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Resumo 

 

Os Staphylococcus aureus são os principais microrganismos causadores de infecções 

nosocomiais, com uma grande variedade de manifestações clínicas, a variação deste 

espectro de manifestações geralmente depende dos numerosos fatores de virulência que 

cada cepa produz, entretanto, a importância desses patógenos está inserida na 

combinação da virulência mediada por suas toxinas, seu caráter invasivo e seu perfil de 

resistência a antibióticos. O presente estudo teve por objetivos documentar a 

disseminação de clones endêmicos e identificar os fatores individuais relacionados à sua 

aquisição, e relacioná-los a prevalência de fatores de resistência e virulência em cepas 

de MRSA isoladas de culturas clínicas e/ou de vigilância de pacientes de um hospital de 

ensino. No presente trabalho 1078 amostras de Staphylococcus aureus provenientes de 

pacientes internados no Hospital Estadual Bauru foram identificadas e testadas 

fenotipicamente frente a oxacilina (1 μg), cefoxitina (30 μg), vancomicina (30 μg), 

eritromicina (15 μg) e gentamicina (10 μg) sendo que dessas, 810 (75.1%) apresentaram 

perfil fenotípico para Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina – MRSA. A 

avaliação genotípica do perfil de resistência foi realizada através da amplificação do 

gene mecA pela técnica de PCR onde foi observado que das 443 amostras testadas foi 

detectado o gene mecA em 336 amostras (75.8%), e que dessas, 305 amostras (90.8%) 

apresentaram perfil SCCmec Tipo III ou Tipo IIIA, 6 amostras (1.8%) Tipo II e 25 

amostras (7.4%) Tipo IV. A avaliação do perfil genotípico de virulência mostrou a 

seguinte distribuição, 15.6% (n=69) genes da Leucocidina de Panton Valentine (lukPV), 

14% (n=62) gene da Síndrome do Choque Tóxico (tst), 31.8% (n=141) gene da 

Enterotoxina A (sea), 19.8% (n=88) gene da Enterotoxina B (seb), 38.1% (n=169) gene 

da Enterotoxina C (sec-1), 100% (n=443) gene da Hemolisina Delta (hld), 99.5% 

(n=441) Hemolisina Alfa (hla), 0.9% (n=4) Toxina Esfoliativa A (eta), 3.6% (n=16) 

Toxina Esfoliativa B (etb) e 0.4% (n=2) Toxina Esfoliativa D (etd). Em relação à 

produção de biofilme 97.5% (n=432) foram positivas para o gene icaA e 97% (n=430) 

para o gene icaD. A análise multivariada dos fatores de virulência relacionados com a 

capacidade de invasão das amostras de S. aureus  através da comparação dos fatores de 

virulência das amostras isoladas de culturas clínicas (n=84) e de vigilância (n=225) 

mostrou que amostras MRSA com SCCmec Tipo III podem ser 2.19 vezes mais 

invasivas que as demais amostras de S. aureus e que amostras com SCCmec Tipo IV 

podem ser 5.28 vezes mais invasivas que as demais amostras. Também foi possível 
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observar entre os fatores de virulência estudados que  os genes que codificam a 

Leucocidina de Panton Valentine (pvl) ou esfoliatina B (etb) foram fatores 

independentemente associados a invasão (odds ratio - OR de 2.38 e 6.38, 

respectivamente). Na análise do perfil clonal por Pulsed Field Gel Electrophoresis – 

PFGE das amostras MRSA invasivas foi possível observar a presença de 4 grupos 

clonais majoritários enquanto que a análise do perfil clonal das amostras colonizantes 

demonstrou a presença de 7 clones majoritários. O perfil clonal dos MRSA isolados de 

pacientes queimados demonstrou 2 grupos majoritários: Grupo A (Sab 82.3) e Grupo B 

(Sab 83.3). A análise multivariada para avaliação de fatores de risco para aquisição de 

MRSA em pacientes não queimados demonstrou como fatores de risco a cirurgia (OR= 

3.01) e úlcera de pressão (OR= 11.4). Em  pacientes queimados a análise multivariada 

revelou como fatores de risco siginificativos  o histórico de internação maior que 24h 

em outro serviço (OR= 7.8), número de debridamentos (OR=6.8) e internação prévia ou 

atual em UTI (OR=3.6). O conhecimento da epidemiologia e dos fatores de risco para 

aquisição de MRSA colonizantes ou invasivos no hospital estudado são dados 

importantes que podem  auxiliar na prevenção e controle desses microrganismos. 

 

Palavras-chave: Epidemiologia molecular; MRSA; Resistência; Virulência 

 



Abstract  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                      ABSTRACT 



Abstract  

 

Staphylococcus aureus are the most common microorganisms causing nosocomial 

infections, with a wide variety of clinical manifestations, the variation of the spectrum 

of manifestations generally depends upon the numerous virulence factors that each 

strain produces, however, the importance of these pathogens is included in the 

combination of virulence mediated by their toxins, its invasive nature and profile of 

antibiotic resistance. This study aimed to document the spread of endemic clones and 

identify the individual factors related to its acquisition, and relate them to the prevalence 

of resistance and virulence factors in strains of MRSA isolated from clinical cultures 

and / or surveillance patients a teaching hospital. In this study 1078 samples of 

Staphylococcus aureus from hospitalized patients in Bauru State Hospital were 

identified phenotypically and tested against oxacillin (1 μ g), cefoxitin (30 μ g), 

vancomycin (30 μ g), erythromycin (15 μ g) and gentamicin (10 μ g) and that these, 810 

(75.8%) showed phenotypic profile for Methicillin Resistant Staphylococcus aureus - 

MRSA. The evaluation of genotypic resistance profiles was performed by amplification 

of the mecA gene by PCR where it was observed that of 443 samples tested was 

detected mecA gene in 336 samples (75.8%), and that these, 305 samples (90.8%) 

profile were SCCmec type III or type IIIA, six samples (1.8%) type II and 25 samples 

(7.4%) type IV. The evaluation of virulence genotype was distributed as follows, 15.6% 

(n = 69) genes of Panton Valentine Leukocidin (lukPV), 14% (n = 62) gene for toxic 

shock syndrome (tst), 31.8% (n = 141) gene of enterotoxin A (sea), 19.8% (n = 88) gene 

of enterotoxin B (seb), 38.1% (n = 169) gene of enterotoxin C  (sec-1), 100% (n = 443) 

Delta Hemolysin gene (hld), 99.5% (n = 441) Alpha Hemolysin gene (hla), 0.9% (n = 4) 

Exfoliative toxin A (eta), 3.6% (n = 16) Exfoliative toxin B (etb) and 0.4 % (n = 2) 

Exfoliative toxin D (etd). In relation to biofilm production 97.5% (n = 432) were 

positive for the gene icaA and 97% (n = 430) for the gene icaD. Multivariate analysis of 

virulence factors related to the invasiveness of strains of S. aureus by comparing the 

virulence factors of strains isolated from clinical cultures (n = 84) and surveillance (n = 

225) showed that samples MRSA with SCCmec type III may be 2.19 times more 

invasive than other strains of S. aureus and that samples with SCCmec type IV may be 

5.28 times more invasive than the other samples. Was also observed among the 

virulence factors the genes encoding the Panton Valentine Leukocidin (pvl) or 

Exfoliative toxin B (etb) were factors independently associated with invasion (odds 
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ratio - OR of 2.38 and 6:38, respectively). In profile analysis of clonal by pulsed-field 

gel electrophoresis - PFGE of invasive MRSA samples could observe the presence of 

four major clonal groups while the analysis of clonal profile of the samples showed the 

presence of colonizing clones 7 majority. The clonal profile of MRSA isolated from 

burn patients showed two major groups: Group A (Sab 82.3) and Group B (Sab 83.3). 

The multivariate analysis for risk factors for MRSA acquisition in patients unburnt 

demonstrated as risk factors for surgery (OR = 3.01) and pressure ulcers (OR = 11.4). 

Burned patients multivariate analysis showed as risk factors signifiers history of 

hospitalization than 24 hours in another hospital (OR = 7.8), number of debridements 

(OR = 6.8) and current or previous hospitalization in the ICU (OR = 3.6). Knowledge of 

the epidemiology and risk factors for acquisition of MRSA colonizing or invasive in the 

hospital are important data that can help prevent and control these microorganisms. 

 

Key-words: molecular epidemiology; MRSA; Resistance; Virulence 
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Staphylococcus aureus pode causar uma grande variedade de infecções, muitas 

delas adquiridas no ambiente hospitalar. A grande transmissibilidade, o seu elevado 

potencial patogênico e a possibilidade de resistência a múltiplos antimicrobianos, são 

itens relevantes que contribuem para a relevância das infecções estafilocóccicas em 

hospitais e outros serviços de saúde. Boa parte da população humana é portadora desta 

bactéria sendo que a maioria não apresenta quaisquer sintomas de infecção, nesses os 

principais nichos são a mucosa nasal e o períneo. A esse padrão de carreamento, no qual 

se observa reprodução bacteriana sem interação imunológica ou doença clínica, dá-se o 

nome de “colonização”. Tanto o indivíduo colonizado quanto aqueles que apresentam 

infecção podem transmitir eficazmente o S. aureus através de contato direto ou indireto. 

Esse fenômeno, denominado “transmissão cruzada”, apresenta dinâmica aumentada no 

ambiente hospitalar e esse fato tem como significativa contribuição a gravidade inerente 

dos indivíduos internados, os procedimentos invasivos realizados no hospital, o uso de 

antimicrobianos e a ocorrência denominada “understaffing” (ou seja, um baixo número 

de profissionais prestando assistência a uma grande quantidade de pacientes)(1). 

Vários fatores de virulência são responsáveis pelos sintomas e gravidade das 

infecções causadas por S. aureus. As células de S. aureus apresentam alguns 

componentes de superfícies, incluindo moléculas de adesão, peptidoglicano e proteína A 

que conferem a esses microrganismos a capacidade de evadir-se do sistema imune do 

hospedeiro(2,3,4), assim como produzem várias enzimas extracelulares, tais como a 

catalase, nucleases, hialuronidades, lipase, fibrinolisinas que hidrolisam diferentes 

proteínas e outras moléculas, gerando nutrientes utilizáveis pelo S. aureus e ao mesmo 

tempo facilitando a sua disseminação pelos tecidos(5). Algumas cepas ainda são capazes 

de produzir uma ou mais toxinas que podem ser enquadradas, de forma geral, em dois 

grupos, os agentes ativos em membranas, que compreendem as toxinas alfa, beta, delta 

e gama, como também a leucocidina de Panton-Valentine (genes pvl, LukE-lukD), 

designada como PVL, e as toxinas com atividades de superantígenos (SAgs), que 

incluem a família das toxinas pirogênicas (PTs) que são as enterotoxinas 

estafilococcicas (SEs), a toxina da síndrome do choque tóxico (TSST-1) e a família das 

toxinas esfoliativas (ETs)(6). Alguns dos genes dessas toxinas podem ser freqüentemente 

transportados por elementos genéticos móveis, tais como fagos e ilhas de 

patogenicidade (SaPIs), as quais são segmentos de DNA de variados tamanhos, 
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potencialmente móveis, codificadores de genes associados à virulência, sendo 

transferidos horizontalmente entre as cepas, como exemplo, pode-se citar genes que 

codificam enterotoxina B e C, e a toxina da síndrome do choque tóxico(7). A 

importância dos S. aureus como patógenos reside na combinação da virulência mediada 

por suas toxinas, seu caráter invasivo e seu perfil de resistência aos antibióticos(8). 

A disseminação de isolados resistentes aos antimicrobianos mais utilizados na 

prática clínica é um fator limitante para o tratamento das infecções estafilocócicas(9). 

Um marco importante na terapia estafilocócica foi o surgimento de Staphylococcus 

aureus resistentes a Meticilina (Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus, MRSA), 

tendo emergido nas últimas décadas, como o patógeno Gram-positivo predominante em 

infecções hospitalares. Estima-se que ele esteja envolvido em mais de 50% das 

infecções estafilocócicas adquiridas em serviços de saúde(10,11,12). Os MRSA são 

resistentes a todos os betalactâmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e 

monobactâmicos), pois expressam um receptor de baixa afinidade para esses 

antibióticos. Esses antibióticos se ligam a enzimas bacterianas constitutivas que 

participam da síntese da parede celular, as proteínas ligadoras de Penicilina (Penicillin-

Binding Protein, PBP), impedindo seu funcionamento correto. O MRSA tem a 

capacidade de sintetizar uma variante da PBP2, a PBP2a, mantendo a sua função 

fisiológica porém, com baixa afinidade pelos betalactâmicos(13,14). O gene que codifica a 

proteína PBP2a, o gene mecA, juntamente com seus genes reguladores, encontra-se em 

um elemento genético móvel, o cassete cromossômico estafilocócico mec (SSCmec)(15). 

Já foram descritos pelo menos 5 tipos de SCCmec, que diferem entre si em relação ao 

número de genes que carregam e em sua arquitetura gênica(13,16). Alguns destes tipos são 

carreadores de genes determinantes para múltiplos antibacterianos, além dos 

betalactâmicos, os macrolídeos, lincosaminas, estreptograminas, aminoglicosídeos e 

tetraciclina, desta forma, quando uma célula bacteriana adquire estes SCCmec de uma 

única vez adquire um fenótipo de múltipla-resistência(13,14). 

Oito tipos de SCCmec já foram definidos através da combinação de duas partes: 

o complexo ccr e o complexo mec, com três genes ccr filogeneticamente distintos 

classificados como: ccrA, ccrB e ccrC, além disso, há cinco classes do complexo gene 

mec (classe A, B, C1, C2 e classe D) (17,18). Os diferentes tipos de SCCmec são 

classificados como: SCCmec tipo I (complexo gene mec classe B e ccrA1B1), SCCmec 



Introdução       25 

 

tipo II (complexo gene mec classe A e ccrA2B2), SCCmec tipo III (complexo gene mec 

classe A e ccrA3B3), SCCmec tipo IV (complexo gene mec classe B e ccrA2B2), e 

SCCmec tipo V (complexo gene mec classe C2 e ccrC), SCCmec tipo VI (complexo 

gene mec classe B e ccrA4B4), SCCmec tipo VII (complexo gene mec classe C1 e ccrC) 

e SCCmec tipo VIII (complexo gene mec classe A e ccrA4B4). A região restante do 

SCCmec é chamada de região J (Joining region),  que constitui componentes não 

essenciais do cassete que podem carrear determinantes de resistência antimicrobiana 

adicionais(7, 18). 

O tratamento de infecções por MRSA torna-se complicado devido ao número 

limitado de opções terapêuticas seguras. A opção terapêutica de escolha deve considerar 

o perfil de sensibilidade a antibióticos de cada isolado, sendo que de forma geral, um 

glicopeptídeo é uma boa opção especialmente contra isolados que carregam o SCCmec 

tipo III, sendo este o tipo que confere um fenótipo mais multiresistente(7,19). As cepas 

com SCCmec tipo I, IV e V são geralmente mais sensíveis aos antibióticos em relação 

aos outros tipos de SCCmec, pois esse tipos não contem genes de resistência, com 

exceção do mecA, entretanto o SCCmec subtipo IVc apresenta genes que conferem 

resistência a aminoglicosídeos(7). O SCCmec tipo II apresenta genes que codificam 

resistência a eritromicina, spectinomicina, kanamicina, bleomicina e tobramicina(20). 

Todavia, no Brasil a prevalência no isolamento de cepas MRSA varia de 40% a 80%, 

sendo que nesses isolados o tipo III é o mais prevalente em infecções nosocomiais, 

apresentando geralmente resistência a aminoglicosídeos, cloranfenicol, lincosamidas, 

macrolídeos, quinolonas, sulfametoxazol-trimetropim e tetraciclinas, com grande 

susceptibilidade apenas à rifampicina e aos glicopeptídeos, portanto, a demanda por um 

glicopeptídeo nos casos destas infecções é alta (21-24). 

Observações feitas por Darwin a respeito da seleção natural de cepas e espécies 

ajudam a compreender a disseminação da resistência aos antibióticos em ambientes 

hospitalares, onde a pressão representada pela antibioticoterapia é maior, o que 

determina vantagens seletivas para a proliferação de cepas resistentes(1,25). O papel dos 

antimicrobianos como facilitadores da disseminação de fenótipos de resistência está 

bem estabelecida, embora aspectos de sua influência permaneçam sob debate. A 

disseminação de cepas resistentes (“transmissão cruzada”) de paciente a paciente 

através de profissionais da saúde, dispositivos e equipamentos também tem papel 
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definido na disseminação de resistência(26). Recentes avanços científicos considerando a 

origem genética da resistência a meticilina em S. aureus têm alavancado um maior 

entendimento da epidemiologia do MRSA, análises genéticas detalhadas de cepas de 

MRSA de diversas partes do mundo revelaram que a transferência do SCCmec do 

MRSA para o S. aureus susceptível a meticilina (MSSA) ocorreu poucas vezes, assim 

sendo, a crescente incidência do MRSA resulta da disseminação mundial de apenas 

alguns clones, e não da emergência de novos clones de MRSA a partir de cepas 

sensíveis(27,28). Esses resultados sugerem virtualmente, que todos os pacientes que 

apresentam infecções ou colonização por MRSA adquiriram suas cepas de uma fonte 

externa. A transmissão de clones de uma cidade a outra, de um país ao outro e até 

mesmo de um continente a outro foi determinada pela transferência de pacientes 

infectados ou colonizados com MRSA(29). Tomados em conjunto, esses dados sugerem 

que as medidas de controle sejam direcionadas à interrupção da transmissão, sendo que 

a restrição do uso de antibióticos pode trazer benefício adicional, mas este tem sido 

questionado por alguns autores(1). 

 Estudos da disseminação geográfica de clones epidêmicos multirresistente de S. 

aureus no Brasil demonstraram que isolados testados apresentaram um mesmo fenótipo 

de resistência a meticilina, e a maior parte desses isolados (>70%) era multirresistente a 

pelo menos 9 antibióticos, além disso, os clones estavam amplamente disseminados em 

diversas regiões do Brasil. A disseminação de um clone brasileiro endêmico de MRSA 

(BEC) em muitos hospitais do Brasil, América do Sul e Europa também tem sido 

descrita(30-33). 

As infecções por MRSA são associadas com considerável morbidade e 

mortalidade, sendo também mais caras de se manejar comparadas a outras infecções. 

Esse aumento considerável nos gastos relativos a manejo dessas infecções é devido à 

hospitalização prolongada, ao aumento dos cuidados em isolamento, além de cuidados 

médicos adicionais e da sobrecarga financeira em terapia secundária. O grande impacto 

do MRSA sobre morbidade, mortalidade e custos, sem sido amplamente documentado 

nos Estados Unidos e em países da Europa(10,11). 

O sucesso no controle de MRSA tem sido grande em países que aderiram a 

rigorosas políticas de controle de infecção hospitalar baseadas na transmissão e na 

restrição do uso de antibióticos. Essas medidas incluem culturas ativas de vigilância 
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para identificação de pacientes colonizados ou infectados com MRSA, também aplicam 

rígidas medidas de precaução e isolamento, além disso, adotam a quarentena para 

pacientes recém admitidos no serviço hospitalar até que se afaste a possibilidade de 

colonização por MRSA(34). 

Até a década de 1990, o MRSA foi isolado apenas em ambientes hospitalares. 

No entanto, a transmissão de MRSA fora do hospital tem sido reportada nos últimos 

anos. Nesse contexto, identificaram-se isolados com características genéticas 

específicas, denominados CA-MRSA (Community-acquired Methicillin-Resistant 

Staphylococcus aureus). Teme-se uma ampla disseminação do CA-MRSA na 

comunidade, o que tornaria inócua qualquer medida de controle do MRSA nos 

hospitais(35). 

A proporção de pacientes colonizados por MRSA em uma Unidade de Terapia 

Intensiva (UTI) é o maior fator de risco para a aquisição de MRSA em novos pacientes 

ali internados(36). Taxas de colonização ou infecção com MRSA podem variar de acordo 

com a localização geográfica, tipo de serviço hospitalar e população específica. 

Estudos demonstram que a localização do paciente no interior da UTI pode ser 

um fator de risco para aquisição de MRSA(37). Pacientes colonizados contaminam o 

ambiente com suas cepas facilitando a transmissão cruzada. Esse fato ressalta a 

importância de medidas de precaução e isolamento de pacientes colonizados ou 

infectados por MRSA, complementadas por protocolos eficazes de higiene, limpeza e 

manutenção dos ambientes hospitalares(38). 

Em geral, as ocorrências epidêmicas de MRSA recebem maior atenção. Esse 

fato é explicado pelo súbito aumento de morbidade e mortalidade por infecções 

hospitalares na vigência de surtos. Surtos e epidemias podem ter conseqüências 

devastadoras, no entanto, são de mais fácil controle, uma vez que se identifiquem os 

fatores que colaboraram para sua ocorrência, por outro lado, perfis endêmicos são de 

difícil manejo. Intervenções eficazes para reduzir taxas endêmicas de MRSA exigem 

ampla revisão de processos de trabalho e normatização dos procedimentos para 

identificação e isolamento de carreadores(1). Deve-se enfatizar que a colonização por 

MRSA é de difícil erradicação. Além disso, estudos apontam que indivíduos 

previamente colonizados são mais suscetíveis à colonização subseqüente ao longo da 

internação e mesmo após a alta hospitalar(37,39). 
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Discute-se a necessidade de atenção para a disseminação de cepas suscetíveis 

(MSSA) nos hospitais. Dois itens são levantados: a possibilidade (ainda que 

infreqüente) de emergência de MRSA a partir de MSSA(40, 41) e a observação de que 

MSSA e MRSA geralmente não diferem em termos de virulência, de fato, os estudos 

têm demonstrado que a maior mortalidade por MRSA deve-se provavelmente a 

antibioticoterapia inadequada ou à doença de base do hospedeiro, e não à virulência 

aumentada desse fenótipo. Esse assunto é ainda controverso e representa um campo 

aberto para investigação. 

É possível que alguns clones de MRSA sejam mais propensos que outros a 

determinar doença invasiva, isto pode dever-se à presença de fatores de virulência, que 

aumentam suas chances de alcançar sítios normalmente estéreis e sobreviver, proliferar 

e disseminar no hospedeiro. Esses fatores podem relacionar-se a secreção de exotoxinas, 

hemolisinas, leucocidinas, etc. e também a produção de biofilme(42). Embora muitos 

fatores de virulência do S. aureus tenham sido identificados em seu genoma, as 

diferenças de potencial patogênico e invasivo entre as cepas disseminadas no ambiente 

ainda é desconhecida(43,44).  

 A compreensão da epidemiologia das infecções por MRSA tem implicações 

importantes para as medidas de controle. Para isso, torna-se necessário documentar a 

disseminação de clones e identificar os fatores individuais relacionados a sua aquisição. 

Estes são os objetivos centrais deste projeto. Além disso, identificamos a prevalência de 

fatores de virulência em cepas de MRSA isoladas de culturas clínicas e/ou de vigilância 

de pacientes de um hospital de ensino. 
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OBJETIVOS GERAIS 

Estudar a distribuição de clones endêmicos do MRSA nas diversas enfermarias 

de um hospital de ensino, identificando os fatores de risco associados a sua aquisição e a 

prevalência de fatores de resistência e virulência em isolados de MRSA hospitalares 

obtidos a partir de culturas clínicas e/ou de vigilância. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Analisar o perfil clonal de cepas de MRSA isoladas de culturas de vigilância 

e de amostras clínicas hospitalares pela técnica de eletroforese em campo 

pulsado (PFGE) com utilização de enzimas de restrição agrupados através 

de coeficientes de similaridade Sab. 

• Determinar o tipo de SCCmec das cepas isoladas. 

• Determinar genotipicamente os fatores de virulência para produção de 

leucocidina de Panton Valentine, hemolisinas alfa e delta, toxina da 

síndrome do choque tóxico, produção de biofilme, toxinas esfoliativas e 

enterotoxinas.  

• Comparar os perfis clonais das cepas endêmicas invasivas e colonizantes de 

MRSA e MSSA isoladas e identificar fatores de virulência associados à 

invasividade. 

• Identificar fatores de risco para colonização/infecção por MSSA e MRSA 

em pacientes do Hospital Estadual Bauru. 

• Identificar fatores de risco específícos para colonização/infecção por 

isolados de MRSA portadores do gene da Leucocidina de Panton Valentine 

(pvl). 
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LOCAL DE ESTUDO 

 

O Hospital Estadual Bauru (HEB) é um hospital de ensino administrado pela 

Faculdade de Medicina de Botucatu / Universidade Estadual Paulista (FMB UNESP). O 

HEB tem 285 leitos distribuídos em serviços clínicos, cirúrgicos e pediátricos. Possui 

quatro UTIs: de adultos; pediátrica; coronariana e de queimados. Além disso, há uma 

unidade semi-intensiva para atenção a pacientes queimados. A Comissão de Controle de 

Infecção Hospitalar (CCIH) do HEB realiza vigilância ativa das infecções hospitalares 

em todas as unidades do hospital. Ela também monitora as taxas de incidência de 

microrganismos multirresistentes. Essa atividade se dá de duas formas: pela avaliação 

sistemática dos resultados de culturas clínicas das enfermarias e UTIs e pela coleta 

semanal de culturas de vigilância em UTIs e na unidade de queimados. As culturas de 

vigilância para identificação de MRSA são obtidas por swabs de nasofaringe e/ou de 

área queimada nos pacientes internados há mais de 48 horas e/ou transferidos de outros 

hospitais. As culturas de vigilância para identificação de MRSA foram obtidas por 

swabs de nasofaringe e/ou de área queimada são obtidas à admissão e depois 

semanalmente nas UTIs e no setor de atendimento de queimados. 

 

AMOSTRAS 

 

Foram isoladas e identificadas como Staphylococcus aureus 1078 amostras 

coletadas de 363 pacientes internados no Hospital Estadual Bauru (HEB) no período de 

Outubro de 2006 a Março de 2009, isoladas de culturas de vigilância, swabs de 

queimaduras, secreções, hemoculturas e outros materiais clínicos (ponta de cateter, 

fragmento de músculo, bolha, etc). Todas as amostras foram identificadas e testadas 

quanto à sensibilidade a Oxacilina e Cefoxitina, e também testadas quanto a 

sensibilidade frente a vancomicina, eritromicina e gentamicina. Já a genotipagem foi 

realizada com 443 amostras segundo os seguintes critérios para seleção: com a 1° 

amostra de cada paciente e em alguns casos quando houve hemocultura e cultura de 

vigilância dentro do mesmo período, com amostras de um mesmo paciente coletadas em 
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grande espaço de tempo, com culturas de vigilância e outro material clínico relevante 

para o mesmo paciente. As amostras isoladas foram categorizadas como cultura de 

vigilância (swab nasal e axilar), swab de queimadura, secreções (secreção uretral e de 

incisão cirúrgica), hemoculturas e outros materiais clínicos (ponta de cateter, bolha, 

fragmento de músculo, pele, cultura de tecido cirúrgico e tecido subcutâneo). 

 

AVALIAÇÃO DO PERFIL DE RESISTÊNCIA DAS AMOSTRAS DE 
Staphylococcus aureus 

 

AVALIAÇÃO FENOTIPICA DO PERFIL DE RESISTÊNCIA DAS 
AMOSTRAS DE Staphylococcus aureus  

 

A determinação fenotípica do perfil de resistência foi realizada para os 1078 

isolados obtidos através da técnica de difusão da droga em ágar a partir de discos 

impregnados conforme critérios recomendados pelo Clinical Laboratory Standards 

Institute – CLSI(45). As drogas utilizadas foram: oxacilina (1 μg), cefoxitina (30 μg), 

vancomicina (30 μg), eritromicina (15 μg) e gentamicina (10 μg). A interpretação foi 

realizada segundo as normas estabelecidas pelo CLSI(45). 

 

AVALIAÇÃO GENOTIPICA DO PERFIL DE RESISTÊNCIA DAS 
AMOSTRAS DE Staphylococcus aureus 

 

Para a determinação genotípica foi realizada a técnica de PCR para amplificação 

do gene mecA. As amostras positivas para o gene mecA, foram subtipadas pela técnica 

PCR-Multiplex conforme descrito por Oliveira e  Lencastre(46) para determinação do 

tipo de Cassete Cromossômico Estafilocócico (SCCmec). 

 Como controle positivo para detecção do gene mecA foi utilizada a cepa 

Staphylococcus aureus ATCC 33591 e como controle negativo a cepa Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. Como controle para a tipagem do SCCmec foram utilizadas as 
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cepas COL para SCCmec tipo I; N315 para SCCmec tipo IA; PER34 para o SCCmec 

tipo II;  AN546 para o SCCmec tipo III; HU25 para o SCCmec tipo IIIA e MW2 para o 

SCCmec tipo IV. 

 

AVALIAÇÃO DO PERFIL DE VIRULÊNCIA DAS AMOSTRAS DE 
Staphylococcus aureus 

 

A avaliação do perfil de virulência foi realizada apenas genotipicamente pela 

técnica de PCR, onde as amostras foram avaliadas quanto a presença dos genes das 

enterotoxinas A, B e C (sea, seb e sec-1), toxina da síndrome do choque tóxico (tst), 

leucocidina de Panton Valentine (LukPV), hemolisina alfa (hla), hemolisina delta (hld), 

toxinas esfoliativas A, B, e D (eta, etb e etd)  e biofilme (icaA e icaD) (Tabela 1). 
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Tabela 1: Fatores de virulência estudados.  
 

Fator de virulência Gene Primer Tm1 Produto2 Controle3 Referência 

Enterotoxinas 

sea 
ttggaaacggttaaaacgaa 

55°C 120 pb ATCC 
13565 Johnson et al(47) 

gaaccttcccatcaaaaaca 

seb 
tcgcatcaaactgacaaacg 

55°C 478pb ATCC 
14458 

Johnson et al(47) 

gcaggtactctataagtgcc 

sec-1 
gacataaaagctaggaattt 

55°C 257pb ATCC 
19095 

Johnson et al(47) 

aaatcggattaacattatcc 

Toxina 1  
da Síndrome do 
Choque Tóxico 

tst 
atggcagcatcagcttgata 

55°C 350pb N315 
Johnson et al(47) 

tttccaataaccacccgttt 

Leucocidina de 
Panton Valentine LukPV 

atcattaggtaaaatgtctggacat
gatcca 55°C 433pb USA300**  Lina et al.(48) 
gcatcaastgtattggatagcaaa
agc 

Biofilme 

icaA 
tctcttgcaggagcaatcaa  

55,5°C 188pb 658* 
Arciola, 
Baldassari & 
Montanaro(49) 

tcaggcactaacatccagca 

icaD 
atggtcaagcccagacagag 

55,5°C 198pb 658* 
cgtgttttcaacatttaatgcaa  

Toxina Esfoliativa 

eta 
ctagtgcatttgttattcaa 

55°C 119pb N5*** 
Johnson et al(47) 

tgcattgacaccatagtact 

etb 
acggctatatacattcaatt 

55°C 200pb ZM*** 
Johnson et al(47) 

tccatcgataatatacctaa 

etd 
aactatcatgtatcaagg 

55°C 376pb  Yamaguchi et 
al(50) 

cagaatttcccgactcag 

Hemolisina 

hla 

ctgattactatccaagaaattcgatt
g 55°C 209pb N315 Jarraud et al(51) 

ctttccagcctacttttttatcagt 

hld 
atggcagcagatatcatttc 

55°C 357pb N315 Marconi et al(21) 

cgtgagcttgggagagac 
 

1 Tm: Temperatura de anelamento; 2 Tamanho: tamanho do produto amplificado em pares de bases (pb); 3 Controle: cepas utilizadas como 
controle positivo. * Cepas utilizadas como padrão foram previamente definidas em termos de suas características de virulência. ** Clone 
USA300 gentilmente cedido pela Profa Dra Agnes de Sá Figueiredo da UFRJ.*** Gentilmente cedido pela Profa Dra Agnes Elza Mamizuka 
da USP. 
 

 

 

 

 



Materiais e Métodos       36 

 

DETERMINAÇÃO DO PERFIL CLONAL DAS AMOSTRAS MRSA 

 

O protocolo “in house“ padronizado para o presente projeto foi adaptado dos 

protocolos de Chung et al(53) e Pfaller(54). As culturas puras de MRSA foram crescidas 

em caldo BHI overnight a 37°C. Após esse período 1mL da cultura crescida foi 

transferida para microtubo de 1,5mL previamente pesado e centrifugada a 13.000 rpm 

por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em vortex com 

1 mL de solução PIV e centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos. O pellet foi então 

pesado e ressupendido em EDTA 50mM pH 8,0 para uma concentração final de 100μg 

de massa bacteriana por μL. Foi pesado 0,3g de agarose low melting em 20mL de 

solução PIV em garrafa de boca larga, diluído em microondas e depois mantido a 42°C 

por pelo menos 10 minutos antes do uso. Um vidro de 20cm por 20cm foi encapado 

com parafilme e em seguida limpo com álcool 70%. Lâminas de microscopia também 

previamente limpas com álcool 70% foram distribuídas conforme indicado na Figura 

1A. Pipetou-se 100μL da suspensão 100μg/μL em outro microtubo de 1,5mL, incubou-

se a 42°C por 10 minutos, posteriormente adicionou-se 100μL da agarose low melting 

previamente diluída, onde agitou-se levemente com a própria micropipeta. Com 

micropipeta depositou-se 20μL da suspensão bacteriana acrescida de agarose no vidro 

conforme indicado na Figura 1B de modo que uma lâmina de microscopia cobrisse cada 

jogo de plugs de agarose de cada amostra estudada (Fig. 1B). Essas lâminas cobrindo as 

amostras deprimiram o lado convexo das gotas de agarose deixando-as na forma de um 

disco para facilitar a inserção dessas amostras no gel. Posteriormente o vidro foi 

colocado em freezer (-20°C) por no máximo 5 minutos e a temperatura ambiente por 10 

minutos, e em seguida retiraram-se cuidadosamente as lâminas superiores.  
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Figura 1: Esquema da aplicação de amostras nos plugs de agarose no protocolo de 

PFGE 
 

 

 

Os discos foram transferidos para uma placa de 24 poços, sendo 1 poço para 

cada jogo de plugs de agarose de cada amostra de S. aureus incluída no presente estudo. 

Adicionou-se solução de lise EC, observando se os discos estavam todos submersos e 

incubou-se a 37°C/24h. Retirou-se o tampão de lise EC e adicionou-se 1 mL de solução 

ESP com Proteinase K e incubou-se 56°C overnight. Os discos foram lavados com 1mL 

de TE por 4 vezes por 30 minutos em agitação a temperatura ambiente. Os discos que 

não foram utilizados imediatamente foram estocados a 4°C em TE. Para restrição 

enzimática foi utilizada enzima de restrição FastDigest® SmaI (CCC↓GGG) (Fermentas 

Life Sciences, CA). Um disco de cada amostra testada foi transferido para microplaca 

Amostras dispostas 
embaixo das lâminas de 

microscopia. 

Vidro 20x20cm encapado com parafilme e 
limpo com álcool 70% 

Disposição das lâminas de microscopia 
para aplicação dos plugs das amostras 
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de 24 poços e lavado 4 vezes com 1mL de solução tampão DNS por 1h a temperatura 

ambiente. Após as lavagens o tampão DNS foi retirado e adicionado 100μL de solução 

Tampão FastDigest® IX 1x concentrado e 1μL da enzima FastDigest® SmaI e incubou-

se 6 minutos a 37°C. A eletroforese foi realizada em gel de agarose para PFGE 

(AMRESCO, USA) em TBE 0,5X a 14°C com pulso inicial de 5 segundos e final de 40 

segundos com 20h de corrida em ângulo de 120° e voltagem de 6V/cm. Após corrida o 

gel foi corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x em DMSO (Biotium Inc., 

CA). O gel de agarose a ser corado foi depositado em uma cuba de polipropileno e 

adicionou-se uma solução com 15μL de GelRed Nucleic Acid Gel Stain, 10.000x em 

45mL de água e 5mL de NaCl 1M, esse gel foi incubado sob agitação leve por 1 hora 

protegido da luz e fotografado sob transluminação ultravioleta. Foi utilizado como 

padrão de peso molecular o Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs, Inc., 

USA) com extensão das bandas de 48,5Kb até 1,0Mb. 

 

ESTUDO DOS DETERMINANTES MOLECULARES DE VIRULÊNCIA 

 

Partiu-se do princípio de que culturas de vigilância identificam colonização, 

enquanto as culturas clínicas apontam para doença. Realizou-se estudo comparativo da 

presença de fatores de virulência e da presença de SCCmec entre isolados obtidos de 

culturas de vigilância e de culturas clínicas.  

Para pacientes com isolamento de S. aureus em múltiplas culturas de vigilância, 

somente a primeira delas (em ordem cronológica) foi selecionada para esta análise. O 

mesmo princípio foi aplicado para as culturas clínicas. A análise univariada foi 

realizada pelos testes do Chi-quadrado ou Exato de Fisher, quando recomendado. Para 

análise multivariada, todas as variáveis foram simultaneamente introduzidas em modelo 

único de regressão logística, considerando-se limite final de significância de 0,05. Todas 

as análises foram realizadas em software SPSS versão 15.0 (© SPSS, inc). 
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ESTUDOS DE CASO-CONTROLE 

 

Fatores de Risco para MRSA e MSSA 

Fatores de risco individuais para aquisição de MRSA e MSSA foram abordados 

através de estudos “caso-controle”. Em todos eles, os “casos” foram selecionados entre 

os pacientes com culturas positivas para MRSA ou MSSA. Os controles foram 

selecionados da mesma base populacional, com o critério de ausência de culturas 

positivas para S. aureus. Para realização dos estudos “caso-controle”, seguimos as 

diretrizes metodológicas propostas por Harris et al(55). Essas diretrizes incluem: seleção 

de controles da mesma população de onde surgiram os casos; ajuste para gravidade de 

base dos pacientes; ajuste para “tempo sob risco” (ou seja, o tempo em que os 

indivíduos permanecem sob risco de aquisição do microrganismo).  

 Dados foram coletados em revisão de prontuário e consulta. Foram registrados 

dados demográficos (idade e sexo), presença de co-morbidades, uso de dispositivos, 

realização de procedimentos e administração de antimicrobianos. Investigações das 

relações entre a gravidade dos pacientes e a aquisição dos isolados resistentes e a 

influência do tempo de exposição ao ambiente hospitalar sobre a aquisição de isolados 

de MRSA empregando a variável “tempo sob risco” foram realizadas segundo 

recomendações da literatura(55,56). O ajuste para gravidade/co-morbidades foi realizado 

utilizando-se a pontuação proposta por  Charlson et al(57). 

 Do ponto de vista epidemiológico e clínico, duas populações bastante diversas 

de pacientes foram caracterizadas: os queimados e os demais. Por essa razão, e para que 

pudéssemos abordar fatores de risco específicos, as análises dessas duas populações 

foram conduzidas em separado. 

 

Fatores de Risco para MRSA portadores do SCCmec IV e/ou dos genes 

codificadores da Leucocidina de Panton-Valentine (pvl).  

Esta etapa da análise visava responder à pergunta: “que fatores clínicos 

predizem, entre os portadores de MRSA, a presença de cepas com SCCmecIV ou genes 

codificadores da pvl?”. Por essa razão, distribuímos casos e controles de forma diferente 

da análise anterior. 
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Neste caso, a “população geral” foi definida como o total de pacientes com 

culturas positivas para MRSA (fossem eles queimados ou não). Casos foram definidos 

como aqueles de quem foram isoladas amostras SCCmecIV (no primeiro estudo) ou 

genes codificadores da PVL (segundo estudo). Os demais procedimentos metodológicos 

(definições, fontes e coletas de dados) foram os mesmos descritos na seção anterior. 

  

ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS ESTUDOS DE FATORES DE RISCO  

 

Para a coleta e análise dos dados foram utilizados os softwares EPI-INFO for 

windows, versão 3.2 (© Centers for Disease Control and Prevention, USA) e SPSS 

versão 15.0 (© SPSS, inc.). Para comparação entre as variáveis categóricas foram 

realizados testes não-paramétricos para proporção: Chi-quadrado e Teste Exato de 

Fischer (quando recomendável). Variáveis contínuas foram comparadas através do 

Teste T de Student e do teste U de Mann-Whitney. Nisso consistiu a análise univariada. 

Em etapa seguinte (análise multivariada), as variáveis foram incluídas em modelos de 

regressão logística, segundo processo de seleção por avanços (stepwise forward). Foi 

utilizado parâmetro de significância de 0,05 para inclusão e remoção de variáveis nos 

modelos. O mesmo parâmetro foi aplicado para definição final de significância. 

 

 



Resultados       41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 



Resultados       42 

 

AMOSTRAS  

 

Foram estudadas 1078 amostras positivas para S. aureus isoladas de culturas de 

vigilância, swabs de queimaduras, secreções, hemoculturas e outros materiais clínicos 

(ponta de cateter, fragmento de músculo, bolha, etc) de 363 pacientes internados no 

Hospital Estadual Bauru (HEB) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) da 

Universidade Estadual Paulista (UNESP) (Tabela 2). O isolamento das linhagens foi 

realizado conforme as normas descritas por KONEMAN et al(58).   

 

Tabela 2: Características das amostras de Staphylococcus aureus estudadas  no presente 
relatório 

 

Material 
Análise fenotípica Análise 

genotípica 

2006 2007 2008 2009 Total Total  

Hemocultura 0 9 49 8 66 48 
Cultura vigilância* 48 140 557 83 828 250 
Swab queimadura 7 33 93 0 133 96 

Secreções 4 6 12 6 28 30 
Outros materiais clínicos 5 7 10 1 23 19 

Total 64 195 721 98 1078 443 
Pacientes* 50 128 163 22 363 - 

 

* Número de pacientes com culturas positivas para S. aureus, alguns pacientes tem culturas positivas em 
anos diferentes. *swab nasal, orofaringe e axilar de cultura de vigilância. 
 

 

 

AVALIAÇÃO DO PERFIL DE RESISTÊNCIA DE AMOSTRAS DE 

Staphylococcus aureus  

 

AVALIAÇÃO FENOTIPICA DO PERFIL DE RESISTÊNCIA DAS 
AMOSTRAS DE Staphylococcus aureus 
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As 1078 amostras de Staphylococcus aureus provenientes de pacientes 

internados no Hospital Estadual Bauru foram estudadas utilizando o método de disco-

difusão com disco de oxacilina (1 μg), cefoxitina (30 μg), vancomicina (30 μg), 

eritromicina (15 μg) e gentamicina (10 μg). Conforme os critérios do CLSI(45) as 

amostras que apresentaram o diâmetro do halo de inibição menor ou igual a 10 mm para 

o disco de oxacilina (1 μg) foram consideradas resistentes, as que apresentaram o 

diâmetro do halo de inibição entre 11 mm e 12 mm foram consideradas intermediárias e 

halo maior ou igual a 13 mm foram consideradas sensíveis. Para o disco de cefoxitina 

(30 μg) as amostras com o diâmetro do halo menor ou igual a 21 mm foram 

consideradas resistentes, e sensíveis as que apresentaram o diâmetro do halo de inibição 

maior ou igual a 22 mm. 

Foram detectadas 810 amostras de Staphylococcus aureus Resistentes a 

Meticilina – MRSA (75.1%) pelo método de disco difusão, sendo que 797 destas 

amostras (98.4%) apresentaram resistência detectada com disco de oxacilina (1 μg), 

enquanto que na utilização do método de difusão com o disco de cefoxitina (30 μg) a 

resistência foi detectada em 810 amostras (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Determinação de resistência à oxacilina em amostras de S. aureus pela 
técnica de difusão da droga em ágar com disco de oxacilina (1μg) e cefoxitina 
(30 μg). 

 

 
Resistente Sensível Intermediário         

N % N % N % 

Oxacilina 797 98.4 280 25.9 01        0.09 
Cefoxitina 810 100 268 24.9 -         - 
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Para os demais antibióticos testados 835 amostras (77.4%) apresentaram 

resistência a pela menos 1 antibiótico (Cefoxitina – CFO - 30 μg, Oxacilina – OXA - 

1μg, Vancomicina – VAN - 30 μg, Gentamicina – GEN - 10 μg, Eritromicina – ERI - 

15μg), todas as amostras testadas foram sensíveis a vancomicina, sendo que 195 

amostras (18.1%) foram resistentes somente a eritromicina e 505 amostras (46.8%) 

foram resistentes aos discos de eritromicina e gentamicina concomitantemente.  

Das 810 amostras com fenótipo MRSA, 16.2% também apresentaram fenótipo 

de resistência somente para eritromicina e das 110 amostras com fenótipo MSSA, 

12.7% das amostras apresentaram esse mesmo fenótipo. Foi observado também que 

4.3% das amostras com fenótipo MRSA apresentaram perfil intermediário de resistência 

frente ao disco de eritromicina. O fenótipo de resistência simultânea para gentamicina e 

eritromicina foi observado em 64.2% das amostras com fenótipo MRSA e em apenas 

2.2% das amostras com fenótipo MSSA (Tabela 4). Nenhuma das amostras incluídas no 

presente estudo foi resistente somente ao disco de gentamicina .  

 

Tabela 4: Perfil fenotípico de resistência das amostras com fenótipo MRSA e MSSA 
frente aos antibióticos testados. 

 

  
ERI 

Resistente 
%(n) 

ERI e GEN 
Sensível 

%(n) 

ERI Intermediário     
%(n) 

ERI + GEN 
Resistentes 

%(n) 
Fenótipo MRSA     

n=810 16.2 (131) 15.3 (124) 4.3 (35) 64.2 (520) 

Fenótipo MSSA     
n=268 12.7 (34) 83.2 (223) 1.8 (5) 2.2 (6) 

GEN: Gentamicina - 10 μg, ERI: Eritromicina - 15μg  

 

AVALIAÇÃO GENOTÍPICA DO PERFIL DE RESISTÊNCIA DAS 

AMOSTRAS DE Staphylococcus aureus 

 

Para a seleção das amostras submetidas à extração do ácido nucléico e posterior 

análise genotípica foram utilizadas os seguintes critérios: com a 1° amostra de cada 

paciente e em alguns casos quando houve hemocultura e cultura de vigilância dentro do 

mesmo período, amostras de um mesmo paciente coletadas em grande espaço de tempo, 
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cultura de vigilância e outro material clínico relevante do mesmo paciente, totalizando 

443 amostras.  

A avaliação genotípica do perfil de resistência foi realizada através da 

amplificação do gene mecA pela técnica de PCR onde foi observado que das 443 

amostras testadas foi detectado o gene mecA em 336 amostras (75.8%) (Figura 2).  

 

 
 
Figura 2: Eletroforese em Gel de Agarose para pesquisa do gene da mecA (533pb) pela 

técnica de PCR.  L: Ladder 100pb; C-: Controle Negativo Cepa ATCC 
25923; C+: Controle Positivo Cepa ATCC 33591;  N: Controle da reação 
(H2O); Amostras Positivas:   7, 12, 13, 14 e 24. 

 
 

Das 336 amostras mecA positivas 288 (85.7%) e 297 (88.4%) apresentaram 

fenótipo de resistência a oxacilina e cefoxitina, respectivamente, uma amostra (0,3%) 

apresentou fenótipo intermediário a oxacilina, 47 amostras (14%) apresentaram fenótipo 

de sensibilidade frente ao disco de oxacilina e  39 amostras (11.6%) frente ao disco de 

cefoxitina (Tabela 5). 

  

  L  N C-  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  16   17  18  19  20  21 22  23  24  C+  L  
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Tabela 5: Presença ou ausência do gene mecA em cepas testadas pela técnica de disco 
difusão com disco de oxacilina e cefoxitina. 

 

PCR 

Teste Fenotípico 

Oxacilina (1μg) Cefoxitina (30μg) 

S R I S R 

mecA + (N=336) 47 288 1 39 297 

mecA - (N=107) 107 0 0 107 0 

Total (N=443) 154 288 1 146 297 

 

  

Analisando a sensibilidade e especificidade dos métodos fenotípicos e 

genotípicos na determinação da resistência a oxacilina nas amostras de S. aureus 

estudadas, observou-se que, utilizando a determinação da presença do gene mecA como 

padrão ouro, a técnica de disco difusão com discos de oxacilina (1μg) e cefoxitina 

(30μg)  apresentou 86.0%  e 88.4% de sensibilidade, respectivamente e 100% de 

especificidade (Tabela 6). 

 

Tabela 6: Determinação da sensibilidade e especificidade dos métodos fenotípicos e 
genotípicos na determinação de resistência a oxacilina nas amostras de S. 
aureus. 

 

Teste Fenotípico 
mecA Sensibilidade Especificidade 

Positivo 
(N=336) 

Negativo 
(N=107) % % 

Disco Oxacilina (1μg) 289* 107 86.0 100 

Disco Cefoxitina (30μg) 297 107 88.4 100 
* A única amostra que apresentou resultado intermediário ao disco de oxacilina foi considerada resistente. 
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Das 336 amostras MRSA confirmadas pela presença do gene mecA, 35 (10.4%) 

foram isoladas de hemoculturas, 28 (8.3%) isoladas de secreções, 73 (21.7%) de swabs 

de queimadura, 182 (54.1%) de culturas de vigilância e 18 (5.3%) de outros materiais 

clínicos (Figura 3). 

 
 

 
Figura 3: Distribuição de amostras MRSA em relação ao material clínico. 
 

 

Das 336 amostras MRSA detectadas pela presença do gene mecA, 85 amostras 

(25.3%) não apresentaram resistência fenotípica detectada pela técnica de disco difusão 

aos antibióticos testados, por outro lado 251 amostras (74.7%) apresentaram resistência 

a pela menos um dos antibióticos testados, sendo que dessas, 57 amostras (22.7%) 

foram resistentes somente a eritromicina, 17 amostras (6.8%) apresentaram perfil 

intermediário de resistência para eritromicina e 182 amostras (72.5%) apresentaram 

resistência múltipla (gentamicina e eritromicina) (Figura 5). Das 107 amostras negativas 

para a presença do gene mecA (Staphylococcus aureus Sensível a Meticilina – MSSA), 

Cultura Vigilância; 
182; 54%

Swab Queimadura ; 
73; 21,7%

Secreções ;               
28; 8,3%

Hemocultura;           
35; 10,4%

Outros Materiais;    
18; 5,3%

Cultura Vigilância Swab Queimadura Secreções Hemocultura Outros Materiais
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14 amostras (13.1%) apresentaram resistência somente a eritromicina, 2 amostra (1.8%) 

apresentou fenótipo intermediário de resistência para eritromicina e 3 amostras (2.8%) 

apresentaram resistência a eritromicina e gentamicina (resistência múltipla). Nenhuma 

das amostras MRSA ou MSSA apresentou resistencia a Vancomicina (Figura 4) 

 
Figura 4: Perfil de resistência das amostras de Staphylococcus aureus isoladas.  
 

* Número de amostras avaliadas pela presença do gene mecA testadas pela técnica de PCR 
 

 

As amostras positivas pela técnica de PCR para o gene mecA, foram subtipadas 

pela técnica PCR-Multiplex conforme descrito por Oliveira e  Lencastre(46) para 

determinação do tipo de Cassete Cromossômico Estafilocócico (SCCmec). Das 336 

amostras testadas, 305 amostras (90.8%) apresentaram perfil SCCmec Tipo III ou Tipo 

IIIA, 6 amostras (1.8%) Tipo II e 25 amostras (7.4%) Tipo IV (Figura 5 e 6).  

 

MRSA MSSA

57

14

182

3

Vancomicina Gentamicina Eritromicina Eritromicina + Gentamicina
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Figura 5: Eletroforese em Gel de Agarose para subtipagem do Cassete Cromossômico 

Estafilocócico (SCCmec) pela técnica de Multiplex-PCR.  L: Ladder 100pb; 
Amostras SCCmec Tipo III: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 17 e 18; Amostras 
SCCmec Tipo IV: 6 e 16. 

 
Figura 6: Distribuição dos tipos de SCCmec encontrados nas amostras estudadas de 

acordo com material biológico. 
 

Das 6 amostras SCCmec Tipo II, 3 foram provenientes de cultura de secreções, 1 

swab de queimadura e de 2 hemoculturas. Em relação as 305 amostras SCCmec Tipo III 

ou Tipo IIIA, 33 amostras (10.8%) foram oriundas de hemoculturas, 171 (56%) de 

SCCmec Tipo II

SCCmec Tipo III

SCCmec Tipo IV

Total
1

3
2

171

65

20

16

11
7

5
2

182

73

23 40

18
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cultura de vigilância, 65 (21.3%) de swabs de queimaduras, 20 (6.5 %) de secreções e 

16 (5.2%) de outros materiais. A distribuição dos materiais clínicos para as 25 amostras 

de SCCmec tipo IV foi: 11 (44%) de culturas de vigilância, 7 (28%) de swab de 

queimadura e 5 (20%) de secreções e 2 (8%) de outros materiais (Figura 6 e Tabela 7). 

 

Tabela 7: Características dos isolados MRSA SCCmec Tipo IV 

Característica dos isolados MRSA SCCmec tipo IV  

(n° isolados) 

Material de 
coleta  Data 1 Enterotoxinaa TSST-1 b PVL c Toxina 

Esfoliativad Resistência fenotípico e 

Secreção  19/jan/07 A ; C  0 1 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(R), VAN(S) 
Swab nasal 06/mar/07 B   0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(R), VAN(S) 
Swab nasal 12/mar/07 0 0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 
Secreção  28/mai/07 0 0 1 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 

Swab queimadura 09/jul/07 0 0 0 B OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 
Swab nasal 09/jul/07 0 0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 

Swab queimadura 16/jul/07 0 0 0 B OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 
Swab nasal 23/jul/07 0 0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 

Secreção ferida 08/dez/07 A ; C  0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(I), GEN(S), VAN(S) 
Swab nasal 30/jun/08 A ; C  0 1 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(R), VAN(S) 

Swab queimadura 07/jul/08 C   1 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(R), VAN(S) 
Swab queimadura 09/jul/08 A; C 0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(R), VAN(S) 

Swab nasal 19/jul/08 0 0 0 B OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(S), VAN(S) 
Swab queimadura 22/jul/08 C   1 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(R), VAN(S) 

Bolha 20/ago/08 A   0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(S), VAN(S) 
Outros Materias 27/ago/08 0 0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 

Secreção  08/set/08 0 1 0 B OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 
Outros Materias 08/set/08 0 1 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 

Swab nasal 11/set/08 A 0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 
Swab queimadura 15/set/08 0 1 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(R), VAN(S) 

Swab queimadura 15/set/08 0 0 1 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 
Swab nasal 15/set/08 A ; C  0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(R), GEN(R), VAN(S) 
Swab nasal 15/set/08 B   0 1 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 
Swab nasal 16/dez/08 A 0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 

Swab nasal 06/jan/09 A 0 0 0 OXA(R), CFO(R), ERI(S), GEN(S), VAN(S) 
1 Data da coleta dia/mês/ano. a Presença dos genes sea, seb e sec-1. b Presença do gene tst. c Presença do gene pvl. d 
Presença dos genes eta, etb e etd. e Perfil fenotípico de resistência frente aos discos Cefoxitina – CFO - 30 μg, Oxacilina – 
OXA - 1μg, Vancomicina – VAN - 30 μg, Gentamicina – GEN - 10 μg, Eritromicina – ERI - 15μg. (R): resistente, (I): 
intermediário e (S): sensível. 
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Das 305 amostras SCCmec Tipo III ou variações 54 amostras (17.7%) 

apresentaram fenótipo de resistência a eritromicina, 15 amostras (4.9%) apresentaram 

fenótipo de resistência intermediária a eritromicina e 174 amostras (57%) apresentaram 

fenótipo multirresistente sendo resistentes a gentamicina e eritromicina 

concomitantemente. Das 25 amostras SCCmec tipo IV, 8% (n=2) apresentaram fenótipo 

de resistência a eritromicina e 32% (n=8) apresentaram fenótipo de resistência a 

gentamicina e eritromicina (Tabela 7).  

Analisando os fatores de risco para aquisição em 15 pacientes com cultura 

positiva para MRSA SCCmec tipo IV através de um estudo caso-controle onde “caso” 

foram amostras MRSA SCCmec Tipo IV e “controle” as outras amostras MRSA 

(SCCmec Tipo III e Tipo II) foi possível observar através de uma análise univariada que 

a utilização de sonda vesical de demora e catéter venoso central foram significativos 

(p≤0.05). Na análise multivariada foi possível observar que pacientes que utilizaram 

cateter venoso central apresentaram 0.22 vezes menos chances de adquirir MRSA 

SCCmec Tipo IV do que pacientes que não utilizaram esse dispositivo e que pacientes 

que fizeram uso prévio de metronidazol apresentaram 7.24 vezes mais chances de 

adquirir MRSA SCCmec Tipo IV do que pacientes que não utilizaram esse 

antimicrobiano (Tabela 8). 
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Tabela 8: Análise dos fatores de risco para aquisição de MRSA SCCmec Tipo IV  

Fator de risco 

Univariada Multivariada 
MRSA 

SCCmec 
IV (15) 

Outros 
MRSA 
(169) 

OR (IC95%) p OR (IC95%) p 

Dados demográficos 

Sexo masculino 10 (66.7) 110 (65.1) 1.07 (0.35-3.29) 0,90 

Idade, média 41,6 39,5 ... 0,79 

Comorbidades 

Queimaduras 6 (40.0) 90 (53.3) 0.59 (0.20-1.72) 0,33 

Doença Cardíaca 3 (20.0) 21 (12.4) 1.76 (0.46-6.76) 0,42 

Doença Renal 3 (20.0) 21 (12.4) 1.76 (0.37-6.42) 0,40 

Diabetes Mellitus 2 (13.3) 17 (10.1) 1.38 (0.29-6.62) 0,66 

Doença Hepática 1 (6.7) 5 (3.0) 2.34 (0.26-21.47) 0,40 

Doença do SNC 0 (0.0) 20 (11.8) 0.0 (...) 0,38 
Índice de Comorbidades de Charlson, 
mediana (variação) 0 (0-3) 0 (0-6) ... 0,72 

Dados de internação 

Transferência de outro serviço 6 (40.0) 64 (37.9) 1.09 (0.32-3.13) 0,87 

Tempo de internação, mediana (variação) 16 (0-61) 11 (0-235) ... 0,31 

Internação em UTI (atual ou prévia) 7 (46.7) 88 (52.1) 0.81 (0.28-2.32) 0,69 

Cirurgia 7 (46.7) 109 (64.5) 0.48 (0.17-1.39) 0,17 

Ventilação Mecânica 4 (26.7) 77 (45.6) 0.43 (0.13-1.42) 0,16 

Cateter Venoso Central 3 (20.0) 82 (48.5) 0.27 (0.07-0.97) 0,03 0.22 (0.03-0.90) 0,04 

Sonda Vesical de Demora 4 (26.7) 91 (53.8) 0.31 (0.10-0.99) 0,04* 

Drenos 0 (0.0) 16 (9.5) 0.0 (...) 0,21 

Úlcera de pressão 2 (13.3) 11 (6.5) 2.21 (0.44-11.04) 0,32 

Neutropenia 1 (6.7) 0 (0.0) ... 0,08 

Uso de antimicrobianos 

Oxacilina 6 (40.0) 58 (34.3) 1.28 (0.43-3.76) 0,60 

Piperacilina-Tazobactam 2 (13.3) 7 (4.1) 3.56 (0.67-18.91) 0,16 

Cefalotina 1 (6.7) 3 (1.8) 3.95 (0.39-40.54) 0,29 

Cefepima 5 (33.3) 59 (34.9) 0.93 (0.30-2.96) 0,90 

Amicacina 2 (13.3) 8 (4.7) 3.10 (0.60-16.11) 0,19 

Ciprofloxacina 4 (26.7) 28 (16.6) 1.83 (0.54-6.17) 0,30 

Levofloxacina 1 (6.7) 12 (7.1) 0.94 (0.11-7.72) 0,30 

Vancomicina 3 (20.0) 25 (14.8) 1.44 (0.38-5.47) 0,71 

Clindamicina 2 (13.3) 9 (5.3) 2.74 (0.53-14.00) 0,22 

Metronidazol 2 (13.3) 7 (4.1) 3.56 (0.67-18.91) 0,16 7.24 (1.10-47.54) 0,04 

Fluconazol 0 (0.0) 8 (4.7) 0.0 (...) 1,00     
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AVALIAÇÃO DO PERFIL DE VIRULÊNCIA DE AMOSTRAS DE 
Staphylococcus aureus  

 

Segundo os mesmos critérios descritos para avaliação genotípica do perfil de 

resistência, 443 amostras foram avaliadas quanto ao perfil genotípico de virulência pela 

técnica de PCR, com a detecção dos genes das enterotoxinas A, B e C (sea, seb e sec-1), 

toxina da síndrome do choque tóxico (tst), leucocidina de Panton Valentine (LukPV), 

hemolisina alfa (hla), hemolisina delta (hld), toxinas esfoliativas A, B, e D (eta, etb e 

etd)  e biofilme (icaA e icaD).  

As 443 amostras avaliadas pela técnica de PCR para avaliação do perfil 

genotípico de virulência apresentaram a seguinte distribuição, 15.6% (n=69) foram 

positivas para o gene da Leucocidina de Panton Valentine (lukPV), 14% (n=62) foram 

positivas para gene da Síndrome do Choque Tóxico (tst), 31.8% (n=141) positivas para 

gene da Enterotoxina A (sea), 19.8% (n=88) positivas para gene da Enterotoxina B 

(seb), 38.1% (n=169) positivas para gene da Enterotoxina C (sec-1), 100% (n=443) 

positivas para gene da Hemolisina Delta (hld), 99.5% (n=441) positivas para 

Hemolisina Alfa (hla), 0.9% (n=4) positivas para Toxina Esfoliativa A (eta), 3.6% 

(n=16) positivas para Toxina Esfoliativa B (etb) e 0.4% (n=2) positiva para Toxina 

Esfoliativa D (etd) (Figura 7 e 8). Em relação à produção de biofilme 97.5% (n=432) 

foram positivas para o gene icaA e 97% (n=430) para o gene icaD (Figura 11). 

 
Figura 7:  Eletroforese em Gel de Agarose para pesquisa do gene da hemolisina delta – 

hld (357pb) pela técnica de PCR.  L: Ladder 100pb; N: Controle negativo da reação; 
C+: Controle Positivo N315; Amostras Positiva:  1 – 17. 

357pb --- 
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Figura 8: Distribuição dos genes de virulência em relação ao material biológico. 

 

A distribuição dos genes de virulência entre as 336 amostras MRSA e as 107 

amostras MSSA, demonstrou que todas as amostras apresentaram algum gene de 

virulência estudado, sendo que destes, em todos os isolados de culturas de vigilância foi 

possível encontrar pelo menos um gene de virulência (Figura 8). Através de uma análise 

univariada foi possível verificar que a presença dos gene das enterotoxinas e o gene da 

Leucocidina de panton Valentine são fatores de virulência significativos para amostras 

MRSA (nível de significância p≤0.05) (Tabela 9).  
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Tabela 9: Análise da relação da presença de genes de fatores de virulência em relação a 

amostras MRSA/MSSA. 

Fatores de Virulência Amostras 
testadas 

mecA (+) mecA (-) 
OR (IC95%) p 

n° (%) n° (%) 

Genes Enterotoxinas   
tst 443 55 (16,3) 7 (6,5) 2,8 (1,23-6,34) 0,01* 
sea 443 120 (35,7) 21 (19,6) 2,27 (1,34 - 3,85)    0,002* 
seb 443 75 (22,3) 13 (12,1) 2,07 (1,10 - 3,91) 0,025* 

sec-1 443 147 (43,7) 22 (20,5) 3,00 (1,79 - 5,03) < 0,0001* 
Gene Leucocidina   

pvl 443 61 (18,1) 8 (7,5) 2,74 (1,26 -5,94) 0,0087* 
Genes Toxinas 

Esfoliativas       

eta 443 3 (0,9) 1 (0,9) 0,95 (0,09 - 9,28) 1 
etb 443 14 (4,1) 2 (1,9) 2,28 (0,51 - 10,21) 0,37 
etd 443 2 (0,6) 0 (0) 1,60 (0,07 - 33,75) 1 

Genes Hemolisinas   
hla 443 334 (99,4) 107 (100) 0,62 (0,02 - 13,07) 1 
hld 443 336 (100) 107 (100) - - 

Genes Produção de 
Biofilme       

icaA 443 327 (97,3) 105 (98,1) 0,69 (0,14 - 3,25) 1 
icaD 443 325 (96,7) 105 (98,1) 0,56 (0,12 - 2,58) 0,74 

Nota: Dados estão em número (percentagem) exceto quando especificado. * Estatisticamente significante, 
Nível significância p ≤0.05. 1  Teste Exato de Fisher utilizado. 

 

Em relação aos fatores de virulência foi possível observar que das 305 amostras 

SCCmec Tipo III ou IIIA, 35.4% dessas amostras foram positivas para gene da 

Enterotoxina A, 24% para gene da Enterotoxina B, 46% positvas para gene da 

Enterotoxina C, 15.4% para o gene da toxina da Síndrome do Choque Tóxico e 16,7% 

positivas para gene da Leucocidina de Panton Valentine. Para as 25 amostras SCCmec 

tipo IV, 40% das amostras foram positivas para o gene da enterotoxina A, 24% para o 

gene da enterotxina C e 8% foram positvas para o gene da Enterotoxina B, 20% para o 

gene da Toxina da Síndrome do Choque Tóxico e para o gene da Leucocidina de Panton 

Valentine. Através de uma análise univariada foi possível verificar que a presença dos 

genes das Enterotoxinas B e C e o gene da produção de biofilme icaA são fatores de 

virulência significativos para amostras SCCmec Tipo III ou IIIA (nível de significância 

p≤0.05).  (Tabela 10).  
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A análise dos fatores de risco dos 35 pacientes com amostras MRSA pvl+ 

isoladas  através de estudo caso-controle onde “casos” foram pacientes com MRSA 

pvl+ e “controle” pacientes MRSA pvl- foi possível observar através da análise 

univariada que a utilização de catéter venoso central e uso prévio de vancomicina ou 

clindamicina foram fatores de risco significativos. Na análise multivariada observou-se 

que pacientes que fizeram uso prévio de clindamicina apresentaram 4.29 vezes mais 

chances de adquirir MRSA pvl+ do que pacientes que não fizeram uso prévio desse 

antimicrobiano (Tabela 11). 
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Tabela 11: Análise dos fatores de risco para aquisição de MRSA carreando gene da 
Leucocidina de Panton Valentine (MRSA pvl+). 

 

Fator de risco 

Univariada Multivariada 
MRSA 
pvl(+) 
(34) 

Outros 
MRSA (150) OR (IC95%) p OR (IC95%) p 

Dados demográficos       

Sexo masculino 24 (70.6) 96 (64.0) 1.35 (0.60-3.03) 0,47   

Idade, média 22,6 29,5 ... 0,20   
Comorbidades       

Queimaduras 14 (41.2) 82 (54.7) 0.58 (0.27-1.23) 0,16   

Doença Cardíaca 4 (11.8) 20 (13.3) 0.87 (0.28-2.72) 1,00   

Doença Pulmonar 1 (2.9) 3 (2.0) 1.49 (0.50-14.73) 0,56   
Doença Renal 5 (14.7) 19 (12.6) 1.36 (0.42-3.81) 0,74   

Diabetes Mellitus 6 (17.6) 13 (8.7) 2.26 (0.79-6.45) 0,13   

Aids 2 (5.9) 2 (1.3) 4.65 (0.63-34.07) 0,16   

Score de  Charlson** 0 (0-6) 0 (0-2) ... 0,17   
Dados de internação       

Transferência*** 14 (41.2) 56 (37.3) 1.18 (0.55-2.51) 0,68   

Tempo de internação**** 8 (1-79) 13 (1-235) ... 0,30   

Internação em UTI ***** 22 (64.7) 73 (48.7) 1.93 (0.89-4.19) 0,09   
Cirurgia 20 (58.8) 96 (54.0) 0.80 (0.38-1.72) 0,57   

Ventilação Mecânica 19 (55.9) 62 (41.3) 1.80 (0.85-3.81) 0,12   

Cateter Venoso Central 21 (61.8) 64 (42.7) 2.17 (1.01-4.66) 0,04*   

Sonda Vesical de Demora 21 (61.8) 74 (49.3) 2.66 (0.77-3.55) 0,19   
Drenos 2 (5.9) 14 (9.3) 0.61 (0.13-2.81) 0,74   

Úlcera de pressão 3 (8.8) 10 (6.7) 1.36 (0.35-5.21) 0,71   
Uso de antimicrobianos       

Oxacilina 8 (23.5) 56 (37.3) 0.52 (0.22-1.22) 0,13   
Amoxicilina-Clavulanato 0 (0.0) 12 (8.0) 0.0 (...) 0,13   

Piperacilina-Tazobactam 0 (0.0) 9 (6.0) 0.0 (...) 0,21   

Cefalotina 1 (2.9) 3 (2.0) 1.46 (1.15-14.73) 0,56   

Cefepima 13 (38.2) 51 (34.0) 1.20 (0.56-2.60) 0,64   
Imipenem 7 (20.6) 18 (12.0) 1.90 (0.72-5.00) 0,26   

Meropenem 1 (2.9) 2 (1.3) 2.24 (0.20-25.47) 0,46   

Gentamicina 1 (2.9) 3 (2.0) 1.46 (1.15-14.73) 0,56   

Polimixina B 1 (2.9) 2 (1.3) 2.24 (0.20-25.47) 0,46   
Vancomicina 9 (26.5) 19 (12.7) 2.48 (1.01-6.11) 0,04*   

Clindamicina 5 (14.7) 6 (4.0) 4.14 (1.18-14.97) 0,03 4.29 (1.22-15.02) 0,02 

Fluconazol 2 (5.9) 6 (4.0) 1.50 (0.29-7.78) 0,64   

 

A análise univariada dos fatores de virulência relacionados com a capacidade de 

invasão de S. aureus através da comparação dos fatores de virulência das amostras 
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isoladas de culturas clínicas (84) e de vigilância (225) mostrou que a presença de 

SCCmec Tipo II, Tipo III, Tipo IV, genes da Toxina 1 da Síndrome do Choque Tóxico 

(tst), Esfoliatina B (etb) e o gene da Leucocidina de Panton Valentine (pvl) foram 

fatores de virulência significativos (p≤0.05). Já na análise multivariada foi possível 

observar que amostras MRSA com SCCmec Tipo III foram 2.19 vezes mais invasivas 

que as demais amostras MRSA e amostras com SCCmec Tipo IV 5.28 vezes mais 

invasivas que as demais amostras MRSA. Também foi possível observar que amostras 

de S. aureus que carreiam gene da Toxina Esfoliatina B (etb) podem ser 6.38 vezes mais 

invasivas, da mesma forma que amostras que carreiam gene da Leucocidina de Panton 

Valentine (pvl) podem ser 2.38 vezes mais invasivas que as demais amostras de S. 

aureus (Tabela 12). 

 

Tabela 12: Análise dos fatores relacionados à invasividade de amostras S. aureus  

Genes 

Univariada Multivariada 
Culturas 
Clínicas 

(84) 

Culturas de 
Vigilância 

(225) 
OR (95%CI) P OR (95%CI) P 

SCCmec 
Ausência (referencia) 14 (16.7) 75 (33.3) referência ... referência ... 

Tipo II 4 (4.8) 1 (0.4) 21.43 (2.22-206.26) 0,004 10.8 (0.95-122.14) 0,06 

Tipo III 59 (70.2) 44 (19.6) 2.19 (1.15-4.18) 0,02 2.19 (1.08-4.45) 0,03 

 Tipo IV 7 (8.3) 5 (2.2) 7.50 (2.08-27.02) 0,003 5.28 (1.35-20.63) 0,02 

Genes de Virulencia  
tst 19 (22.6) 28 (12.4) 2.06 (1.08-3.93) 0,03 1.36 (0.65-2.84) 0,41 

sea 20 (23.8) 60 (26.7) 0.86 (0.38-1.54) 0,61 1.16 (0.57-2.33) 0,69 

seb 22 (26.2) 43 (19.1) 1.50 (0.83-2.71) 0,17 1.64 (0.85-3.16) 0,14 

sec1 20 (23.8) 75 (33.3) 0.63 (0.34-1.11) 0,11 0.55 (0.27-1.10) 0,09 

eta 2 (2.4) 1 (0.4) 5.46 (0.49-61.06) 0,18 3.57 (1.48-27.46) 0,32 

etb 8 (9.5) 4 (1.8) 5.82 (1.70-19.86) 0,002 6.38 (1.48-27.46) 0,01 

etd 2 (2.4) 0 (0.0) indefinido 0,07 indefinido* 0,99 

pvl 21 (25.0) 25 (11.1) 2.67 (1.40-5.09) 0,002 2.38 (1.16-4.86) 0,02 

ica A 80 (95.2) 220 (97.8) 0.46 (0.12-1.74) 0,26 0.71 (0.14-3.71) 0,69 

ica D 84 (100.0) 216 (96.0) indefinido 0,12 indefinido* 0,99 

hla 84 (100.0) 223 (99.1) indefinido 1,00 indefinido* 0,99 

hld 84 (100.0) 225 (100.0) indefinido 1,00 NI** NI** 

 
Nota. Casos estão em números (%). Resultdos significativos estão em negrito.  Todas as variáveis são dicotômicas exceto SCCmec 
(que foi analisada como uma variável "dummy" com ausência de uma categoria de referência). OR, Odds Ratio. CI, Confidence 
Interval. * CI variando de zero ao infinito. **NI: Não incluído devido a presença em todos os casos. 
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DETERMINAÇÃO DO PERFIL CLONAL DAS AMOSTRAS MRSA 

 

Para a determinação do perfil clonal das amostras MRSA foi utilizada a técnica 

de Pulsed Field Gel Electrophoresis – PFGE com a enzima SmaI. Para isso foi realizada 

uma padronização baseada nos protocolos de Chung et al e Pfaller(53,54). Foram tipadas 

por essa técnica 443 amostras utilizando para análise o coeficiente de Sorensen-

Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied Maths) com otimização de 1.5 e tolerância 2.0, 

considerando para análise valores de similaridade Sab ≥ 80. 

Analisando o perfil clonal das amostras SCCmec Tipo II foi possível observar 

que os isolados foram agrupados em um único grupo apresentando uma similaridade de 

88.9% e foram isolados dos pacientes de 2006 a 2009 demonstrando ser um clone 

persistente, isolado tanto de cultura de vigilância, secreções e hemoculturas (Figura 12). 

 

 
Figura 12: Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied 

Maths) dos perfis PFGE – SmaI dos 6 isolados MRSA SCCmec tipo II 
(similaridade ≥ 80%). N315: Cepa SCCmec Tipo II. 

 

A análise do perfil clonal das amostras SCCmec Tipo IV utilizando similaridade 

de 80% resultou na formação de 3 grupos majoritários, sendo que desses o maior 

agrupou 12 isolados (Figura 13). 
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Figura 13: Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied 

Maths) dos perfis PFGE – SmaI dos 25 isolados MRSA SCCmec tipo IV 
(similaridade ≥70% e ≥80%). 

 

Analisando o perfil clonal das amostras MRSA invasivas (isoladas de materiais 

clínicos) foi possível observar a presença de 4 grupos clonais majoritários, sendo que os 

grupos A (84.8%) e B (83.5%) agruparam 8 isolados cada um e os grupos C (85.9%) e 

D (81.7%) agruparam 7 isolados cada um, e que nos quatro grupos majoritários foi 

possível notas que esse perfil clonal tem persisitido no ambiente por mais de um ano 

(Fig. 14). Analisando as características dos isolados agrupados nesses 4 grupos 

majoritários observou-se um perfil enterotoxigênico importante, e também foi possível 

notar que o grupo A agrupou isolados SCCmec Tipo II e que o Grupo D agrupou 

isolados SCCmec Tipo IV (Tabela 13). 
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Figura 14: Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied 

Maths) dos perfis PFGE – SmaI de 82 isolados MRSA invasivos (culturas 
clínicas) (similaridade ≥80%). 
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Tabela 13: Características dos clones MRSA invasivos. 

 Característica do clone 

 (n° isolados) 

Padrão PFGE N° 
isolados Tipo SCCmec Enterotoxina a TSST-1 b PVL c Toxina 

Esfoliativa d 
Hemolisina 

e Produção biofilme (coeficiente 
similaridade) 1 

Grupo A (Sab 84.8) 8 II(6); IIIA(2) A (1); B (1);     
C (2) 1 4 B (1) Alfa e Delta 

(8) icaA(6) e icaD (8) 

Grupo B (Sab 83.5) 8 III(4); IIIA(4) B (1) 1 2 B (2) Alfa e Delta 
(8) icaA(8) e icaD (7) 

Grupo C (Sab 85.9) 7 III(3); IIIA(4) A(2); C(2) 2 2 0 Alfa e Delta 
(7) icaA e icaD (7) 

Grupo D (Sab 81.7) 7 III(2); IIIA(2); 
IV(3) 

A (2); B (1);     
C (1) 2 2 0 Alfa e Delta 

(7) icaA e icaD (7) 
 

1 coeficiente de similaridade analisado com cuttoff 70% utilizando Dice/UPGMA. a Presença dos genes sea, seb e sec-1. b Presença 
do gene tst. c Presença do gene pvl. d Presença dos genes eta, etb e etd. e Presença dos genes hla e hld. 

 

A análise do perfil clonal das amostras colonizantes (culturas de vigilância) 

demonstrou a presença de 7 clones majoritários: A (16 isolados agrupados com Sab 

84.5), B (15 isolados agrupados com Sab 81.4), C (14 isolados agrupados com Sab 80.9) e 

D (11 isolados agrupados com Sab 82.5). Os grupos E (Sab 89.9), F (Sab 86.7), G (Sab 

83.1) e H (Sab 87.8) agruparam 10 isolados cada. Em todos os grupos majoritários foi 

possível observar a presença de isolados coletados em anos diferentes, demonstrando 

que esses clones persistiram nesse ambiente . Analisando as características dos isolados 

agrupados nos grupos majoritários foi possível observar que o Grupo D agrupou a 

maioria dos isolados SCCmec Tipo IV (Fig. 15 e Tabela 14). 
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Figura 15: Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied 

Maths) dos perfis PFGE – SmaI de 254 isolados MRSA colonizantes 
(culturas de vigilância) (similaridade ≥80%). 
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Tabela 14: Características dos clones MRSA colonizantes. 

 Característica do clone 

 (n° isolados) 

Padrão PFGE 
N° 

isolados 
Tipo 

SCCmec Enterotoxina a TSST-1 b PVL c Toxina 
Esfoliativa d 

Hemolisina 
e Produção biofilme (coeficiente 

similaridade) 1 

Grupo A (Sab 84.5) 16 III(12); 
IIIA(4) 

A (4); B (3);     
C (5) 4 3 B (1) Alfa e Delta 

(16) icaA(15) e icaD (16) 

Grupo B (Sab 81.4) 15 III(12); 
IIIA(3) 

A (7); B (6);   
C (8) 0 2 B (2) Alfa e Delta 

(15) icaA(14) e icaD (15) 

Grupo C (Sab 80.9) 14 III(9); 
IIIA(5) 

A(6); B(6); 
C(5) 3 2 0 Alfa e Delta 

(14) icaA e icaD (14) 

Grupo D (Sab 82.5) 11 II(1); 
IV(10) 

A (4); B (1);     
C (4) 3 1 0 Alfa e Delta 

(11) icaA e icaD (11) 

Grupo E (Sab 89.9) 10 
III(8); 

IIIA(1); 
IV(1) 

A(6); B(2); 
C(6) 3 1 0 Alfa e Delta 

(10) icaA e icaD (10) 

Grupo F (Sab 86.7) 10 III(7); 
IIIA(3) 

A(2); B(2); 
C(5) 0 1 B(1) Alfa e Delta 

(10) icaA e icaD (10) 

Grupo G (Sab 83.1) 10 III(6); 
IIIA(4) 

A(7); B(2); 
C(5) 2 1 B(1) Alfa e Delta 

(10) icaA e icaD (10) 

Grupo H (Sab 87.8) 10 III(7); 
IIIA(3) 

A(4); B(1); 
C(7) 0 2 0 Alfa e Delta 

(10) icaA e icaD (10) 
1 coeficiente de similaridade analisado com cuttoff 70% utilizando Dice/UPGMA. a Presença dos genes sea, seb e sec-1. b 
Presença do gene tst. c Presença do gene pvl. d Presença dos genes eta, etb e etd. e Presença dos genes hla e hld. 

 

O perfil clonal dos MRSA isolados de pacientes queimados demonstrou 2 

grupos majoritários: Grupo A (8 isolados agrupados com Sab 82.3) e Grupo B (7 

isolados agrupados com Sab 83.3). Analisando as características desses isolados foi 

possível observar que ambos os grupos majoritários agruparam amostras SCCmec Tipo 

III ou IIIA e com um perfil menos toxigênico se comparado aos demais isolados 

analisados no presente estudo (Fig. 16 e Tabela 15). 
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Figura 16: Dendrograma gerado pela análise Dice/UPGMA (Bionumerics, Applied 
Maths) dos perfis PFGE – SmaI de 96 isolados MRSA de pacientes 
queimados (similaridade ≥80%). 
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Tabela 15: Características dos clones MRSA isolados de pacientes queimados. 

 Característica do clone 

 (n° isolados) 

Padrão PFGE 
N° 

isolados 
Tipo 

SCCmec Enterotoxina a TSST-1 b PVL c Toxina 
Esfoliativa d Hemolisina e Produção 

biofilme (coeficiente 
similaridade) 1 

Grupo A (Sab 82.3) 8 III(7); 
IIIA(1) 

A (1); B (3);     
C (1) 2 0 0 Alfa e Delta 

(8) 
icaA e icaD 

(8) 

Grupo B (Sab 83.3) 7 III(4); 
IIIA(3) 

A (2); B (2);   
C (4) 1 1 0 Alfa e Delta 

(7) 
IcaA e icaD 

(7) 
1 coeficiente de similaridade analisado com cuttoff 70% utilizando Dice/UPGMA. a Presença dos genes sea, seb e sec-1. b 
Presença do gene tst. c Presença do gene pvl. d Presença dos genes eta, etb e etd. e Presença dos genes hla e hld. 

 

 

ESTUDO E IDENTIFICAÇÃO DOS FATORES DE RISCO PARA 

AQUISIÇÃO DE MRSA 

 

Foram avaliados prontuários de 88 pacientes não queimados através de um 

estudo caso-controle, onde “casos” foram os pacientes com cultura positiva para MRSA 

e “controles” pacientes sem cultura positiva para MRSA. Foram analisados dados 

demográficos, comorbidades, dados de internação, imunidade, procedimentos e 

dispositivos e uso de antimicrobianos (Tabela 16).  

Através de uma análise univariada observou-se que o uso de esteróides e uso 

prévio de cefazolina e fluconazol, apresentaram nível de significância (p≤0.05), da 

mesma forma que ter se submetido a cirurgia e a presença de úlceras de pressão. 

Posteriormente os fatores de risco foram submetidos à análise multivariada, sendo o 

critério de seleção para inclusão no modelo os fatores que apresentaram p<0.2 na 

análise univariada.  Os resultados obtidos no modelo de regressão logística revelaram 

como fatores significativos para aquisição de MRSA ter sido submetido a cirurgia com 

3.01 vezes mais chances de adquirir MRSA e pacientes que apresentaram úlcera de 

pressão, com 11.44 vezes mais chances de adquirir MRSA. Por outro lado,  o uso de 

vancomicina exerceu efeito protetor, sendo que pacientes que utilizaram previamente 

vancomicina apresentaram 0.33 vezes menos chances de adquirir MRSA em relação a 

pacientes que não utilizaram vancomicina previamente (Tabela 16). 
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Para estudo e identificação dos fatores de risco para aquisição de MSSA em 

pacientes não queimados foram avaliados prontuários de 37 pacientes que apresentaram 

cultura positiva para S. aureus para um estudo caso-controle, onde “casos” foram os 

pacientes com cultura positiva para MSSA e “controles” sem cultura positiva para 

Staphylococcus aureus. Tanto através de uma análise univariada quanto multivariada 

observou-se que pacientes do sexo masculino tem 0.4 menos chances de adquirir MSSA 

do que pacientes do sexo feminino e que pacientes com internação prévia ou atual em 

UTI tem 4.64 mais chances de adquirir MSSA em relação aos pacientes que não foram 

internados  em UTI (Tabela 17). 
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Tabela 16: Análise dos fatores de risco para aquisição de MRSA isolados de pacientes 
não queimados 

 

Fator de risco 
Univariada Multivariada 

Casos MRSA 
(88) 

Controles 
(125) OR (IC95%) p OR (IC95%) p 

Dados demográficos       

Sexo masculino 57 (64.8) 80 (64.0) 1.03 (0.59-1.83) 0,91   

Idade, média 51,8 53,8 ... 0,57   

Comorbidades       

Doença Cardíaca 22 (25.3) 34 (27.2) 0.91 (0.49-1.69) 0,76   

Doença Pulmonar 2 (2.3) 9 (7.2) 0.30 (0.06-1.44) 0,09   

Doença Renal 24 (27.2) 26 (20.8) 1.43 (0.75-2.70) 0,27   

Diabetes Mellitus 18 (20.7) 25 (20.0) 1.04 (0.53-2.06) 0,9   

Neoplasia Sólida 4 (4.6) 13 (10.4) 0.42 (0.13-1.32) 0,13   

Aids 2 (2.3) 4 (4.2) 0.71 (0.13-3.90) 1,00   

Score Charlson** 1 (0-6) 1 (0-6) ... 0,84   

Dados de internação       

Transferência*** 26 (29.9) 41 (32.8) 0.88 (0.48-1.58) 0,65   

Tempo de internação**** 7.5 (0-235) 12 (0-144) ... 0,06   

Internação em UTI ***** 56 (63.6) 63 (50.4) 1.72 (0.99-3.01) 0,06   

Cirurgia 49 (55.7) 46 (37.1) 2.13 (1.22-3.72) 0.007* 3.01 (1.60-5.07) 0,001 

Ventilação Mecânica 46 (52.3) 52 (41.9) 1.52 (0.87-2.63) 0,13   

Cateter Venoso Central 47 (53.4) 54 (42.5) 1.48 (0.86-2.57) 0,16   

Sonda Vesical de Demora 49 (55.7) 63 (51.6) 1.18 (0.68-2.04) 0,56   

Drenos 8 (9.1) 18 (14.5) 0.59 (0.24-1.42) 0,23   

Úlcera de pressão 13 (6.1) 4 (1.9) 5.20 (1.64-16.54) 0.002* 11.44 (2.33-56.11) 0,003 

Esteróides 0 (0.0) 7 (5.6) 0.0 (...) 0.02*   

Uso de antimicrobianos       

Oxacilina 15 (17.0) 15 (12.0) 1.51 (0.70-3.27) 0,3   

Amoxicilina-Clavulanato 6 (6.8) 15 (12.1) 0.53 (0.20-1.43) 0,2   

Piperacilina-Tazobactam 7 (8.0) 11 (8.9) 0.89 (0.33-2.39) 0,81   

Cefalotina 4 (4.5) 4 (3.2) 1.43 (0.35-5.87) 0,44   

Cefazolina 0 (0.0) 6 (2.8) 0.0 (...) 0.04*   

Ceftriaxona 0 (0.0) 5 (2.3) 0.0 (...) 0,08   

Cefepima 25 (28.4) 36 (28.8) 0.98 (0.54-1.79) 0,95   

Imipenem 10 (11.4) 17 (13.6) 0.81 (0.35-1.88) 0,69   

Ciprofloxacina 17 (19.3) 17 (13.6) 1.52 (0.73-3.18) 0,26   

Levofloxacina 9 (10.2) 12 (9.6) 1.07 (0.43-2.67) 0,88   

Vancomicina 14 (15.9) 31 (24.8) 0.57 (0.29-1.16) 0,12 0.33 (0.14-0.78) 0,01 

Clindamicina 10 (11.4) 8 (6.4) 1.88 (0.71-4.96) 0,2   

Fluconazol 2 (2.3) 13 (10.4) 0.20 (0.04-0.91) 0.02*   

Nota: Dados estão em número(percentagem) exceto quando especificado. Nível significância p ≤0.05. Análise Multivariada p <0.2. 
* Estatisticamente significante. ** Índice de Comorbidades de Charlson, mediana (variação). *** Transferência de outro serviço. 
**** Tempo de internação, mediana (variação). *****Internação em UTI (atual ou prévia). 
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Tabela 17: Análise dos fatores de risco para aquisição de MSSA isolados de pacientes  
não queimados 

Fator de risco 
Univariada Multivariada 

Casos MSSA (37) Controles (125) OR (IC95%) P OR (IC95%) p 

Dados demográficos 

Sexo masculino 15 (40.7) 80 (64.0) 0.38 (0.18-0.81) 0,01* 0.34 (0.15-0.75) 0,007 

Idade, média 56,3 53,8 ... 0,66 

Comorbidades 

Doença Cardíaca 8 (21.6) 34 (27.2) 0.74 (0.31-1.77) 0,5 

Doença Pulmonar 6 (16.2) 9 (7.2) 2.50 (0.84-7.54) 0,11 

Doença Renal 8 (21.6) 26 (20.8) 1.05 (0.41-2.53) 0,91 

Diabetes Mellitus 9 (24.3) 25 (20.0) 1.29 (0.54-3.07) 0,57 

Aids 

Score de Charlson** 1 (0-6) 1 (0-6) ... 0,72 

Dados de internação 

Transferência*** 10 (27.0) 41 (32.8) 0.76 (0.34-1.72) 0,55 

Tempo de internação**** 12 (0-68) 12 (0-144) ... 0,42 

Internação em UTI ***** 30 (81.1) 63 (50.4) 4.22 (1.63-10.32) 0,001* 4.64 (1.88-11.63) 0,001 

Cirurgia 17 (45.9) 46 (37.1) 1.44 (0.69-3.03) 0,33 

Ventilação Mecânica 22 (59.5) 52 (41.9) 2.06 (0.98-4.34) 0,06 

Cateter Venoso Central 18 (48.6) 54 (42.5) 1.25 (0.60-2.60) 0,69 

Sonda Vesical de Demora 24 (64.9) 63 (51.6) 1.76 (0.82-3.77) 0,14 

Drenos 3 (8.1) 18 (14.5) 0.53 (0.14-1.89) 0,41 

Úlcera de pressão 2 (5.4) 4 (1.9) 1.73 (0.30-9.83) 0,62 

Esteróides 1 (2.7) 7 (5.6) 0.47 (0.06-3.93) 0,68 

Uso de antimicrobianos 

Oxacilina 4 (10.8) 15 (12.0) 0.89 (0.28-2.86) 1,00 

Amoxicilina-Clavulanato 6 (16.2) 15 (12.1) 1.42 (0.51-3.97) 0,58 

Piperacilina-Tazobactam 3 (8.1) 11 (8.9) 0.91 (0.24-3.47) 1,00 

Cefazolina 2 (5.4) 6 (2.8) 1.13 (0.22-5.87) 1,00 

Ceftazidima 2 (5.4) 3 (1.4) 2.32 (0.37-14.46) 0,32 

Cefepima 11 (29.7) 36 (28.8) 1.05 (0.47-2.33) 0,91 

Imipenem 3 (8.1) 17 (13.6) 0.56 (0.16-2.03) 0,57 

Ciprofloxacina 5 (13.5) 17 (13.6) 0.99 (0.34-2.90) 0,99 

Levofloxacina 5 (13.5) 12 (9.6) 1.47 (0.48-4.49) 0,54 

Vancomicina 10 (27.0) 31 (24.8) 1.12 (0.49-2.58) 0,78 

Clindamicina 1 (2.7) 8 (6.4) 0.41 (0.05-3.36) 0,69 

Fluconazol 2 (5.4) 13 (10.4) 0.49 (0.11-2.29) 0,52 
Nota: Dados estão em número(percentagem) exceto quando especificado. Nível significância p ≤0.05. Análise Multivariada p <0.2. 
* Estatisticamente significante. ** Índice de Comorbidades de Charlson, mediana (variação). *** Transferência de outro serviço. 
**** Tempo de internação, mediana (variação). *****Internação em UTI (atual ou prévia). 

 

Analisando os fatores de risco para aquisição de MRSA em 96 pacientes 

queimados através de um estudo caso-controle onde “casos” eram pacientes com cultura 
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positiva para MRSA e “controles” eram pacientes sem cultura positiva para S. aureus, 

observou-se através de uma análise univariada que fatores como a superfície da 

queimadura, queimadura de 3° grau, cirurgia, utilização de dispositivos como ventilação 

mecânica, sonda vesical de demora e catéter venoso central, número de debridamentos, 

tempo de internação, internação prévia ou atual em UTI e histórico de internação 

superior a 24h em outro serviço apresentaram nível de significância (p≤0.05), da mesma 

forma que uso prévio de oxacilina e cefepima. Na análise multivariada observou-se que 

pacientes com histórico de internação maior que 24h em outro serviço apresentaram 7.8 

vezes mais chances de adquirir MRSA, pacientes com mediana de 15.5 dias de tempo 

de internação tem 0.95 menos chances de adquirir MRSA comparado com a mediana de 

22 dias. Também observou-se nessa análise multivariada que o número de 

debridamoentos aumenta o risco em 6.8 vezes, bem como pacientes com internação 

prévia ou atual em UTI tem 3.57 vezes mais chances de adquirir MRSA que pacientes 

sem internação em UTI. Em relação ao uso prévio de antimicrobianos observou-se que 

pacientes que fizeram uso prévio de vancomicina tem 0.14 vezes apresentaram menos 

chances de adquirir MRSA em relação aos pacientes que não utilizaram esse 

antimicrobiano (Tabela 18). 

Para analisar os fatores de risco para aquisição de MSSA em 38 pacientes 

queimados através de um estudo caso-controle onde “casos” eram pacientes com cultura 

positiva para MSSA e “controles” eram pacientes sem cultura positiva para S. aureus, 

foi possível observar através de uma análise univariada que pacientes com mediana de 

superfície de queimadura de 22%, pacientes com mediana de 12 dias de internação, ou 

que se submeteram a cirurgia, ou com média de 1 debridamento, e que utilizaram 

dispositivos como ventilação mecânica, sonda vesical de demora e cateter venoso 

central ou que fizeram uso prévio de polimixina B apresentaram significância (p≤0.05), 

enquanto que na análise multivariada observou-se que pacientes com histórico de 

internação superior a 24h em outro serviço apresentaram 8.14 vezes mais chances de 

adquirir MSSA em relação aos pacientes sem internação prévia em outro serviço. Da 

mesma forma, pacientes com histórico de internação prévia ou atual em UTI tem 4.27 

vezes mais chances de adquirir MSSA do que pacientes sem histórico de internação em 

UTI (Tabela 19). 
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Tabela 18: Análise dos fatores de risco para aquisição de MRSA isolados de pacientes 
queimados. 

 

Fatores de Risco 
Análise Univariada Análise Multivariada 

Caso MRSA 
(n=96) 

Controle 
(n=134) OR (IC95%) P OR (IC95%) p 

Dados demográficos        
Sexo masculino 63 (65,6) 79(59,0) 1,33 (0,77-2,29) 0,31    
Idade, média 28,5 27,0 … 0,53   
Comorbidades        
Aids 2 (2,1) 0 ... O,17   
Charlson, mediana (variação) 0 (0-6) 0 (0-4) … 0,14    
Tipo de queimadura       
Chama 65 (65,6) 81 (60,4) Referência ...   
Escalpo 19 (19,8) 36 (26,8) 0,66 (0,35-1,25) 0,20   
Outros 12 (12,5) 17 (12,7) 0,88 (0,39-1,97) 0,76   
Superfície da queimadura, mediana (variação) 17,5 (3-70) 13,5 (0,5-80) ... <0,001*   
Tempo de queimadura 16 (1-192) 23,5 (3-183) ... 0,21   
Queimadura de 3º grau 41 (42,7) 36 (26,9) 2,03 (1,16-3,54) 0,01*   
Lesão inalatória 21 (22,6) 15 (11,7) 2,19 (1,06-4,53) 0,031   
Dados da internação       
Mais que 24h  em outro serviço 44 (45,8) 22 (16,4) 4,31 (2,34-7,92) <0,001* 7,80 (3,36-18,05) <0,001 
Tempo sob risco***, mediana (variação) 15,5 (1-191) 22 (3-183) … 0,048* 0,95 (0,93-0,98) <0,001 
Internação em UTI**** 39 (40,6) 24 (17,9) 3,13 (1,72-5,78) <0,001* 3,57 (1,47-8,69) 0,005 
Imunidade       
Uso de esteroides 2 (2,1) 7 (5,2) 0,38 (0,078-1,90) 0,31   
Procedimentos e dispositivos       
Cirurgia 67 (69,8) 71 (53%) 2,05 (1,18-3,56) 0,01*   
Nº de debridamentos 1 (0-8) 0,5 (0-4) ... <0,001* 6,80 (3,54-13,07) <0,001 
Enxerto 40 (41,7) 41 (30,6) 1,62 (0,94-2,80) 0,08   
Amputação 1 (1,0) 2 (1,5%) 0,69 (0,62-7,77) 1,00   
Ventilação mecânica 35 (36,5) 22 (16,4) 2,92 (1,57-5,41) <0,001*    
Sonda vesical de demora 46 (47,9) 28 (20,9) 3,48 (1,95-6,20) <0,001*    
Cateter venoso central 38 (39,6) 23 (17,2) 3,16 (1,72-5,80) <0,001*    
Dreno 8 (8,3) 8 (6,0) 1,43 (0,51-3,95) 0,48   
Uso de antimicrobianos        
Oxacilina 49 (51,0) 47 (35,1) 1,93 (1,13-3,29) 0,015*    
Amoxicilina-clavulanato 6 (6,3) 10 (7,5) 0,82 (0,29-2,35) 0,72    
Ceftazidima 2 (2,1) 0 … 0,17    
Cefepima 39 (40,6) 37 (27,6) 1,79 (1,02-3,12) 0,039*    
Imipenem 15 (15,6) 14 (10,4) 1,58 (0,72-3,46) 0,243    
Gentamicina 3 (3,1) 2 (1,5) 2,12 (0,34-12,99) 0,65   
Amicacina 10 (10,41) 6 (4,5) 2,48 (0,87-7,08) 0,08   
Ciprofloxacina 15 (15,6) 17 (12,7) 1,28 (0,60-2,70) 0,53    
Clindamicina 1 (1,0) 1 (0,7) 1,40 (0,09-22,66) 1,00    
Vancomicina 14 (14,6) 19 (14,2) 1,03 (0,49-2,18) 0,93 0,14 (0,03-0,59)  0,008  
Fluconazol 6 (6,3) 2 (1,5) 4,40 (0,87-22,25) 0,07   
Anfotericina  0 2 (1,5) ... 0,51   

Nota: Dados estão em número(percentagem) exceto quando especificado. Nível significância p ≤0.05. Análise Multivariada p <0.2. 

* Estatisticamente significante. 
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Tabela 19: Análise dos fatores de risco para aquisição de MSSA isolados de pacientes 
queimados 

 

Fatores de Risco 
Análise Univariada Análise Multivariada 

Caso MSSA 
(n=38) 

Controle 
(n=134) OR (IC95%) P OR (IC95%) p 

Dados demográficos        
Sexo masculino 24 (63,2) 79 (59,0) 1,19 (0,56-2,51) 0,64    
Idade, média 23,7 27,0 … 0,34   
Comorbidades        
Doença do Sistema Nervoso Central 0 7 (5,2) ... 0,35    
Charlson, mediana (variação) 0 (0-1) 0 (0-4) … 0,90    
Tipo de queimadura       
Chama 27 (71,1) 81 (60,4) Referência ...   
Escalpo 8 (22,9) 36 (30,8) 0,67 (0,28-1,61) 0,37   
Outros 3 (10,0) 17 (17,3) 0,53 (0,14-1,24) 0,25   
Superfície da queimadura, mediana (variação) 22 (2-80) 13,5 (0,5-80) ... <0,001*   
Tempo de queimadura 16 (1-230) 23,5 (3-183) ... 0,28   
Queimadura de 3º grau 15 (39,5) 36 (26,9) 1,77 (0,83-3,77) 0,13   
Lesão inalatória 7 (18,4) 15 (11,2) 1,79 (0,67-4,77) 0,27   
Dados da internação       
Mais que 24h  em outro serviço 21 (55,3) 22 (16,4) 6,28 (2,86-13,80) <0,001* 8,14 (3,45-19,3) <0,001 
Tempo sob risco***, mediana (variação) 12 (1-38) 3 (3-183) … 0,09*   
Internação em UTI**** 15 (39,5) 24 (17,9) 3,13 (1,72-5,78) 0,005* 4,27 (1,72-10,60) 0,002 
Imunidade       
Uso de esteroides 0 7 (5,2) ... 0,35   
Procedimentos e dispositivos       
Cirurgia 27 (71,1) 71 (53%) 2,17 (1,00-4,74) 0,04*   
Nº de debridamentos 1 (0-5) 0,5 (0-4) ... 0,009*   
Enxerto 15 (39,5) 41 (30,6) 1,47 (0,70-3,13) 0,30   
Ventilação mecânica 12 (31,6) 22 (16,4) 2,35 (1,03-5,34) 0,03*    
Sonda vesical de demora 14 (36,8) 28 (20,9) 2,20 (1,01-4,10) 0,04*    
Cateter venoso central 13 (34,2) 23 (17,2) 2,51 (1,12-5,62) 0,02*    
Dreno 1 (2,6) 8 (6,0) 0,42 (0,05-3,51) 0,68   
Uso de antimicrobianos        
Oxacilina 16 (42,1) 47 (35,1) 1,34 (0,64-2,80) 0,42    
Amoxicilina-clavulanato 0 10 (7,5) ... 0,12    
Cefepima 13 (34,2) 37 (27,6) 1,36 (0,63-2,94) 0,42    
Imipenem 5 (13,2) 14 (10,4) 1,29 (0,43-3,83) 0,76    
Meropenem 2 (5,3) 2 (1,5) 3,66 (0,49-26,93) 0,17   
Gentamicina 2 (5,3) 2 (1,5) 3,66 (0,49-26,93) 0,17   
Ciprofloxacina 7 (18,4) 17 (12,7) 1,55 (0,59-4,01) 0,36    
Clindamicina 1 (2,6) 1 (0,7) 3,59 (0,22-58,85) 0,39    
Vancomicina 6 (15,8) 19 (14,2) 1,13 (0,41-3,07) 0,80   
Polimixina B 3 (7,9) 1 (0,7) 11,4 (1,15-112,9) 0,03*   
Fluconazol 1 (2,6) 2 (1,5) 1,78 (0,15-20,22) 0,53   

Nota: Dados estão em número(percentagem) exceto quando especificado. Nível significância p ≤0.05. Análise Multivariada p <0.2. 

* Estatisticamente significante. 
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Staphylococcus aureus é uma das principais causas de infecções hospitalares e 

na comunidade, e tem sido associado com taxas de mortalidade variando de 15% para 

60% (59). Estudos sobre a epidemiologia molecular de Staphylococcus aureus 

Resistentes à Meticilina – MRSA têm demonstrado que apenas alguns clones são 

responsáveis pela epidemia desses organismos. Propagação clonal de cepas MRSA 

multirresistentes tem sido relatada entre hospitais geograficamente separados, e mesmo 

entre países diferentes, sendo que vários desses clones MRSA pandêmicos já foram 

identificados. No entanto, apesar do grande conhecimento sobre a disseminação clonal 

de MRSA, sabe-se pouco sobre a epidemiologia molecular das cepas de Staphylococcus 

aureus Sensíveis a Meticilina – MSSA(26). 

No presente trabalho foram analisadas 1078 culturas positivas para S. aureus 

sendo 6,2% de hemoculturas, 76,8% de culturas de vigilância, 12,3% swabs de 

queimaduras, 2,6% de secreções e 2.1% de outros materiais clínicos. Essas amostras 

foram testadas fenotipicamente segundo recomendação do CLSI(45) pela técnica de disco 

difusão com os discos de oxacilina (1μg) e de cefoxitina (30μg) para caracterização de 

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina – MRSA, sendo observado que dessas 

1078 amostras, 797 amostras (73,9%) apresentaram resistência frente ao disco de 

Oxacilina (1μg), enquanto que 810 amostras (75,1%) foram resistentes frente ao disco 

de Cefoxitina (30μg). Esses resultados podem ser corroborados por Velasco et al (60) que 

avaliaram técnicas fenotípicas de detecção de MRSA utilizando isolados clínicos, e 

relataram que a utilização da técnica de disco difusão com disco de cefoxitina 

apresentou melhor resultado na detecção de MRSA quando comparado com o disco de 

oxacilina, mostrando 100% de sensibilidade e 98% de especificidade. Resultados 

similares foram encontrados por Cauwelier et al (61) em que a técnica de disco difusão 

com disco de cefoxitina (30μg) para detecção de MRSA apresentou melhores resultados 

em relação ao disco de oxacilina (1μg).  

Segundo Chambers(62), a resistência a meticilina tem como característica distinta 

seu caráter heterogêneo, com variações dos seus níveis de resistência dependendo da 

forma de cultivo ou do antibiótico betalactâmico escolhido. A maioria das células em 

cepas heterogêneas é mais sensível a baixas concentrações de antibióticos 

betalactâmicos com poucas células capazes de crescer em concentrações superiores do 

antibiótico. A grande maioria dos isolados clínicos exibe esse padrão heterogêneo de 
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resistência sob condições de crescimento de rotina. A expressão fenotípica codificada 

pelo gene mecA é afetada por vários fatores, incluindo pH, temperatura e 

osmolaridade(63). Esses fatos podem justificar os achados do presente trabalho onde na 

detecção genotípica de MRSA pela presença do gene mecA foram detectados 47 

amostras que carreavam o gene mecA mas fenótipo de sensibilidade frente ao disco de 

oxacilina, enquanto 39 amostras apresentaram  fenótipo de sensibilidade aos discos de 

cefoxitina e oxacilina concomitantemente, mostrando sensibilidade de 88,4% e 86% 

com discos de cefoxitina e oxacilina, respectivamente e 100% de especificidade. 

As amostras também foram avaliadas fenotipicamente quanto a perfil de 

resistência frente aos discos vancomicina (30 μg), eritromicina (15 μg) e gentamicina 

(10 μg), com todas as 1078 amostras testadas sensíveis a vancomicina. Para os demais 

antibióticos testados 165 amostras (15.3%) apresentaram resistência somente a 

eritromicina (15 μg) e 526 amostras (48,8%) a eritromicina e gentamicina (10 μg) 

simultaneamente. Dados similares foram obtidos em estudo realizado por Petrelli et 

al(64) analisando um grupo de cepas de Staphylococcus aureus isoladas de ponta de 

cateter em pacientes que apresentavam sinais clínicos de bacteremia e hemoculturas 

positivas, com 50% dos isolados resistentes a Eritromicina e 37.8% resistentes a 

Gentamicina.  

Van Dijk et al(65) em estudo sobre a genotipagem de 226 isolados clínicos MSSA 

não observaram altas taxas de resistência frente à gentamicina, mas perceberam 

percentuais de resistência de 72, 11 e 7% para penicilina, eritromicina e clindamicina, 

respectivamente. Esses dados corroboram os resultados encontrados nesse trabalho onde 

dos 107 isolados MSSA (mecA negativo) 13,1% apresentaram percentuais de resistência 

somente para eritromicina e  2,8% para a eritromicina e gentamicina simultaneamente. 

Em adição, das 66 amostras provenientes de hemoculturas testadas 

fenotipicamente quanto ao seu perfil de resistência, 8 amostras (12.2%) foram 

resistentes somente a eritromicina e 25 amostras (37,9%) foram resistentes a 

eritromicina e gentamicina concomitantemente e das 828 amostras provenientes de 

swabs nasais, 20.4% (169 amostras) foram resistentes somente a eritromicina e 48.4% 

(401 amostras) foram resistentes a eritromicina e gentamicina simultaneamente. Peck et 

al(66) em estudo caracterizando S. aureus isolados de hemoculturas e swabs nasais em 

um hospital coreano relataram que nos isolados de hemocultura mais de 80% 
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apresentaram resistência a eritromicina e gentamicina e que em isolados de swab nasal 

os percentuais de resistência foram de 46.3% e 18.9%, para eritromicina e gentamicina, 

respectivamente. 

Das 336 amostras MRSA (mecA positivas) submetidas a subtipagem do cassete 

cromossômico estafilocócico SCCmec pela técnica de Multiplex-PCR, 305 (90,8%) 

apresentaram SCCmec tipo III ou IIIA, esses dados podem ser corroborados pelos 

achados de Perez e D’Azevedo(67) que em estudos dos tipos clonais e do perfil de 

resistência a antimicrobianos de MRSA isolados de hemoculturas de hospitais do Sul do 

Brasil concluíram que o gene mecA dos isolados dessa população é carreado pelo 

SCCmec Tipo III. 

O perfil clonal de amostras isoladas de pacientes queimados pela técnica de 

PFGE com a enzima SmaI utilizando como cuttoff a similaridade de 80% revelou 2 

clones majoritários com similaridade maior que 80%. Em adição,  15 isolados que 

foram agrupados nos 2 clones majoritários, todos apresentaram SCCmec Tipo III ou 

IIIA e apenas um isolado foi positivo para o gene pvl. Esses dados estão de acordo com 

os resultados observados por Bartels et al(68) em estudo com 32 MRSA isolados de 

hospitais da República da Georgia em que todos isolados apresentaram SCCmec Tipo 

IIIA e foram PVL negativo.  

A presença de 2 clones majoritários pode indicar a presença de clones MRSA 

endêmicos na unidade de queimados do hospital, já que esses isolados foram coletados 

no período de 2006 a 2008. Dados similares foram descritos por Oliveira et al(22) em um 

estudo com 83 MRSA isolados de hospitais brasileiros para caracterização do Clone 

Endêmico Brasileiro, com 78.3% dos isolados pertencente a um mesmo tipo clonal o 

que poderia indicar a disseminação de um clone MRSA endêmico entre os hospitais 

onde as amostras foram coletadas. 

Analisando o perfil clonal das amostras invasivas no presente estudo foi possível 

observar a presença de 4 clones majoritários que agruparam 30 isolados com perfil 

toxigênico importante. Dados similares foram encontrados por Souza-Junior et al(69)  em 

um estudo de genotipagem de 45 amostras MRSA invasivas isoladas no nordeste 

brasileiro sendo observado através da análise do perfil clonal, 8 perfis PFGE que 

agruparam em sua maioria isolados que carreavam SCCmec Tipo IIIA e alguns 

agruparam em um mesmo cluster amostras SCCmec Tipo IV. Esses dados são similares 
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aos achados em nosso estudo onde um dos grupos majoritários agrupou alguns isolados 

do tipo IV (Grupo D com similaridade de 81.7%). 

O estudo do perfil clonal das amostras MRSA colonizantes demonstrou a 

presença de 8 clones majoritários que juntos agruparam 96 amostras, sendo que um 

desses grupos agrupou a maioria dos isolados SCCmec Tipo IV (Grupo D com 

similaridade 82.5%), isolados SCCmec Tipo III e IIIA, o que pode ser corroborado 

pelos achados de Lamaro et al(70) que em um estudo realizado com crianças que 

frequentam creches no Estado de Goiás no Brasil encontraram vários clones de  MRSA, 

incluindo isolados com SCCmec III, IV e V. Ellis et al(71) analisando a presença e a 

epidemiologia molecular de MRSA colonizantes e invasivas isoladas de soldados 

relataram que o perfil clonal majoritário das amostras MRSA colonizantes isoladas 

eram SCCmec Tipo IV o que diverge em parte dos resultados observados no nosso 

estudo onde a maioria dos isolados de amostras colonizantes apresentaram SCCmec 

Tipo III e IIIA. 

Estudos anteriores tem mostrado colonização como principal fator de risco  para 

infecção. Em um estudo recente, mais de 7% das internações hospitalares em um 

hospital urbano foi estimada em portadores nasais de MRSA, com as narinas servindo 

como ponto de colonização e reservatório de infecção(72). Em outro estudo, > 82% dos 

pacientes que desenvolveram bacteremia mostraram um perfil clonal majoritário 

colonizante (73). Além disso, os clones presentes foram encontrados relacionados com 

bacteremias nos mesmos pacientes até 14 meses depois. Em outro estudo realizado por 

Robicsek et al(74), foi observado que mais em 67% dos pacientes com infecção por 

MRSA eram colonizados por MRSA.  

Uma característica apontada em estudos epidemiológicos de caracterização dos 

CA- MRSA é a presença, muito constante, de dois marcadores moleculares potenciais 

para muitas dessas amostras: os genes que codificam para a leucocidina de Panton-

Valentine (PVL) e a presença da SCCmec tipo IV(75-77). Nesse estudo foi possível 

detectar 25 amostras MRSA SCCmec Tipo IV, a partir de 2007. Dessas amostras 5 

(20%) apresentaram o gene da Leucocidina de Panton Valentine, dados similares foram 

encontrados em um estudo sobre a presença policlonal de isolados nmMRSA (non-

resistant MRSA) que carreavam SCCmec Tipo IV relatando que somente 15% das 

amostras do seu estudo carreavam gene para Leucocidina de Panton Valentine(78).  



Discussão       79 

 

Resultados similares também têm sido observados entre as amostras da Austrália onde a 

maioria dos CA-MRSA clássicos estudados foram desprovidos dos genes que codificam 

para PVL(79,80). Killic et al(81) em estudo para determinar o tipo SCCmec e ocorrência do 

gene PVL em amostras MRSA isoladas de adultos e crianças em um hospital 

universitário observaram que os isolados SCCmec Tipo IV infectaram mais 

frequentemente crianças e apresentaram o gene PVL com maior frequencia, sendo esses 

dados divergentes dos encontrados em nosso estudo onde apenas 20% das amostras 

SCCmec Tipo IV carreavam o gene da PVL e dessas amostras apenas 2 foram invasivas 

(secreções). 

Ellington et al(82) analisando 224 isolados de S. aureus para determinar a 

prevalência de genes que codificam PVL entre isolados de pacientes com bacteremia, 

relataram como resultado baixa incidência de amostras MSSA PVL+ (1.6%) e que das 

amostras MRSA todas foram PVL– (36%). Esses dados divergem parcialmente dos 

resultados observados no presente trabalho pois das 69 amostras positivas para pvl, 

11.6% eram MSSA e 88.4% MRSA. Na análise univariada foi possível notar que a 

presença desse gene é mais significativa em amostras MRSA em relação à MSSA (OD 

2,74 (1,26 -5,94) – p 0,0087). Das 61 amostras MRSA PVL+, 87% carreavam o 

SCCmec Tipo III ou IIIA. Resultados similares foram descritos por Wannet et al(83) que 

analisando 20 amostras MRSA PVL positivas isoladas de hospitais holandeses 

observaram que parte desses isolados apresentaram SCCmec tipo  III. 

 Dauwalder et al(84), avaliando a epidemiologia de clones invasivos de MRSA na 

França relataram que a presença de um perfil clonal circulante com SCCmec Tipo IV e 

carreador do gene pvl e também do gene tst. No presente estudo observamos através de 

uma análise dos fatores relacionados à invasividade de amostras MRSA que amostras 

com SCCmec tipo III e IV foram  2.19 e 5.28 vezes mais invasivas, respectivamente. 

Também foi possível observar que da mesma forma que os achados encontrados por 

Dauwalder et al(84), as amostras com a  presença do genes da Leucocidina de Panton 

Valentine são 2.38 vezes mais invasivas que as colonizantes. Os resultados desse estudo 

também revelaram a presença do gene da toxina esfoliatina B (etb) com fator importante 

para invasão. Problemas com o tratamento de CA-MRSA positivos para etb causando a 

Síndrome da Pele Escaldada em adultos sadios tem sido relatados no Japão(85). 
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Em nosso estudo das 20 amostras SCCmec Tipo IV PVL negativo, 35% e 25% 

foram positivas para os genes sea e sec-1, respectivamente e todas foram positivas para 

os genes da produção de biofilme (icaA e/ou icaD). Zhang et al(86) em um estudo que 

avaliou a coexistência de cepas MRSA PVL+ e PVL- no Canadá, observaram que de 

120 isolados MRSA SCCmec Tipo IVa PVL negativo, 76.6% (92 isolados) foram 

positivos para os genes das enterotoxina estafilocócica A (sea), da enterotoxina 

estafilocócica C (sec-1) e para o  operon ica para produção de biofilme.  

A análise dos fatores de risco para aquisição de MRSA SCCmec tipo IV 

revelou o uso de cateter com fator de proteção (OR=0,22). Esse resultado não é 

surpreendente, uma vez que já é bem estabelecido que a aquisição desse tipo de cassete 

associado principalmente a CA-MRSA não está associado a fatores de risco 

normalmente relacionados à  aquisição de outros tipos de MRSA, que inclui na maioria 

das vezes uso de cateteres, cirurgia, internação em UTI e uso prévio de 

antimicrobianos(87). Dado intrigante e que merece maior investigação foi o uso de 

metronidazol como fator de risco de 7,2 para aquisição de SCCmec tipo IV. 

Das 25 amostras SCCmec Tipo IV do presente trabalho, 32% apresentaram 

resistência à eritromicina e gentamicina concomitantemente. Esses dados são similares 

aos dados encontrados por Schuenck et al(78) que relatam que cepas nmMRSA (non-

multiresistant MRSA) tem aos poucos emergido como um importante agente nas 

infecções estafilocócicas e que esses nmMRSA SCCmec Tipo IV apresentaram em seu 

estudo taxas de resistência de 60% e 10% a eritromicina e gentamicina, 

respectivamente. Alguns estudos mais recentes relatam que cepas de CA-MRSA 

(SCCmec Tipo IV) podem expressar resistência a alguns outros antibióticos além dos β-

lactâmicos, como a eritromicina, clindamicina(88,89), tetraciclina(90), levofloxacina(89) e 

inclusive ao cloranfenicol e gentamicina(88).  

Miranda et al(91) em  estudo no Brasil, observaram que amostras analisadas e 

caracterizadas como SCCmec tipo IIIA apresentaram fenótipos de resistência a diversos 

antibióticos incluindo a gentamicina e eritromicina, confirmando o perfil multiresistente 

característico desse tipo de cassete cromossômico, o que corrobora os resultados 

observados no presente estudo, onde os perfis fenotípicos de resistência dos 305 

isolados MRSA SCCmec tipo III e IIIA mostraram 55,4% de resistência concomitante 

para eritromicina e gentamicina, 73,1% somente para eritromicina.   



Discussão       81 

 

Becker et al(92) estudando a prevalência de genes que codificam toxinas 

estafilocócicas em amostras de sangue e swab nasal, relataram que o gene da Síndrome 

do Choque Tóxico foi o mais prevalente entre as amostras analisadas (20.3%), seguidos 

pelos genes da Enterotoxina A (15.9%), da Enterotoxina C (11.2%) e da Enterotoxina B 

(6.8%). Esses dados divergem dos dados encontrados nesse estudo onde, das 443 

amostras de S. aureus testadas, os genes mais frequente foram respectivamente, o da 

Enterotoxina C (38,1%), seguido do gene da Enterotoxina A (31,8%), gene da 

Enterotoxina B (19,8%) e gene da Síndrome do Choque Tóxico (14%).  

Campbell et al(93) em estudo para avaliar as características genotípicas de S. 

aureus isolados de uma triagem multinacional de infecções de pele, observaram que 

para cepas MSSA os genes da enterotoxina estafilocócica A – sea (p<0.01) e o gene da 

Leucocidina de Panton Valentine – pvl (p=0.01) foram mais encontrados, enquanto para 

as cepas MRSA os mais freqüentes foram os genes da Síndrome do Choque Tóxico – tst 

(p=0.02), enterotoxina estafilocócica A – sea (p=0.04) e os genes das toxinas 

esfoliativas A – eta e B – etb (ambos p<0.01).   Esses dados conferem parcialmente com 

os achados em nosso estudo, onde através de uma análise univariada, foi possível 

observar que a presença dos genes das enterotoxinas (p ≤ 0.01) em amostras MRSA foi 

mais freqüente em relação às amostras MSSA, bem como o gene pvl (p ≤ 0.01). 

Resultados divergentes foram encontrados por Schmitz et al(94) em que na avaliação da 

produção de enterotoxinas estafilocócicas em amostras MRSA e MSSA relataram não 

haver diferença significativa do perfil enterotoxigênico.  

Na análise multivariada para a análise dos fatores de risco dos 35 pacientes com 

amostras MRSA pvl+ isoladas no presente estudo foi possível observar que pacientes 

que fizeram uso prévio de clindamicina apresentaram 4.29 vezes mais chances de 

adquirir MRSA pvl+ do que pacientes que não fizeram uso prévio desse antimicrobiano, 

esse dado não é descrito na literatura e precisa ser melhor investigado. 

 Os resultados desse estudo mostraram que dos 35 MRSA isolados de 

hemoculturas, 14,3% foram positivos para os genes tst e nenhum para gene pvl e 94,3% 

carreavam SCCmec Tipo III ou IIIA. Esses dados divergem dos apresentados por 

Budimir et al(95) que em um estudo para caracterização molecular de 82 MRSA isolados 

de hemoculturas relataram que 89% dos isolados carreavam SCCmec Tipo I e 11% 
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carreavam SCCmec Tipo III modificado e que nenhum dos isolados analisados foi 

positivo para os genes tst e pvl. 

 O perfil de virulência das 107 amostras MSSA revelou maior freqüência dos 

genes hla (100%), hld (100%), icaA (98,1%), icaD (98,1%), sec-1 (20,5%), sea 

(19,6%), seb (12.1%), tst (6,5%), etb (1.9%) e eta (0,9%). Lomholt et al(96) analisando a 

dinâmica clonal e os fatores de virulência de 28 clones de S. aureus sensíveis a 

meticilina e eritromicina isolados de crianças com dermatite atópica verificaram maior 

freqüência dos genes sea (29%), seb, sec-1, eta e etb (ambos 4%) e não encontraram 

nenhum isolado positivo para tst.  A análise da presença do gene da Síndrome do 

Choque Tóxico – tst nas amostras de S. aureus desse estudo revela que das 62 amostras 

positivas para o gene tst, 88,7% estavam presentes em isolados MRSA, enquanto 11,3% 

em isolados MSSA. Esses dados divergem dos apresentados por Durand et al(97) que em 

estudo realizado na França para caracterização de 103 isolados de S. aureus produtores 

de TSST-1, encontraram 26.2% presentes em isolados MRSA e 73.8% em isolados 

MSSA.  

Em nosso estudo, a análise do perfil genotípico dos isolados através da detecção 

dos genes da produção de biofilme (icaA e icaD) mostrou que 95,3% das amostras 

MSSA apresentaram simultaneamente os genes icaA e icaD e três apresentaram apenas 

o gene icaA e duas apenas o gene icaD. Todas as amostras MRSA apresentaram pelo 

menos um gene da produção de biofilme sendo que as 9 amostras icaA negativas (2,7%) 

foram icaD positivas, da mesma forma que 10 amostras icaD negativas foram icaA 

positivas (3%) e 94,3% apresentaram simultaneamente os genes icaA e icaD. 

Resultados similares foram relatados por Grinholc et al(98) que em estudo para avaliação 

da produção e prevalência do gene icaD em isolados MRSA e MSSA relataram que 

91% dos MRSA carreiam o gene icaD e os isolados icaD negativos foram icaA 

positivos.  

Satorrez e Alcaráz(99) estudando a prevalência dos genes icaA e icaD em S. 

aureus e S. epidermidis isolados de pacientes e de profissionais da saúde observaram 

que em 35.2% das amostras de S. aureus isolados de hemoculturas e culturas de cateter 

de pacientes foram positivas para os genes icaA e icaD simultaneamente, enquanto que 

22.2% isolados de swab nasal dos profissionais de saúde que carreavam S. aureus 

apresentaram algum gene da formação de biofilme. Nosso resultados mostraram que 
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240 isolados de cultura de vigilância (54,2%) carreiam simultaneamente os genes icaA e 

icaD, enquanto que 46 isolados de hemocultura (95.8%) apresentaram esse perfil, 

reforçando a importância da determinação de isolados com potencial para formação de 

biofilme em ambientes nosocomiais, tanto em isolados relacionados a infecções quanto 

em pacientes colonizados. Yazdani et al(100) em um outro estudo sobre a detecção dos 

genes icaAD e formação de biofilme em 50 isolados de S. aureus de feridas observaram 

que todas as amostras testadas foram positivas para os genes icaAD, entretanto apenas 

54% foram produtores de biofilme detectados por técnicas fenotípicas. 

Amaral et al(101) em um estudo para avaliar a capacidade de formação de 

biofilme em uma variante do Clone Epidêmico Brasileiro – BEC, relataram uma grande 

capacidade de produção de biofilme por esse tipo clonal, esses dados podem justificar o 

resultado encontrado em nosso trabalho onde, realizando uma análise univariada dos 

fatores de virulência em relação às amostras MRSA SCCmec Tipo III ou IIIA foi 

possível observar que a presença do gene icaA de formação de biofilme foi significativo 

em relação aos outros tipos de SCCmec encontrados (OD 5,33 (1,26 – 22,52) – p 0,04). 

Devido ao crescente aumento nas taxas de resistência antimicrobiana, 

especialmente em microrganismos que causam infecção nosocomial é importante 

entender os fatores de risco para aquisição desses microrganismos, em especial os 

multirresistentes como o S. aureus. Segundo Kluytmans et al(102), o fator de risco para 

aquisição de MRSA em relação à colonização nasal é principalmente a administração de 

antibióticos múltiplos que acaba modificando a flora bacteriana nasal. Como exemplo 

disso pode-se citar à disseminação de S. aureus resistentes a Penicilina após a 

contaminação ambiental com esse antibiótico, da mesma forma, a administração de 

tetraciclina que induziu a disseminação de cepas resistentes a esse antimicrobiano. Esse 

mecanismo de aumento da propagação sob a pressão de antibióticos pode contribuir 

para o aumento de MRSA no ambiente hospitalar. No presente estudo, a análise dos 

fatores de risco para aquisição de MRSA isolados de pacientes não queimados através 

de uma análise multivariada, mostrou que pacientes que realizaram cirurgia tem 3.01 

vezes mais chances de adquirir MRSA, da mesma forma que pacientes que 

apresentaram úlceras de pressão tem 11.44 vezes mais chance de adquirir MRSA. Esses 

dados divergem dos dados relatados por Graffunder e Venezia(103) que observaram que 

utilizações prévias de antibióticos betalactâmicos e o tempo de internação foram 



Discussão       84 

 

significativos fatores de risco para aquisição de MRSA. Marshall et al(104), em um 

estudo avaliando os fatores de risco para aquisição de MRSA por pacientes com trauma 

em UTI, observaram que pacientes com trauma apresentavam particular risco de se 

tornarem colonizados por MRSA e confirmaram a associação entre o tempo de 

internação e o uso de antibióticos, observando também valores significativos para 

laparotomia e mecanismos de trauma. Os resultados de uma análise multivariada 

realizada em estudo que analisou a resistência a meticilina entre isolados de 

hemoculturas em um departamento de emergência demonstraram que pacientes 

submetidos a cirurgia recente (OR, 3.41; 95% CI, 1.48-7.85), hospitalização recente 

(2.17; 1.06-4.62), e idade igual ou superior a 61 anos (2.39; 1.25-4.57) foram 

independentemente associados a aquisição de MRSA, esses dados corroboram em parte 

com os encontrados em nosso estudo onde em uma análise multivariada foi possível 

observar que pacientes que foram submetidos a cirurgia tem 3.01 vezes mais chance de 

adquirir MRSA do que pacientes sem MRSA (105). 

No presente estudo a avaliação dos fatores de risco para aquisição de MRSA em 

pacientes não queimados e queimados demonstrou que o uso prévio do antimicrobiano 

vancomicina atuou como fator de proteção (OR=0.33, OR=0,14, respectivamente) para 

aquisição de MRSA. Esses resultados podem ser explicados pelo fato de que a 

vancomicina é ainda considerado o padrão ouro para o tratamento das infecções graves 

causadas por S. aureus, com 100% de sensibilidade nas amostras incluídas nesse estudo 

e, portanto atua como um agente profilático na aquisição do MRSA. Entretanto é 

importante mencionar que o uso prolongado de vancomicina pode levar à emergência de 

estafilococos com resistência intermediária a vancomicina(87). 

Estudo comparativo sobre a prevalencia de S. aureus importados de UTIs de um 

hospital universitário em Pernambuco(106), demonstrou que houve associação 

significativa entre a procedência hospitalar e aquisição de isolados MSSA, enquanto que 

no presente estudo observou-se que pacientes com histórico de internação em UTI 

apresentaram 4.64 vezes mais chances de adquirir MSSA do que pacientes sem cultura 

positiva para MSSA. 

MRSA é o maior desafio para o paciente queimado, com potencial de causar 

significativa morbidade e mortalidade. Esses pacientes têm apresentado colonização ou 

infecção com mais frequência que outros pacientes. Queimaduras extensas são 
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particularmente suscetíveis às infecções resultantes da ruptura da barreira normal da 

pele e depressão do sistema imune do paciente. Tempo prolongado de internação e 

antibioticoterapia tem sido relatado como importantes fatores de risco para aquisição de 

MRSA por esse grupo de pacientes(107). Macedo et al(108) analisando fatores de risco de 

sepse em pacientes queimados observou que o uso de três ou mais cateteres, a presença 

de duas ou mais complicações, a superfície corporal queimada ≥ 30%, o agente chama 

aberta e o sexo feminino foram os principais fatores de risco. Os fatores de risco 

significativos encontrados nesse estudo foram a internação em UTI e mais de 24h em 

outro serviço, o que sugere que a conduta de controle e prevenção das infecções  nos 

diferentes hospitais podem influenciar na colonização dos pacientes por agentes 

multiresistentes.  Hunt et al(109) descreveram uma correlação direta entre o tempo de 

internação e o risco de um paciente queimado adquirir MRSA. Em nosso estudo 

observou-se que o tempo sob risco com mediana de 15,5 dias diminuiu a chance de 

infecção em 0,95 vezes quando comparado com a mediana de 22 dias.  

 Olivo et al(110) em estudo retrospectivo para análise dos fatores de risco para 

aquisição de MRSA entre os pacientes da unidade de queimados do Hospital Estadual 

Bauru, observaram em um estudo de coorte em 175 pacientes que o local de queimadura 

e a manipulação cirúrgica dos tecidos queimados estão relacionados com a aquisição de 

MRSA. Esses dados corroboram os resultados encontrados em nosso trabalho, onde 

analisando os fatores de risco para 96 pacientes do mesmo hospital com culturas 

positivas para MRSA observou-se que pacientes com média de 1 debridamento tem 6.8 

vezes mais chances de adquirir MRSA do que pacientes queimados sem manipulação 

cirúrgica dos tecidos queimados. 

 Chaudhary et al(111),  em um estudo para determinação de fatores de risco para 

aquisição nosocomial de MRSA e mortalidade em pacientes queimados hospitalizados 

em uma unidade de queimados relataram que queimaduras de terceiro grau foram 

fatores de risco significativos. No presente estudo embora a queimadura de terceiro grau 

não tenha sido um fator de risco independente para aquisição de MRSA em queimados 

na análise multivariada, observou-se como  um fator de risco significativo na análise 

univariada (p=0,01). 
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O conhecimento da epidemiologia e dos fatores de risco para aquisição de 

MRSA colonizantes ou invasivos no hospital estudado são dados importantes que 

podem auxiliar na prevenção e controle desses microrganismos. 
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Baseado nas análises dos resultados observados no presente trabalho foi possível 

observar que das amostras avaliadas genotipicamente 75.8% eram MRSA e que 

carreavam em sua maioria SCCmec Tipo III ou IIIA o que demonstra que os clones 

endêmicos isolados dos pacientes do hospital estudado  ainda se assemelham ao 

Brazilian Endemic Clone – BEC que segundo a literatura, ainda é o clone mais 

disseminado no Brasil, entretanto foi possível observar amostras MRSA SCCmec Tipo 

II e Tipo IV corroborando os relatos de uma mudança do perfil clonal em amostras 

MRSA no país. 

 As amostras MRSA apresentaram um perfil enterotoxigênico mais significativo 

do que as amostras MSSA, da mesma forma que a presença do gene da Leucocidina de 

Panton Valentine também foi mais significativamente mais presente em amostras 

resistentes em relação às sensíveis.  

 Na análise dos fatores de risco para aquisição de MRSA carreando gene da 

Leucocidina de Panton Valentine (MRSA pvl+) foi possível notar que o uso prévio de 

Clindamicina  foi um fator de risco  independente para aquisição de MRSA pvl+, bem 

como o uso de metronidazol como fator de risco para aquisição de MRSA SCCmec tipo 

IV, sendo que esses resultados precisam ser mais investigados para melhor 

entendimento. 

 Amostras de S. aureus apresentaram maior capacidade invasiva quando eram 

carreadoras de SCCmec Tipo III e Tipo IV, da mesma forma quando apresentaram os 

genes da Toxina Esfoliativa B e da Leucocidina de Panton Valentine, esses dados 

ressaltam a importância na determinação do perfil de resistência e virulência do S. 

aureus, baseado no fato dessa bactéria ainda ser um dos maiores responsáveis por 

infecções nosocomiais e agora também comunitárias.  A detecção desses genes em 

cepas de S. aureus entre os pacientes colonizados pode ser utilizada com indicativo de 

pacientes que precisam de maior acompanhamento e medidas intensivas de controle de 

infecção.  

 Em amostras invasivas ou colonizantes de MRSA, bem como MRSA isolados de 

pacientes queimados ou não queimados foi observado à presença de alguns perfis 

clonais majoritários persistentes, dessa forma os resultados obtidos no presente trabalho 

podem auxiliar no estabelecimento de medidas de controle e prevenção no hospital 

estudado.  



Considerações Finais       89 

 

A determinação dos fatores de risco para aquisição de S. aureus seja resistente 

ou sensível a meticilina auxiliará no manejo dos pacientes infectados e/ou colonizados 

no hospital estudado. 
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