129-5132.

29. Pan,  E.S  .,  B.  A.  Diep,  E.  D.  Charlebois,  C.  Auerswald,  H.  A.  Carleton,  G.  F. 

Sensabaugh, and F. Perdreau-Remington. 2005. Population dynamics of nasal strains 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Perdreau-Remington%20F%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sensabaugh%20GF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Carleton%20HA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Auerswald%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Charlebois%20ED%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Diep%20BA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pan%20ES%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16304184?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16304184?ordinalpos=4&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14665659?ordinalpos=37&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14665659?ordinalpos=37&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1939577?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1939577?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17576837?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17576837?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12139560?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12139560?ordinalpos=3&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17543109?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17543109?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum


of  methicillin-resistant  Staphylococcus  aureus--and  their  relation  to  community-

associated disease activity. J. Infect. Dis. 192:811-818.

30. Peacock, S. J., A. Justice, D. Griffiths, G. D. de Silva, M. N. Kantzanou, D. Crook, 

K.  Slleman,  and  N.  P.  J.  Day.  2003.  Determinants  of  acquisition  and  carriage  of 

Staphylococcus aureus in infancy. J. Clin. Microbiol. 41:5718-5725.

31. Sader,  H.  S  .,  A.  C.  Pignatari,  R.  J.  Hollis,  and R.  N.  Jones.  1994.  Evaluation  of 

interhospital spread of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Sao Paulo, Brazil, 

using  pulsed-field  gel  electrophoresis  of  chromosomal  DNA.  Infect.  Control  Hosp. 

Epidemiol. 15:320-323.

32. Safdar, N., and E. A. Bradley. 2008. The risk of infection after nasal colonization with 

Staphylococcus aureus  .   Am. J. Med. 121:310-315.

33. Sá-Leão, R., I. S. Sanches, I. Couto, C. R. Alves, and H. de Lencastre. 2001.  Low 

prevalence  of  methicillin-resistant  strains  among    Staphylococcus  aureus   colonizing   

young and healthy members of the community in Portugal. Microb. Drug. Resist. 7:237-

245.

34. Salgado, C. D  . B. M. Farr, and D. P.  Calfee. 2003. Community-acquired methicillin-

resistant Staphylococcus aureus: a meta-analysis of prevalence and risk factors. Clin. Infect. 

Dis. 15:131-139.

35. Teixeira, L. A., C. A. Resende, L. R. Ormonde, R. Rosenbaum, A. M. S. Figueiredo, 

H. de Lencastre, and A. Tomasz.  1995. Geographic spread of epidemic multiresistant 

Staphylococcus aureus clone in Brazil. J. Clin. Microbiol. 33:2400-2404. 

36. Tenover, F. C., R. D. Arbeit, R. V. Goering, P. A. Mickelsen, B. E. Murray, D. H. 

Persing,  and  B.  Swaminathan.  1995.  Interpreting  chromosomal  DNA  restriction 

patterns produced by pulsed-field gel electrophoresis: criteria for bacterial strain typing. 

J. Clin. Microbiol. 33:2233-2239. 

javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Infect%20Dis.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Infect%20Dis.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Calfee%20DP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Farr%20BM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Salgado%20CD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11759085?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11759085?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11759085?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18374690?ordinalpos=58&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18374690?ordinalpos=58&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Infect%20Control%20Hosp%20Epidemiol.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Infect%20Control%20Hosp%20Epidemiol.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hollis%20RJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pignatari%20AC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sader%20HS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Infect%20Dis.');


37. Vainio,  A  .,  M.  Kardén-Lilja,  S.  Ibrahem,  A.  M.  Kerttula,  S.  Salmenlinna,  A. 

Virolainen, and J.  Vuopio-Varkila. 2008. Clonality of epidemic methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus strains in Finland as defined by several molecular methods. Eur. 

J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 27:545-555.

38. Velázquez-Guadarrama, N  ., G. Martinez-Aguilar, J. A. Galindo, G. Zuñiga, and A. 

Arbo-Sosa. 2009.  Methicillin-resistant  S.  aureus colonization  in  Mexican  children 

attending day care centres. Clin. Invest. Med. 32:E57-E63.

39. Vivoni, A. M., B. A. Diep, A. C. de Gouveia Magalhães, K. R. Santos, L. W. Riley, 

G. F. Sensabaugh, and B. M. Moreira.  2006.  Clonal composition of    Staphylococcus   

aureus   isolates at a Brazilian university hospital: identification of international circulating   

lineages. J. Clin. Microbiol. 44:1686-1691.

40. Wertheim, H. F., D. C. Melles, M. C. Vos, W. van Leeuwen, A. van Belkum, H. A. 

Verbrugh,  and  J.  L.  Nouwen.  2005.  The  role  of  nasal  carriage  in    Staphylococcus   

aureus   infections.   Lancet Infect. Dis. 5:751-762.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16310147?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16310147?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16672394?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16672394?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16672394?ordinalpos=1&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Clin%20Invest%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Arbo-Sosa%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Zu%C3%B1iga%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Galindo%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Martinez-Aguilar%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vel%C3%A1zquez-Guadarrama%20N%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Eur%20J%20Clin%20Microbiol%20Infect%20Dis.');
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Eur%20J%20Clin%20Microbiol%20Infect%20Dis.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vuopio-Varkila%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Virolainen%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Salmenlinna%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kerttula%20AM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ibrahem%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kard%C3%A9n-Lilja%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vainio%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


Table 1. Demographic and clinical characteristics of Staphylococcus aureus carriage among infants attending DCCs 

in Brazil.

Variables
S. aureus MRSA

Yes
N=371

No
N=821 P Yes

N=14
No

N=1,178 P

Child factors

Age-months
    ≤ 23 44 (11.9) 166 (20.2) <0.001 2  (14.3) 208 (17.7) 0.735
    24-59 327 (88.1) 655 (79.8) 12 (85.7) 970 (82.3)
Sex
    Male 206 (55.5) 439 (53.5) 0.510 9 (64.3) 636 (54.0) 0.438
    Female 165 (44.5) 382 (46.5) 5 (35.7) 542 (46.0)
Previous DCC 
attendance
    Yes 58 (15.6) 79 (9.6) 0.003 - 137 (11.6) 0.064
    No 313 (84.4) 742 (90.4) 14 (100) 1,041 (88.4)
Admitted to hospitala

    Yes 34 (9.2) 89 (10.8) 0.375 2 (14.3) 121 (10.3) 0.641
    No 337 (90.8) 731 (89.2) 12 (85.7) 1,056 (89.7)
Use of antibiotica

    Yes 303 (89.1) 657 (86.8) 0.276 13 (92.9) 948 (87.5) 0.513
    No 37 (10.9) 100 (13.2) 1 (7.1) 136 (12.5)
Having recurrent 
AOMb

    Yes 14 (3.8) 28 (3.4) 0.759 - 42 (3.6) 0.314
    No 357 (96.2) 791 (96.6) 14 (100) 1,134 (96.4)
Previous pneumoniac

    Yes 5 (1.4) 12 (1.5) 0.878 - 17 (1.4) 0.525
    No 366 (98.6) 809 (98.5) 14 (100) 1,161 (98.6)
Previous feverc 
    Yes 94 (25.3) 251 (30.6) 0.063 1 (7.1) 344 (29.2) 0.04
    No 277 (74.7) 569 (69.4) 13 (92.9) 833 (70.8)
Previous flu-likec

    Yes 205 (55.3) 476 (58.1) 0.367 7 (50.0) 674 (57.3) 0.587
    No 166 (44.7) 344 (41.9) 7 (50.0) 503 (42.7)
Previous coughc 

Yes 175 (47.3) 383 (46.7) 0.850 5 (35.7) 553 (47.0) 0.395



No 195 (52.7) 437 (53.3) 9 (64.3) 623 (53.0)
Having asthma
    Yes 14 (3.8) 21 (2.6) 0.253 - 35 (3.0) 0.359
    No 357 (96.2) 798 (97.4) 14 (100) 1,141 (97.0)
Nº of siblings 
   mean (SD) 1.2 (1.2) 1.4 (1.2) 0.102 1.4 (1.9) 1.3 (1.2) 0.923
Nº of younger 
siblings
   mean (SD) 0.4 (0.5) 0.4 (0.6) 0.826 0.8 (0.4) 0.4 (0.6) 0.022
Nº of older siblings
   mean (SD) 1.4 (1.1) 1.4 (1.1) 0.3571 1.3 (2.3) 1.4 (1.1) 0.807

Household factors

Use of antibiotic by a 
child of householdc

    Yes 24 (6.6) 31 (3.9) 0.041 - 55 (4.8) 0.243
    No 339 (93.4) 771 (96.1) 14 (100) 1,096 (95.2)
Use of antibiotic by a 
family member a

    Yes 303 (81.7) 672 (81.9) 0.940 14 (100) 877 (74.4) 0.004
    No 68 (18.3) 149 (18.1) - 301 (25.6)
Hospitalization of a 
family membera

    Yes 57 (15.4) 137 (16.7) 0.567 1 (7.1) 193 (16.4) 0.304
    No 314 (84.6) 684 (83.3) 13 (92.9) 985 (83.6)
Mother schooling
   Illiterate 4 (1.1) 4 (0.5) 0.012 - 8 (0.7) 0.959
   Elementary 206 (55.7) 490 (60.6) 9 (64.3) 687 (59.0)
   high school 145 (39.2) 256 (31.6) 4 (28.6) 397 (34.1)
   College 15 (4.1) 59 (7.3) 1 (7.1) 73 (6.3)

81.102
3 =Χ   30.02

3 =Χ

Family income
   mean (SD) 967.1 (5,259.35) 866.3 (3,683.70) 0.955 671.4 (478.66) 595.9 

(420.36)
0.505

 Missing values for any predictor were excluded from the analysis, so the numbers may not add to totals
      a Previous 6 months 
      b Acute Otitis Media - 3 episodes of AOM in 6 months or > 3 episodes in 12 months
      c Previous 30 days



Table 2. Risk factors independently associated with Staphylococcus aureus nasal carriage in 

infants from DCC in Brazil.

Variables Univariate analysis Multivariable analysis
 OR (95%CI) P  OR (95%CI) P

Child factors

       Age ≥ 24 months 1.9 (1.3-2.7) 0.001 1.8 (1.3-2.6) 0.001
       Previous DCC attendance 1.7 (1.2-2.5) 0.003 1.5 a (1.0-2.2) 0.041

Household factors

       Mother’schooling
   Illiterate 1   1a

   Elementary 0.2 (0.6-1.1) 0.07 0.2 (0.04-0.96) 0.045
   High school 0.6 (0.3-1.1) 0.09 0.5 (0.3-1.0) 0.057
   University 0.4 (0.2-0.8) 0.01 0.4 (0.2-0.8) 0.007

Use of antibiotic by a 
child of household b 

1.8 (1.0-3.0) 0.04 1.7 a (0.98-3.03) 0.058

     a   Odds ratio (OR) adjusted by age as continuous variable
     b   in the past 30 days



7. Conclusões

• A população pediátrica estudada  apresentou taxa de colonização nasal de 31,12% 

e 1,17% para S. aureus e MRSA, respectivamente;

• Os fatores significativamente associados com colonização nasal de S. aureus em 

crianças de creche do município foram idade acima de 2 anos e ter frequentado 

outra creche;

• Alto grau de escolaridade da mãe foi fator protetor para colonização nasal com S. 

aureus;



• Detectou-se uma linhagem genotípica predominante (ST239-MRSA-IIIA) entre 

os MRSA isolados a qual compartilha mais de 80% de similaridade genética com 

o clone epidêmico brasileiro;

• SCCmec tipo  V  foi  detectado  em  um  isolado  MRSA,  sendo  esta  a  primeira 

descrição no Brasil.



8. Anexos



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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