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RESUMO

O Staphylococcus aureus é um dos patdogenos mais frequentes na causa de
pneumonia associada a ventilacgdo mecéanica (PAV) e a colonizacdo nasal
representa o principal fator de risco para o desenvolvimento subsequente de
infeccdo por este microrganismo. O objetivo deste trabalho foi analisar a
epidemiologia de PAV por S. aureus resistente (MRSA) ou sensivel (MSSA) a
oxacilina em pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva de adultos do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia no periodo de Setembro
de 2008 a Agosto de 2010. As PAVs foram definidas com base em critérios clinicos,
radioldgicos e contagem microbiolégica =10°UFC/mL no aspirado traqueal e os
fatores de risco para colonizacdo por MRSA foram determinados a partir de um
estudo caso vs controle. A identificacdo do S. aureus foi realizada por testes
microbioldgicos convencionais e o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi
determinado pela técnica de disco difusdo. O genétipo mecA foi caracterizado pela
técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR) e o perfil clonal pela eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE). Adicionalmente, 85% (873 de 1037) dos
pacientes admitidos foram avaliados quanto a colonizacao nasal e amostras isoladas
de ambiente (ar e superficie) e das méaos de profissionais de saude foram também
isoladas para analise. No total, 475 pacientes sob ventilacdo mecanica foram
analisados e destes 21 (4,4%) evoluiram para PAV por S. aureus. As taxas de
incidéncia de PAV e de PAV por S. aureus por 1000 pacientes-dia foram de 15,6 e
1,9, respectivamente. O fenétipo MRSA representou apenas 19% da etiologia das
PAVs por S. aureus e destas todas foram consideradas tardias. Entre os pacientes
investigados quanto a colonizagdo nasal a frequéncia de S. aureus foi de 26,7%,
com taxa de incidéncia de 21,6 por 1000 pacientes/dia. A colonizacao foi relacionada
com o aumento na incidéncia de PAV por este microrganismo, de acordo com a
correlacdo de Pearson. A colonizacdo nasal foi um fator de risco estatisticamente
significativo para o desenvolvimento desta infecgdo independente do fendtipo.
Apesar de varios fatores de risco identificados para colonizagcdo por MRSA quando
da analise univariada como: uso de antibiéticos, tempo de colonizacao, diagndstico
de admissao e procedimentos invasivos, somente 0 uso de traqueostomia mostrou-
se independentemente associado. A contaminacao de superficies ambientais com S.
aureus foi detectada proxima a leitos de pacientes infectados ou colonizados numa
frequéncia de 10,7%, apresentando correlacdo positiva. Frequéncia semelhante
(8,2%) também foi observada nas maos de profissionais de saude. Relagao
temporal/espacial foi observada em cerca de metade (47,6%) dos pacientes com S.
aureus. Os resultados mostraram a presenga de uma diversidade de gendtipos na
unidade, com as 28 amostras testadas evidenciando 13 perfis de PFGE, 6
correspondendo ao MRSA e 7 ao MSSA. O mesmo perfil clonal foi observado em
amostras correspondentes ao mesmo paciente incluindo colonizacdo, infeccao,
ambiente e maos de profissionais de saude. A taxa de incidéncia de PAVs por S.
aureus foi baixa com predominio de casos por MSSA e a colonizacdo nasal
representou um fator de risco na evolucdo para PAV. Verificou-se a participacao do
ambiente como reservatério secundario para infeccao por MRSA e houve evidéncias
da transmissao cruzada na unidade.

Palavras-chave: Infeccao hospitalar, Staphylococcus aureus, Pneumonia associada
a ventilacao, Epidemiologia, UTI.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most common pathogens in the cause of
ventilator-associated pneumonia (VAP) and nasal colonization is the major risk factor
for subsequent development of infection by this organism. The aim of this study was
to analyze the epidemiology of VAP by S. aureus resistant (MRSA) or sensitive
(MSSA) to methicillin in patients admitted to the adult Intensive Care Unit of Hospital
de Clinicas of Federal University of Uberlandia in the period between September
2008 and August 2010. The VAPs were defined based on clinical and radiological
criteria and microbiological count=10°UFC/mL in tracheal aspirate, and risk factors
for MRSA colonization were determined from a study case versus control. The
identification of S. aureus was performed by conventional microbiological tests, and
the antimicrobial susceptibility profile was determined by a disk diffusion technique.
The mecA gene was characterized by the technique of polymerase chain reaction
(PCR) and clonal profile by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Additionally,
85% (873 of 1037) of the patients admitted were evaluated for nasal colonization and
isolates of the environment (air and surface), and the hands of health care personal
were also isolated for analysis. In total, 475 mechanically ventilated patients were
analyzed and of these 21 (4.4%) progressed to VAP by S. aureus. The incidence
rates of VAP and VAP by S. aureus per 1000 patients/day were 15.6 and 1.9,
respectively. The MRSA phenotype represented only 19% of the etiology of VAPs S.
aureus, and all these were considered late. Among the patients investigated for nasal
colonization, the frequency of S. aureus was 26.7%, with an incidence of the 21.6 per
1000 patients/day. The colonization was associated with an increased incidence of
VAP by this microorganism in accordance with Pearson's correlation. The nasal
colonization was statistically significant risk factor for the development of this
infection regardless of phenotype. Although several risk factors were identified for
MRSA colonization in univariate analysis, such as antibiotics, colonization time,
admission diagnosis, and invasive procedures, only the use of tracheostomy was
independently associated. The environmental contamination of surfaces with S.
aureus was detected near the beds of patients infected or colonized at a frequency of
10.7%, showing a positive correlation. A similar frequency (8.2%) was also observed
in the hands of health care personal. The temporal/spatial relationship was observed
in about half (47.6%) of the patients with S. aureus. The results showed the presence
of a variety of genotypes in the unit; of the 28 samples tested, 13 PFGE profile were
found, 6 corresponded to MSSA, and 7 to MRSA. The same clonal profile was
observed in samples corresponding to the same patient including colonization,
infection, environment, and the hands of health care professionals. The incidence of
PAVs S. aureus was low with a predominance of cases by MSSA and nasal
colonization represented a risk factor for VAP evolution. There was participation of
the environment as a reservoir secondary to MRSA infection and there was evidence
of cross-transmission in unit.

Keywords: Nosocomial infection, Staphylococcus aureus, Ventilator-associated

pneumonia, Epidemiology, ICU.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes hospitalares (IHs) sdo reconhecidas como um dos mais
importantes problemas de saude publica, particularmente em paises em
desenvolvimento (KARABEY et al., 2002). No Brasil, permanecem grandes lacunas
no conhecimento da epidemiologia das IHs e isso se deve as dimensobes
continentais do pais e a diversidade dos hospitais em relacao ao porte, natureza do
financiamento, localizacao e afiliacdo a servicos de ensino (PEREIRA et al., 1996),
além da falta de consolidagao e divulgacao de dados (TURRINI; SANTO, 2002).

As IHs estao relacionadas com alta morbidade e mortalidade e aumento
significativo no tempo de hospitalizacao e custos de tratamento (ONEN et al., 2002).
Estratégias para reducdo destas infeccoes sdao complexas, pois existem muitos
fatores a serem considerados como os cuidados médicos, o ambiente hospitalar, as
condi¢cbes clinicas do paciente, o tipo de patégeno e uso de antimicrobianos
(MEARS et al., 2009).

Entre os principais patdgenos relacionados a etiologia das infeccdes
nosocomiais estdo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase negativo,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (RUTALA et al., 2001).

As taxas de IHs s&o maiores em Unidades de Terapia Intensiva (UTls), em
funcdo do volume intenso de trabalho, instabilidade clinica do paciente, tempo de
internacao, quantidade de procedimentos invasivos, tais como ventilagdo mecanica,
cateterismo vascular central e sonda vesical (PITTET; HARBATH, 1998; PITTET et
al., 1999). Adicionalmente, o0s pacientes criticos sdo usualmente
imunocomprometidos e tem as barreiras representadas pela pele e mucosas
rompidas por estes procedimentos invasivos. A freqiéncia de IHs na UTI é cerca de
3 a 5 vezes maior quando comparada as demais unidades do hospital (SANCHEZ-
VELAZQUEZ et al., 2006), representando a principal ocorréncia adversa no cuidado
com o paciente critico (FORTALEZA et al., 2009).
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Bactérias responséaveis pelas IHs nas UTls podem se originar da microbiota
endogena do paciente ou de fontes exdgenas, sendo que a maioria dos patégenos
transmitidos nestas unidades é proveniente de pacientes infectados e/ou
colonizados (GRUNDMANN et al., 2005).

O paciente hospitalizado em UTI geralmente tem alteragdo na microbiota
normal do trato respiratério superior, com substituicdo dos estreptococos a e y
hemoliticos, Haemophilus spp e bactérias anaerdbias por Staphylococcus aureus e
bacilos gram-negativos entéricos tais como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
spp. € membros da familia Enterobacteriaceae (SAFDAR et al., 2005; KOLLEF,
2005; PARK, 2005).

De acordo com estudos baseados no NNISS “National Nosocomial Infections
Surveillance system” as sindromes infecciosas mais freqlientes em pacientes criticos
sdo: pneumonias, infec¢cdes urindrias e infeccbes de corrente sanglinea
(RICHARDS, 1999), situacao observada no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU) de acordo com estudo recente (CARVALHO,
2007). Dentre as pneumonias, destacam-se aquelas associadas a ventilacdo
mecanica (PAVs) (SAFDAR et al., 2005; CHASTRE, 2005; TEJERINA et al., 2006),
sendo considerada o tipo de IH mais comum em adultos internados em UTlIs
(SAFDAR et al.,, 2005; TEJERINA et al.,, 2006; PELEG; HOOPER, 2010), com
consequente aumento no tempo de internacao e mortalidade dos pacientes, fato que
€ agravado pela emergéncia de bactérias de dificil tratamento (GARCIN et al., 2010).

A PAV é definida como infeccao pulmonar que ocorre a partir de 48 horas da
entubacado endotraqueal e ventilagdo mecanica (CHASTRE, 2005; KOLLEF, 2005;
MOREIRA et al., 2009; XIE et al., 2011). O uso do tubo endotraqueal bem como o
tempo de sua permanéncia esta entre os fatores de risco que favorecem essa
infeccdo pelo comprometimento das barreiras de defesa do trato respiratério inferior
(SAFDAR, et al., 2005). Adicionalmente, destacam-se ainda idade avangada, tempo
de internacao prolongado, uso de antibidticos e fatores que comprometem o nivel de
consciéncia como a gravidade da doenca (DAVIS, 2006; HUNTER, 2006; WANG et
al., 2011).

O principal mecanismo na patogenia das pneumonias hospitalares é a
microaspiracdo de secrecdes a partir da mucosa da oro e nasofaringe contaminada
por patdgenos hospitalares que colonizam estes sitios anatémicos, mas pode
resultar ainda da aspiracdo de conteudo gastrico, inalacdo de aerossois
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provenientes do respirador, e menos frequentemente da disseminacao
hematogénica de um foco de infecgdo distante ou de extensdo direta de uma
infeccdo no espaco pleural (KOLLEF, 2005; SAFDAR et al., 2005).

A incidéncia de PAV varia de 5 a 30% (GARCIN et al., 2010), dependendo da
populacdo estudada e dos critérios diagndsticos utilizados (ALP et al., 2004;
SAFDAR et al., 2005). A casuistica do NNISS mostra que o problema é maior em
UTls de pacientes adultos do que de criangas, com taxas de 4,7% nestas Ultimas e
34,4% na de adultos (JARVIS et al., 1991).

O risco de morte atribuido a PAV varia consideravelmente entre os estudos,
de 0 a 50%, em funcdo de aspectos como tratamento empirico muitas vezes
inadequado, variedade das populacdes investigadas (NGUILE-MAKAOQ et al., 2010)
e emergéncia de bactérias resistentes e multiresistentes (GARCIN et al., 2010).

Os agentes mais comuns como causadores de PAVs sdao Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae entre os bacilos
gram-negativos e S. aureus entre os cocos gram-positivos (VINCENT, 2004; BOUZA
et al., 2012). O grupo dos bacilos gram-negativos responde pela etiologia da maioria
das PAVs, mas a frequéncia de cada patdgeno varia ao longo do tempo e esta
relacionada, sobretudo ao uso de antimicrobianos e praticas de prevencéao e controle
de infeccao (SILVA et al., 2006).

Os casos de infecgdes causadas pelo S. aureus se elevaram nas ultimas
duas décadas (LIBERT et al., 2008). Este microrganismo desperta interesse no
mundo todo por ser um dos mais importantes na causa de infeccoes hospitalares
(KORN et al., 2001; LAMERS et al., 2011) sendo o segundo mais frequentemente
isolado de pacientes com infecgao de trato respiratério inferior de acordo com estudo
recente (ROSSI, 2011).

Este microrganismo € encontrado colonizando a pele e membranas mucosas
e, embora varios sitios corporais possam ser colonizados, as narinas anteriores
representam o principal nicho ecoldgico para esta espécie. Aproximadamente 20%
da populagdo humana sadia tem o S. aureus como microbiota residente e 80% de
forma transitéria. Com o aumento do risco de infeccées entre os portadores nasais
tem aumentado também a necessidade de intervencdes para prevengdo (DATTA;
HUANG, 2008). Alguns hospitais tém utilizado terapia tépica na tentativa de eliminar

a colonizacao e assim reduzir o risco de infeccdes, de transmissdo para outros



18

pacientes e profissionais de saude e a necessidade de isolamento do paciente
portador (DRYDEN et al., 2004).

A frequéncia da colonizacdo tende a ser aumentada em pacientes
hospitalizados, sendo uma das justificativas o fato de que ocorre alteracdo na
microbiota nasal quando o paciente esta em uso sistémico de antibidticos
(KLUYTMANS et al., 1997). Nos hospitais, a colonizacdo nasal pelo fendtipo
sensivel ou resistente a oxacilina do S. aureus tem sido identificada como o principal
fator de risco para o desenvolvimento subsequente da maioria das infeccoes
enddgenas (BURIAN et al., 2010; SAFDAR; BRADLEY, 2008), desempenhando
importante papel na epidemiologia e patogénese destas infeccoes (KLUYTMANS et
al., 1997).

S. aureus com fenoétipo resistente a oxacilina (MRSA) € um patégeno
nosocomial associado a maior mortalidade e tempo de hospitalizagdo (FLORE et al.,
2010), particularmente em UTIs (RAINERI et al., 2007). O custo associado com o
tratamento de infeccoes causadas por MRSA é mais alto quando comparado
aquelas causadas por Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina (MSSA)
(MARTINEZ-CAPOLINO et al., 2010).

O MRSA caracteriza-se como produtor de uma proteina ligadora especifica de
baixa afinidade com os [-lactdmicos chamada proteina ligadora de penicilina
(PBP2a do inglés Penicillin-binding protein), codificada pelo gene cromossémico
mecA carreado por elemento mével denominado cassete cromossémico
estafilocécico (SCC: Staphylococcal chromosome cassette) (DURENBERG;
STOBBERINGH, 2008; IBRAHEM et al., 2009; SCHUENCK et al., 2009).

A incidéncia de MRSA entre as infeccbes por S. aureus varia entre 0s
diferentes paises, hospitais e unidades (LESKI et al.,, 1999), sendo mais alta em
UTls (CEPEDA et al., 2005) fato também relatado no Brasil (ROSSI, 2011), com
prevaléncia em estudos conduzidos no Rio Grande do Sul e Parana de 86,7% e
42,0%, respectivamente (CARRILHO, 1999).

De acordo com o SENTRY, o MRSA permanece como o principal patégeno
causador de infeccoes nosocomiais em paises em desenvolvimento e na América
Latina, sendo endémico nos hospitais brasileiros (SADER et al., 2004; SANTOS et
al., 2010). Nos Estados Unidos, a frequéncia das infeccoes causadas pelo MRSA foi
de cerca de 50% em 2004 segundo dados do sistema de vigilancia da “National
Nosocomial Infections Surveillance System” (NNISS)(LIN et al., 2007) e nas
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unidades de terapia intensiva superou esta prevaléncia (NNISS, 2001). A situagéo
das UTls brasileiras é semelhante (FORTALEZA et al., 2009), assim como nas de
hospitais europeus como em Portugal, Italia, Grécia e Turquia (KOTILAINEN et al.,
2003). Na UTI de adultos do HC-UFU verificou-se variagao nas taxas com declinios
e reemergéncias na Uultima década, justificada pelo uso de antimicrobianos
(CARDOSO, 2007; MOREIRA, 2008), insuficiéncia de medidas de prevencgédo e
controle incluindo, sobretudo a precariedade da higiene das maos (BORGES, 2009).

Os fatores de risco para aquisicdo nosocomial por MRSA incluem: pré-
tratamento com antibiéticos, uso de procedimentos invasivos, tempo prolongado de
internacao e exposicao dos pacientes ao microrganismo (WANG et al., 2011).

Nos hospitais os principais reservatérios de MRSA sao pacientes colonizados
ou infectados e tem sido bem documentado que o principal mecanismo de
disseminagao sdo as méos dos profissionais de saude contaminadas no exercicio da
funcdo (HOTA, 2004; HARDY et al., 2006). A higiene das m&os é um dos elementos
mais importantes na prevencao das infecgdes por microrganismos resistentes como
MRSA (CREAMER et al., 2010). Entretanto, estudos mostram que a adesao a esta
pratica é baixa na maioria das instituicdes (PITTET, 2001; GAGNE et al., 2010)
particularmente na UTI, unidade onde é ainda mais necessaria (BORGES, 2009),
sendo que a alta carga de trabalho e o tempo insuficiente estdo relacionados a este
fato (McCARDLE et al., 2006).

As medidas para controle da transmissdo nosocomial de MRSA incluem
vigilancia epidemioldgica, isolamento de pacientes infectados ou colonizados e,
sobretudo precaucées com barreiras como o uso obrigatério de avental, luvas e
gorro, lavagem das maos antes e apds contato com o paciente, educacao dos
profissionais de saude, restricio no uso de antimicrobianos de amplo espectro,
triagem de pacientes de alto risco e limpeza do ambiente hospitalar (BOYCE, 2001;
SEXTON et al., 2006; TACCONELLI, 2009).

Embora a principal via de transmissdo de MRSA seja as maos dos
profissionais de saude a partir de pacientes infectados e/ou colonizados (KASSEM
et al., 2011) as superficies contaminadas das enfermarias localizadas proximas aos
pacientes podem representar um reservatério potencial deste microrganismo (HEDIN
et al., 2010). Desta forma, esta bactéria pode ser isolada de superficies como piso,
mobiliario e equipamentos médicos (NERANDIZIC et al., 2010).
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A transmissao por via aerbégena € geralmente menos frequente do que por
contato direto, porém a presenca de MRSA em aerossbis pode resultar em infec¢oes
(SHIOMORI et al., 2002). A importancia do ar tanto na contaminacao das superficies
quanto da mucosa do trato respiratério superior deve ser considerada levando em
conta a frequéncia deste microrganismo durante a arrumagdo dos leitos e da
possibilidade de contaminacdo das maos dos profissionais de saude (SHIOMORI et
al., 2002; LEMMEN et al., 2004). A questdao é ainda mais importante em unidades
criticas onde a contaminacdao ambiental por bactérias resistentes é mais expressiva
em fungdo da maior densidade de pacientes infectados e/ou colonizados e
profissionais de saude (LIVESLY et al., 1998).

Existem evidéncias de que a contaminagcdao do ambiente com MRSA seria
suficiente para contaminar as maos ou luvas dos profissionais de salude com
consequente transmissao para os pacientes (HARDY et al., 2006). Desta forma, a
deteccao de S. aureus no ambiente hospitalar € importante para avaliar o seu papel
como reservatoério potencial na aquisicao de infeccoes estafilococicas (KASSEM et
al., 2011).

Para o sucesso de uma investigacao epidemiolégica € necessario um
indicador seguro da relacdo entre os microrganismos isolados, ou seja, um esquema
de tipagem que envolva técnicas convencionais e moleculares. As técnicas
genotipicas, de uma maneira geral, apresentam alta tipabilidade, reprodutibilidade e
poder discriminatério das linhagens bacterianas, mas sdo impraticaveis na rotina
laboratorial (TOMPKINS; FALKOW, 1992).

Nos estudos de epidemiologia hospitalar das infec¢cdes por MRSA, entre as
técnicas moleculares mais recomendadas incluem, principalmente, a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em funcdo de caracteristicas inerentes a esta
metodologia, incluindo a facilidade na execucdo (WELLER, 2000) e a eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE) que é considerada por muitos pesquisadores
como padrdao ouro para tipagem de S. aureus (DURENBERG; STOBBERINGH,
2008; CHAMBERS; DELEO, 2009).

De acordo com o exposto, avaliar a participacdo de S. aureus em IHs graves
como as PAVs é de grande importancia, uma vez que este microrganismo €
endémico no HC-UFU como demonstrado em estudos realizados nessa instituicao,
fato que justifica avaliar melhor sua epidemiologia neste hospital. Neste contexto,

embora o ambiente seja considerado um reservatério secundario na epidemiologia
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de IHs, o nivel de contaminacdo de superficies ndo pode ser negligenciado, assim
como a participacado das maos dos profissionais de saude. Com a entrada de novos
clones de MRSA nos hospitais brasileiros torna-se extremamente relevante para a

salde publica a analise e caracterizacao fenotipica e genotipica destas amostras.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a epidemiologia de pneumonias associadas a ventilagdo mecéanica

(PAV) por Staphylococcus aureus resistente (MRSA) ou sensivel (MSSA) a oxacilina

em pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva de Adultos do Hospital de

Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

2.2 Objetivos Especificos

v
v

Determinar a incidéncia de PAV e definir os agentes etioldgicos associados;
Determinar a colonizacdo nasal por S. aureus e sua relacdo com episédio
subsequente de PAV;,
Analisar os fatores de risco intrinsecos e extrinsecos para colonizacao por
MRSA;
Avaliar a contaminagao das maos de profissionais de saude;
Verificar a presenca de S. aureus no ar e em superficies passiveis de
contaminacao das maos de profissionais de saude;
Definir o genétipo mecA;
Definir a natureza clonal de amostras isoladas de colonizacéo, infecgao,
ambiente e maos de profissionais de salude por meio de genotipagem por
PFGE e analisar quanto:

o Relacao entre colonizacao e infecgao

o Transmissdo horizontal

o Ocorréncia de disseminacao clonal

Papel potencial de fontes ambientais como reservatério

o
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Hospital

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) é
um hospital de ensino, com 550 leitos, que oferece nivel terciario de atendimento. A
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de adultos é uma unidade mista, clinico-cirargica

apresentando no periodo do estudo 15 leitos.

3.2 Termo de Consentimento e Comité de Etica em Pesquisa

Antes da coleta todos os pacientes incluidos no estudo ou seus responsaveis
foram esclarecidos sobre os objetivos do trabalho proposto e a coleta realizou-se
mediante a concordancia e assinatura do termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo ).

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da

Universidade Federal de Uberlandia sob o numero 298/07 (Anexo II).

3.3 Desenho do Estudo

Foram utilizados dois modelos de estudo na UTI de adultos do HC-UFU no
periodo de setembro de 2008 a agosto de 2010: coorte, onde foi calculada a taxa de
densidade de incidéncia de PAVs adquiridas na UTI por S. aureus (MRSA ou MSSA)
por meio de sistema de busca ativa com visitas regulares na unidade onde foi
preenchida uma ficha contendo dados demograficos, clinicos e epidemiolégicos para
cada paciente (Anexo Ill) e caso vs controle (incluindo como casos pacientes
colonizados por MRSA e controles aqueles colonizados por MSSA) onde a taxa de
densidade de incidéncia de colonizagao por S. aureus foi determinada.
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3.4 Definicoes
Pneumonia associada a ventilagdo mecéanica (PAV)

Os pacientes com PAV foram aqueles que estavam sob ventilagcdo mecanica
por periodo 248 horas que apresentaram desenvolvimento de infiltrado radiolégico
novo e/ou progressivo e pelo menos dois dos seguintes critérios
clinicos/laboratoriais: secrecao respiratéria purulenta, temperatura maior que 38,5°C
ou menor que 35°C, contagem de leucocitos maior que 10000/ul com desvio a
esquerda ou menor que 3000/ul e cultura quantitativa de aspirado traqueal com
contagem =10° UFC/mL (ALP; VOSS, 2006; XIE et al., 2011).

PAVs precoces e tardias
As PAVs precoces ocorreram em até 4 dias apos o inicio do uso da prétese
ventilatéria e as tardias apds esse periodo (RELLO et al., 2006; HUNTER, 2006).

3.5 Indicadores epidemiolégicos

Foram considerados os seguintes indicadores epidemiol6gicos:
PAV/1000 pacientes-dia: Nimero total de PAV/NGmero pacientes-dia® x 1000
(KURUP et al., 2010).
Colonizacao/1000 pacientes-dia: Numero total de colonizados/Numero pacientes-
dia® x 1000 (RAINERI et al., 2007)

APacientes-dia: P x Lx T
P = Periodo de tempo de observacao, em dias.
L= Leitos disponiveis na unidade.

T = indice de ocupagao no tempo considerado.
3.6 Aspirado traqueal
3.6.1 Coleta de aspirado traqueal

Foi realizada em pacientes com suspeita clinica de pneumonia associada a

ventilacdo mecénica.
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O espécime clinico foi coletado por meio de sonda n° 12, durante o
procedimento de aspiracdo da arvore respiratéria, no inicio da manha, pelos
profissionais de saude daunidade (fisioterapeutas e enfermeiros), e transportado em
tubo esterilizado para o laboratério de Microbiologia (ARIMP — Area de Imunologia,
Microbiologia e Parasitologia).

3.6.2 Cultivo

O aspirado traqueal foi diluido nos volumes de 107, 102 e 10 em solucédo
fisiolégica esterilizada e volumes de 0,1 mL destas diluicées foram inoculados em
Agar Manitol Salgado (Difco, Maryland, USA) e incubados a 37°C por 24 a 48 horas,
para determinacdo do numero de UFC/mL. Considerou-se positivo para PAV o
aspirado traqueal com crescimento de S. aureus =10° UFC/mL (TEIXEIRA et al.,
2004).

3.7 Pesquisa de colonizacao nasal

Realizou-se cultura de vigilancia para pesquisa de colonizacdo nasal por S.
aureus nas primeiras 48 horas de internacdo do paciente e semanalmente até alta
ou ébito ou até a confirmacéao da positividade (MARTINEZ-CAPOLINO et al., 2010).
A coleta foi realizada com swab e o material acondicionado em tubo de ensaio
contendo 1mL de Caldo Tripticase Soja (Difco, Maryland, USA) com 4% de NaCl,
incubado “overnight’ a 37°C e, apds agitacao em “vdrtex”, a suspensao inoculada
em Agar Manitol Salgado (Difco, Maryland, USA), com incubagéo a 37°C por 24 a 48

horas.

3.8 Amostragem microbiolégica das maos

A mao dominante (enluvada ou nao) do profissional de saude foi coletada por
meio da técnica de digito-pressdo em placa de Petri contendo Agar Manitol Salgado
(Difco, Maryland, USA), durante o contato de 60 segundos (SOUZA, 2009;
FERREIRA; ANDRADE, 2010; OLIVEIRA et al., 2010). A coleta do material para

analise microbiolégica aconteceu ap6s manipulacdo de fonte potencial de
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contaminacao (fluidos, secrecbes, mucosas, pele nao intacta) em pacientes

colonizados ou apresentando episddio de PAV por S. aureus.

3.9 Contaminacao de superficies

As superficies proximas ao paciente (mesa de cabeceira e grade da cama)
foram monitoradas microbiologicamente quanto a presenca de S. aureus,
considerando leitos ocupados por pacientes colonizados e/ou infectados por este
microrganismo.

As superficies foram amostradas utilizando-se as técnicas: “swab” no periodo
de setembro de 2008 a agosto de 2010 e a técnica de “wipe-rinse” no periodo de
janeiro de 2010 a agosto de 2010.

Para a técnica de “wipe-rinse” foi utilizado tecido estéril (7cm x 7cm) pré-
umedecido com solucao fisiolégica estéril que foi pressionado na superficie (AL-
HAMAD; MAXWELL, 2008) e transferido para um recipiente com 10mL de BHI
(Biobras, Brasil), incubado “overnight’ a 37°C e, apds agitacdo em “vortex” a
suspenséo resultante foi inoculada em Agar Manitol Salgado (Difco, Maryland, USA),
com incubagéo a 37°C por 24 — 48 horas (AL-HAMAD; MAXWELL, 2008).

O swab foi acondicionado em tubo de ensaio contendo 1mL de Caldo
Tripticase Soja (Difco, Maryland, USA) com 4% de NaCl e incubado “overnight’ a
37°C e, ap0s agitacdao em “vortex”, a suspensao inoculada em Agar Manitol Salgado

(Difco, Maryland, USA) seguindo-se incubagéo a 37 °C por 24-48horas.

3.10 Contaminacao do ar

Placas de Petri de 90 mm de diametro contendo Agar Manitol Salgado (Difco,
Maryland, USA) foram expostas no quarto de pacientes colonizados ou infectados
por S. aureus e em area comun (sala de prescricdo), pelo periodo de uma hora
(QUADROS, 2008). Ap6s este periodo, as placas foram incubadas a 37°C por 24 —
48 horas.
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3.11 Identificacao do S. aureus

As col6nias suspeitas de S. aureus foram identificadas pelas caracteristicas
morfo-tintoriais (coloracdao de Gram), seguido da deteccao da producao das enzimas
catalase e coagulase livre (KONEMAN et al., 2001).
3.11.1 — Producé&o de catalase

A produgdo da enzima catalase foi verificada em |amina de microscopia
através da mistura de solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% e uma ou duas
colénias bacterianas. A producao de bolhas foi interpretada como teste positivo.

3.11.2 — Teste de coagulase livre

O teste da coagulase livre foi realizado a partir da inoculacdo de 2 a 3
colénias da amostra em tubo contendo 0,5mL de BHI (Biobras, Brasil) e incubagao a
37°C por 24 horas. A seguir, adicionou-se 0,5mL de plasma de coelho (Laborclin,
Brasil) diluido 1:4 em solucao fisioldgica estéril e novamente incubado a 37°C por 24
horas. A producdo ou nao de coagulo foi verificada no tempo de 4 horas de
incubagcdo a 37°C e a confirmacao de um resultado negativo em até 24 horas. A
amostra padrao de S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle positivo.

3.12 Estocagem das amostras
Todas as amostras identificadas como S. aureus foram estocadas em BHI
(Biobras, Brasil) com 20% de glicerol a -20°C.

3.13 Determinacao da sensibilidade aos antimicrobianos

3.13.1 Teste de triagem em agar incorporado com oxacilina e NaCl

As amostras de S. aureus foram cultivadas em Agar Mueller-Hinton
(Micromed, Brasil) com 6 ug/mL de oxacilina (Sigma, St. Louis, USA) e 4% de NaCl
de acordo com o “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2009). A
amostra padrao de S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle.
3.13.2 Teste de Disco Difuséo

As amostras de pacientes com colonizag¢ao e infeccdo por S. aureus, assim

como recuperadas de superficie, ar e maos dos profissionais de saude foram
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submetidas ao teste de disco difusdo “in vitro”’, seguindo-se a metodologia do
“Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2009). As amostras estocadas
foram subcultivadas em Agar Tripticase Soja (Biobras, Brasil) pela técnica de
esgotamento e incubadas a 37°C por 24 horas. A seguir, cerca de 3 a 5 colbnias
foram semeadas em tubo com 5 mL de Caldo Tripticase Soja (Difco, Maryland, USA)
com incubagédo por 18 a 24 horas até atingir turvacao equivalente a escala 0,5 da
escala de MacFarland, correspondente a concentragdo de aproximadamente 102
UFC/mL e a suspensao foi semeada com swab na superficie de placa de Agar
Mueller-Hinton (Micromed, Brasil) de modo a obter crescimento confluente. Em
seguida, foram adicionados os discos de antibi6ticos e feita incubacao por 24 horas
a 37°C. A sensibilidade ou resisténcia foi determinada pelo diametro do halo de
inibicdo formado em torno dos seguintes discos de antimicrobianos: clindamicina
(2ug), eritromicina (15ug), penicilina (10ug), oxacilina (1ug), cefepime (30ug),
rifampicina (30ug), cloranfenicol (30ug), vancomicina (30ug), ciprofloxacina (5ug),
sulfametoxazol-trimetoprim  (25ug), tetraciclina (30ug), gentamicina (10uQ)
(Laborclin, Brasil). A amostra padrdo S. aureus ATCC 25923 foi utilizada como

controle.

3.14 Pesquisa do gene mecA

3.14.1 Extracdo de DNA

A amostra foi cultivada em tubo com 10mL de BHI (Oxoid) a 37°C, por 18
horas e a suspensao resultante centrifugada a 5600 xg por 5 minutos, a temperatura
de 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento bacteriano lavado com 10mL
de solucédo fisioldégica previamente esterilizada. A seguir adicionou-se 0 mesmo
volume de pérolas de vidro (~600um de diametro), previamente tratadas com acido
nitrico.

O tratamento das pérolas de vidro foi feito pela imersdao das mesmas em
solucdo de acido nitrico (50%, w/v) por 2 horas, sob agitacdo para remover metais
pesados que atuam como co-fatores para nucleases (DNases e RNases). Em
seguida, as pérolas foram lavadas 10 vezes em agua, com intervalos de 30 minutos
e mantidas, por 18 horas, em solucao de dietilpirocarbonato (DEPC 1%, w/v) a 37°C,
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e em seguida secas por 2 horas, 180°C. A solucdo de DEPC tem a funcdo de
degradar contaminantes com atividade de DNase e RNase.

Apoés a adicao de pérolas de vidro foi adicionado, ao sedimento bacteriano, a
solucao de lise (Tris-HCI 0,2 M pH 8,5; NaCl 1,5%; EDTA 25 mM pH8; SDS 0,5% em
agua destilada) na proporcdo 1:3, ou seja, um volume de solucdo de lise
correspondente a 3X o volume de sedimento bacteriano. Esta ultima solucdo foi
preparada previamente e mantida a 4°C. A mistura, sedimento bacteriano, solugao
de lise e pérolas de vidro foi agitada, vigorosamente, em agitador mecanico, por 10
minutos.

Um volume de 500uL de cada extracao foi transferido para um novo tubo de
microcentrifuga, ao qual adicionou-se 0 mesmo volume de mistura fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico, para eliminar as proteinas contidas na mistura. O material contido
em cada tubo foi homogeneizado, por inverséo, e centrifugado a 16000xg por 15
minutos, a temperatura de 4 °C. O sobrenadante de cada tubo foi transferido para
um novo tubo e o DNA precipitado com isopropanol absoluto, na proporcao 1:1, e
mantido a temperatura de -20°C, por 18 horas. Apds este periodo, os tubos foram
centrifugados a 16000 xg por 10 minutos, a temperatura de 4°C, o sobrenadante
desprezado e os tubos mantidos em camara de fluxo laminar para secagem de DNA.

Apébs a secagem, o DNA foi suspenso em 50uL de agua ultra-pura (W-PCR,
Sigma) mantido a 4°C por 18 horas. Posteriormente, o DNA foi tratado com 1puL de
solugdo de RNase (1 mg/mL) e mantido a 37°C, por 1 hora. Finalmente, o produto da
extracdo foi quantificado utilizando-se o equipamento GeneQuant (Amersham
Bioscience) e mantido a -20°C, até o momento do uso.

3.14.2 Técnica de PCR

A técnica de PCR foi realizada para um volume de 25uL adicionando-se: 60ng
de DNA genémico, 0,2 mM de cada um dos quatro nucleotideos, 2,5uL de tampéao
PCR 10X concentrado, 2,0 mM de solucdo de MgCl,, 0,625U de Taq DNA
polimerase, 25 pmol de cada um dos primers (mecA1:
5CTCAGGTACTGCTATCCACC3 e mecA2: 5CACTTGGTATATCTTCACCS) e
agua ultra-pura q.s.p. 25uL (Sigma). As condicbes de amplificacdo foram:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos seguidos por 30 ciclos (94°C por 60s;
52°C por 30s e 72°C por 30s) e extensao final a 72°C por 10 minutos.
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O produto da PCR foi aplicado em gel de agarose 1%, seguido-se
eletroforese a 90 V e coloracdo com brometo de etidio (1 pug/mL). Foi utilizado o
marcador de peso molecular de 100pb (Fermentas Biosciences). O tempo de
eletroforese variou em funcédo do tamanho do gel utilizado.

3.15 Tipagem molecular pela técnica de eletroforese em campo pulsado (PFGE)

A escolha dos isolados para esta analise foi baseada no perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos e a relagdo temporal dos pacientes dos quais
foram recuperados. No total, foram incluidas 28 amostras de S. aureus das quais
oito de infeccdo, nove de colonizacao nasal, cinco de superficie, uma de ar e cinco
de mé&os de profissionais de saude. Os isolados foram analisados quanto ao perfil de
macrorestricdo do crDNA com enzima Smal.

As amostras foram inoculadas em tubo com 5 mL de caldo BHI (Oxoid) e
incubadas a 37° C durante 18 horas sob agitagédo constante, de modo a atingir a sua
fase exponencial de crescimento, quando uma aliquota de 1,5 mL da cultura foi
transferida para um tubo eppendorf e centrifugada por 2 minutos a 12.000 rpm a
4°C. As células foram lavadas em 500uL de PIV (10Mm Tris, 1,0M NaCl), novamente
centrifugadas, e o sobrenadante descartado. O “pellet” foi suspenso em 200uL de
PIV e 150uL transferidos para um novo tubo eppendorf, colocado em banho de agua
a 48°C por 5 a10 minutos para o equilibrio da temperatura. Em seguida, 150uL de
agarose (1,5% Agarose Ultra Pure), foram adicionados rapidamente ao tubo. Os
discos de agarose foram feitos e colocados em uma solucéo de lise EC (6mM Tris,
pH 8,0;1M NaCl; 100mM EDTA, 0,2% deoxycolato de sédio e; 0,5% Na lauryl
sacarsina; 0,5% Brij 58) acrescentado-se RNase a uma concentracdo final de
20pg/mL e incubados por 4 a 5 horas a 37° C. Ao final deste periodo, o tampao EC
foi substituido por tampao ES (EDTA pH 9, sarcosil 1%) acrescido de proteinase K,
incubando-se por um periodo de 18-24 horas a 50° C. Os discos de agarose foram
lavados 5 vezes com 13mL do tampéao TE 1x (10Mm Tris, pH 7,5; 1mM EDTA, pH
8.0), sendo de 30 minutos o tempo. Um unico disco foi colocado em 100uL de
tampao 1x e deixado a temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, a solucéo

foi substituida por tampao fresco e adicionado 30 unidades de enzima de restricao
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Smal, seguindo-se incubacdo em banho de agua por 18 a 20 horas a 30°C. Foi
preparado 100mL de gel a 1% (Agarose Ultra Pure) em TBE 0,5x (0,89M Tris; 0,89
acido bdrico; 0,25 EDTA, pH 8.0).

A eletroforese foi realizada em aparelho Chef DRIIl System (Bio Rad),
utilizando-se solugdo tamponante TBE 0,5x e & temperatura de 14° C por 20 horas,
com pulsos de 5 a 40 segundos por 20 horas, 200V, com angulo de 120°. Apds esse
procedimento o gel foi corado com brometo de etidio (1 ug/mL) por 30 minutos,
descorado em agua destilada por 30 minutos e fotografado pelo sistema de
fotodocumentagéao Alphalmager (Alpha Innotech).

Os padroes de PFGE foram observados visualmente e considerados idénticos
quando da coincidéncia de todas as bandas, similares (subtipos) se diferirem em
uma ou duas bandas claramente visiveis e diferentes quando da diferenca em trés
ou mais bandas (TENOVER et al., 1997).

3.16 Analise Estatistica

Na andlise estatistica univariada dos fatores de risco utilizou-se o teste do 2
e quando o n<5 o teste exato de Fisher foi adotado por meio de tabelas de
contingéncia do tipo dois por dois (2 x 2). As varidveis que demonstraram medidas
de associacao altas (odds ratio) com valor de p<0,05 foram submetidas a analise
multivariada através de modelo de regressao logistica. Para andlise de correlagdo
utilizou-se o coeficiente de Pearson. A significancia estatistica foi definida por um
valor de p<0,05. A andlise das variaveis foi realizada utilizando-se os programas
estatisticos SPSS PC versao 17.0 (SPSS, Chicago) e o Epi-Info Software versao

2000 (CDC, Atlanta).




32

4. RESULTADOS

Durante o periodo de setembro/2008 a agosto/2010 realizou-se vigilancia da
incidéncia de PAV por S. aureus na UTI de adultos do HC-UFU. Os pacientes foram
analisados quanto a colonizacao nasal e adicionalmente amostras de ambiente (ar e
superficie) e maos de profissionais de saude foram coletadas.

Nesse periodo foi admitido um total de 1037 pacientes, 475 (45,8%)
submetidos a ventilacdo mecénica e destes 168 (35,4%) desenvolveram PAV
(Figura 1). Na maioria dos casos (86,3%) predominou bacilos gram-negativos como
agente etiolégico, com destaque para nao fermentadores (78,6%) sendo
Pseudomonas aeruginosa o microrganismo mais frequente (48,2%). S. aureus foi
responsavel por 12,5% dos episédios de PAV, com predominio de pneumonias
tardias (61,9%). A tabela 1 evidencia os agentes etiol6gicos de PAV neste periodo e
a figura 2 a distribuicao dos episddios de PAVs em precoces e tardios.

Admitidos (n = 1037) *

Incluidos na pesquisa de
colonizacdo (n = 873)

Colonizados S. aureus (n = 233)

Ventilagdo Mecanica (n = 475) 1

Infectados (n = 168) l‘i Colonizados (n = 162)

\ 4 A 4
S. aureus (n =21) Outros (n = 147) MRSA (n = 51) MSSA (n=111)

\

MRSA {n = 4) MSSA {n = 17)

Figura 1: Organograma da populagdo estudada quanto a colonizacdo nasal e
pneumonia associada a ventilagao mecanica (PAV) por Staphylococcus aureus.
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Tabela 1: Frequéncia de agentes etiolégicos de pneumonias associadas a ventilagao
mecéanica (PAVs) em pacientes internados na UTI de adultos do HC-UFU, no
periodo de setembro de 2008 a agosto de 2010.

Microrganismo N= 168 (%)
Pseudomonas aeruginosa 55 (32,7)
Acinetobacter baumannii 42 (25,0)
Outros nao fermentadores 17 (10,1)
Enterobacteriaceae 31 (18,5)
Staphylococcus aureus 21 (12,5)
MRSA 4 (19,0)
MSSA 17 (81,0)
Staphylococcus Coagulase Negativo 01 (0,6)
Candida sp. 01 (0,6)

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a oxacilina; MSSA: Staphylococcus aureus
sensivel a oxacilina.

38,1%

PAVs precoces

m PAVetardias

Figura 2: Frequéncia de pneumonias associadas & ventilacdo mecanica (PAVs) tardias e precoces em
pacientes internados na UTI de adultos do HC-UFU, no pericdo de Setembro de 2008 a Agosto de 2010.

As taxas de pneumonia associada a ventilagdo mecénica estdo na tabela 2,
verificando taxa de incidéncia de PAV e de PAV por S. aureus por 1000 pacientes-

dia de 15,6 e 1,9, respectivamente.
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Tabela 2: Taxas de pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAV) em
pacientes internados na UTI de adultos no periodo de Setembro de 2008 a

Agosto de 2010.

Variavel Taxa
PAV /1000 pacientes dia 156
PAV por 5. aureus / 1000 pacientes dia 19
PAV por MRSA / 1000 pacientes dia 04
PAV por M5SA / 1000 pacientes dia 16

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a oxacilina; MSSA: Staphylococcus

aureus sensivel 4 oxacilina.

Em relacédo aos padrdes de resisténcia dos 21 isolados de S. aureus de PAV,

observou-se que o fenétipo MRSA foi menos frequente (19,0%) com sensibilidade a

maioria dos antimicrobianos testados, com destaque para rifampicina (100,0%),

cloranfenicol (100,0%) e vancomicina (100,0%) (Tabela 3).

Tabela 3: Espectro de resisténcia aos antimicrobianos pelo método de disco difusao
de amostras de Staphylococcus aureus isolados de pacientes com associada a
ventilacdo mecéanica (PAV) internados na UTI de adultos do HC-UFU no periodo de

Setembro de 2008 a Agosto de 2010.

Antimicrobiano Sensivel Resistente
N (%) N (%)
Clindamicina 17 (81,0) 4 (19,0)
Eritromicina 15 (71,4) 6 (28,6)
Penicilina 4 (19,0) 17 (81,0)
Oxacilina 17 (81,0) 4 (19,0)
Cefepime 17 (81,0) 4 (19,0)
Rifampicina 21 (100,0) 0 (0)
Cloranfenicol 21 (100,0) 0 (0)
Vancomicina 21 (100,0) 0 (0)
Ciprofloxacina 17 (81,0) 4 (19,0)
Sulfametoxazol -Trimetoprim 17 (81,0) 4 (19,0)
Tetraciclina 14 (66,7) 7 (33,3)
Gentamicina 17 (81,0) 4 (19,0)
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A taxa de mortalidade foi maior no grupo de pacientes que desenvolveu PAV
por MRSA (50,0%) do que no grupo com MSSA (23,5%), mas sem diferenca
estatisticamente significante (Tabela 4).

Tabela 4: Evolucdo de pacientes com pneumonia associada a ventilaciao
mecanica por Staphylococcus aureus resistente (MRSA) ou sensivel (MS5A) a
oxacilina em pacientes internados na UTI de adultos do HC-UFU, no periodo
de Setembro de 2008 a Agosto de 2010.

Microrganismo Infectados Mortalidade©

N (%) N (%)
MRSA? 4(19,0) 2 (33,3)
MSSAP 17 (81,0) 4 (66,7)
Total 21 (100,0) 6 (100,0)
P

axbxc=0,54 (0R:3,25; 1Ce5::0,22 —53,45)

Entre os pacientes submetidos a analise de colonizacdo, a frequéncia de
positividade para S. aureus foi de 26,7% (233 de 873), com taxa de incidéncia de
21,6 por 1000 pacientes-dia. A pressao dessa colonizagdo foi relacionada ao
aumento na incidéncia de PAV por este microrganismo de acordo com a correlacao
de Pearson (Figura 3).

Nos pacientes em uso de ventilagdo mecanica, a taxa de colonizagdo por S.
aureus foi de 34,1% com frequéncia importante do fenétipo MRSA (31,5%). A
maioria dos pacientes (62,7%) nado chegou colonizada na UTI e entre estes que
adquiriram o microrganismo na unidade a maioria ocorreu na primeira semana
seguinte a internacdo. Na figura 4 estdo relacionados os pacientes colonizados por
S. aureus na narina de acordo com 0 momento das coletas e na tabela 5 o nimero
de pacientes ventilados que desenvolveram infeccdo ou colonizacdo por este

microrganismo.
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Figura 3: Distribuicdo mensal de pneumonia associada a ventilacdo mecénica (PAV) e colonizacéo nasal por Staphylococcus
aureus em pacientes internados na UTl de adultos do HC-UFU, no periodo de Setembro de 2008 a Agosto de 2010.
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Figurad: Tempo médio para o desenvolvimento de colonizagdo nasal por Staphylococcus
aureus em pacientes internados na UTI de adultos do HC-UFU, no periodo de Setembro de
2008 a Agostode 2010.

Tabela 5: Pacientes sob ventilagdo mecanica colonizados e/ou infectados por
Staphylococcus aureus sensivel (MSSA) ou resistente (MRSA) a oxacilina em
pacientes internados na UTI de adultos do HC-UFU, no periodo de Setembro de
2008 a Agosto de 2010.

Infeccao Colonizacao
N= 21 (%) N= 162
MRSA 4 (19,0) 51 (31,5)

MSSA 17 (81,0) 111 (68,5)
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Embora a ocorréncia de PAVs por S. aureus nao seja expressiva, observou-
se gque a colonizagao nasal foi um fator de risco importante para o desenvolvimento
da infeccao independente do fenoétipo. A tabela 6 compara a evolucao clinica dos
pacientes colonizados com MRSA, MSSA com e sem PAV por S. aureus.

Tabela 6: Evolucado clinica para pneumonia associada a ventilacdo (PAV) de
pacientes sob ventilacdo mecanica com colonizacdo nasal por Staphylococcus
aureus, MSSA ou MRSA no periodo de Setembro de 2008 a Agosto de 2010.

Colonizados Nao Colonizados

N ('%:) N (OA)) p OR (IC 95%)
S. aureus
Total 162 (100,0) 313 (100,0)
0,04* 2,70 (1,03 -7,14)
PAV 12 (7,4) 9 (2,9)
MRSA
Total 51 (100,0) 424 (100,0)
0,05* 8,61 (0,84 —87,86)
PAV 2(3,9) 2(0,5)
MSSA
Total 111 (100,0) 364 (100,0)
0,001* 5,05 (1,72—-15,13)
PAV 10 (9,0) 7 (1,9)

MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina; MRSA: Staphylococcus aureus
resistente a oxacilina; OR: odds ratio; IC intervalo de confianca; *estatisticamente
significativo (p<0,05).
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A avaliacao dos fatores de risco para coloniza¢do por MRSA foi feita por meio
de estudo caso (pacientes ventilados colonizados por MRSA) vs controle (pacientes
ventilados colonizados por MSSA). Os resultados da andlise univariada e da
regressao logistica dos fatores de risco intrinsecos e extrinsecos associados a
colonizacdo por MRSA sdo mostrados nas tabelas 7 e 8. Na andlise univariada, o
diagnéstico de admissao clinico (P=0,007; OR=2,64), tempo de colonizacao igual ou
superior a 7 dias (P=0,001; OR=3,33), presenca de traqueostomia (P=0,005;
OR=3,88) e uso de carbapenémicos (P=0,01; OR=2,64) mostraram diferencas
significantes entre os dois grupos. Entretanto, quando da andlise multivariada, o
unico fator de risco independente para colonizagdo por MRSA foi a presenca de

traqueostomia.

Tabela 7: Fatores de risco para colonizagdo nasal por Staphylococcus aureus resistente (MRSA)
ou sensivel (MSSA) a oxacilina em pacientes internados sob ventilagdo mecanica na UTI de
adultos do HC-UFU, no periodo de Setembro de 2008 a Agosto de 2010.

MRSA MSSA P OR (ICgs2,)
N=51(%) N=111(%)

Género

Masculino 37 (72,5) 85 (76.6) 0,72 0,81 (0,36 — 1,84)

Feminino 14 (27,5) 26 (23,4) 0,72 1,24 (0,54 - 2,81)
Idade >60 anos 12 (23,5) 19 (17,1) 0,45 1,49 (0,61 — 3,61)
Diagnéstico de Admissao

Clinico 28 (54.9) 35(31,5) 0,007 2,64 (1,27 — 5,54)

Cirlirgico 7(13,7) 5 (13,5) 0,83 1,02 (0,35 - 2,91)

Trauma 16 (31.,4) 61 (55,0) 0,008* 0,37 (0,17 - 0,80)
Tempo para Colonizacgdo 2 7 dias 27 (52,9) 28 (25,2) 0,001 3,33(1,57-7,12)
Tempo de Internacéo UTI 2 21 dias 17 (33,3) 29 (26,1) 0,44 1,41 (0,65 — 3,08)
Procedimentos Invasivos

24 8 (35,3) 26 (23,4) 0,16 1,78 (0,81 - 3,91)

Traqueostomia 13 (25,5) 9(8,1) 0,005* 3,88 (1,41 - 10,84)

cvct 9 (96,1) 99 (89,2) 0,22 2,97 (0,59 — 20,03)

SV 49(96,1)  109(982) 059 0,45 (0,04 4,63)

SNG* 42 (82,4) 104 (93,7) 0,04* 0,31 (0,10 — 1,00)

Dreno 11 (21,6) 21 (18,9) 0,85 1,18 (0,48 — 2,87)
Uso de Corticoides 12 (23,5) 16 (14,4) 0,22 1,83 (0,73 — 4,55)
Terapia Antibidtica Prévia 50 (98,0) 98 (88,3) 0,06 6,63 (0,86 — 139,62)
Uso de Antibidticos

23 20 (39,2) 36 (32,4) 0,50 1,34 (0,64 — 2,83)

Carbapenémicos 18 (35,3) 19 (17,1) 0,01* 2,64 (1,16 — 6,03)

Vancomicina 13 (25,5) 31 (27,9) 0,89 0,88 (0,39 — 1,99)

Cefalosporinas de 3% e 42 geragbes 32 (62,7) 61 (55,0) 0,44 1,38 (0,66 —2,88)

Penicilinas

Ampicilina 7 (13,7) 20 (18,0) 0,64 0,72 (0,26 — 1,99)
Oxacilina 8 (15,7) 7 (6,3) 0,10 2,76 (0,84 - 9,15)
Fluorquinolonas 4 (7,8) 2(10,8) 0,76 0,70 (0,18 - 2,52)
Outros* 31 (60,8) 67 (60,4) 0,90 1,02 (0,49 — 2,12)

SCateter Vascular Central, “Sonda Vesical, *Sonda Nasogastrica; 'Cefazolina, Clindamicina,
Fluconazol, Metronidazol, Nistatina, Azitromicina, Teicoplanina, Polimixina, Azitromicina; OR: odds
ratio; 1C: intervalo de confianga. * estatisticamente significante (P<0,05).
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Tabela 8: Andlise multivariada dos fatores de risco para colonizagdo nasal por
Staphylococcus aureus resistente (MRSA) ou sensivel (MSSA) a oxacilina em
pacientes internados sob ventilacdo mecéanica na UTI de adultos do HC-UFU, no
periodo de Setembro de 2008 a Agosto de 2010.

Fator de risco P OR (ICg5)
Diagnéstico de Admissao

Clinico 0,44 1,54 (0,51 —4,68)
Tempo para Colonizacao 2 7 dias 0,09 2,06 (0,89 — 4,77)
Procedimentos Invasivos

Traqueostomia 0,01* 3,64 (1,27 —10,42)
Uso de Antibiéticos

Carbapenémicos 0,26 1,67 (0,68 —4,10)

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianga. *estatisticamente significante (P<0,05)

Durante o periodo do estudo, as superficies préximas ao paciente (mesa de
cabeceira e grade da cama) e o ar foram monitorados microbiologicamente quanto a
presenca de S. aureus, nas proximidades de leitos ocupados por pacientes
colonizados e/ou infectados por esse microrganismo. No total, 196 superficies foram
amostradas pela técnica de swab com resultados positivos para S. aureus de 10,7%.
O fen6tipo MRSA foi detectado em 28,6% dessas superficies, frequéncia idéntica a
observada quando da avaliacdo do ar. O numero de pacientes infectados ou
colonizados com S. aureus apresentou correlagdo positiva com a recuperacao do
microrganismo em superficies ambientais (Figura 5). Adicionalmente foram
coletadas (196) amostras das maos de profissionais de saude que faziam
atendimento aos pacientes que desenvolveram infec¢cdo ou estavam colonizados por
S. aureus. Esse microrganismo foi isolado em 8,2% das maos destes profissionais
com frequéncia importante do MRSA (37,5%). As frequéncias de S. aureus, MRSA e

MSSA no ar, superficies e maos dos profissionais de salde estao na figura 6.
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Figura5: Correlacdo entre a recuperacao de amostras de Staphylococcus aureus de superficies ambientais com
colonizagdo ou pneumonia associada a ventilacdo mecénica (PAV) em pacientes internados na UTI de adultos
doHC-UFU, periodo de Setembro de 2008 a Agostode 2010.
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Figura b: Presenca de Staphylococcus aureus sensivel (MSSA) ou resistente (MRSA) a
oxacilina em superficie ambiental, ar e maos de profissionais de saude na UTl de adulios
do HC-UFU, no periodo de Setembro de 2008 a Agosto de 2010.
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Por um periodo de oito meses a avaliacdo microbiolégica de superficies
ambientais foi realizada por 2 técnicas (“swab” e “wipe-rinse”) com a finalidade de
avaliar e aumentar a sensibilidade na recuperacao do S. aureus. A técnica de “wipe-
rinse” foi significativamente melhor quando comparada com a de “swab”, com

positividade de 25,8% e 12,1%, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9. Recuperacido de Staphylococcus aureus de amostras de superficie
ambiental proxima a pacientes colonizados e/ou infectados pelos métodos de
‘swab” e “wipe-rinse” na UTI de adultos do HC-UFU, no periodo de Janeiro a
Agosto 2010.

Técnica
Ambiente Swab “Wipe-rinse”
N=66 (%) N= 66 (%)
Paciente Colonizado 7(10,6) 15(22,7)
Paciente Infectado 1(1,59) 2(3,0)
Total* 8(12,1) 17 (25,8)

* Estatisticamente significante (P<0,03)

Relagao temporal e espacial foi verificada em cerca de metade dos pacientes
infectados (47,6%) e 4 “clusters” foram detectados durante o estudo (Figura 7).
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Figura 7: Progressao espacialitemporal dos casos de pneumonia associada a ventilacao na UTI de adultos do HC-UFU, no periodo de

Setembro de 2008 a Agosto de 2010.0s "clusters" sao indicados pelas chaves.
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Todos os isolados de MRSA incluidos na analise molecular tiveram o gene
mecA confirmado pela técnica PCR (Figura 8). A similaridade genética entre as
amostras isoladas de aspirado traqueal, narina, ambiente (ar e superficie) e maos de
profissionais de saude foi realizada por meio da técnica de PFGE, incluindo-se 28
isolados de S. aureus, sendo 11 MRSA e 17 MSSA (Figuras 8A e 9A). Os resultados
obtidos geraram dendrogramas de similaridade genética apresentados nas figuras
8B e 9B. No total, foram encontrados 13 perfis genotipicos distintos de S. aureus
diferenciados entre si por um coeficiente de similaridade acima de 95%, seis
correspondendo ao MRSA (H a M) e sete ao MSSA (A a G), com um (Tipo J) e trés
(D a F) padrées predominantes, respectivamente. Entre as amostras de MSSA com
o padrao de PFGE D e F, dois subtipos (D1 e F1) foram detectados em superficie
ambiental, mucosa nasal e aspirado traqueal. Entre os isolados de MRSA, o tipo J
foi evidenciado em 45,5% das amostras testadas enquanto os tipos D, E e F para
MSSA foram detectados em 70,6%. O mesmo perfil clonal foi observado em isolados
correspondentes ao mesmo paciente em oito oportunidades. Esses dados assim
como os perfis genotipicos (A a M) das amostras analisadas estdo na tabela 10.

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou que seis dos onze
isolados de MRSA foram resistentes aos mesmos seis antibidticos (clindamicina,
eritromicina, ciprofloxacina, trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina e gentamicina) e
sensivel a rifampicina, cloranfenicol e vancomicina. Das cinco amostras com perfil
genético diferente, todas foram sensiveis a rifampicina, vancomicina e tetraciclina e
duas sensiveis a gentamicina.

Amostras de dois dos trés pacientes que adquiriram MRSA na UTI incluidos
na avaliacao clonal apresentaram o mesmo perfil (J). Houve evidéncias sugerindo
que um paciente (nimero 17) adquiriu MRSA do ambiente enquanto internado na
UTI. Este paciente foi admitido na unidade no mesmo leito onde MRSA com perfil
clonal indistinguivel foi isolado de paciente infectado e colonizado. A figura 10
apresenta a cronologia do isolamento das amostras e evidéncias de transmisséo do

MRSA com este perfil clonal na UTI.



PM P €1z T12 CI14B MI14B C17 517 MI17 TI1F T20 M20 520

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene mech. Isolados com prefixo
C. T.5 e M foram obtidos de amostras de Staphylococcus aureus de colonizacio nasal,
aspirado tragueal, superficie ambiental e maos de profissionais de saude, respectivamente.
PM: padrdo de peso molecular. P: controle positivo.
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Figura 9: Perfil de macrorestricdio do DNA (A) e dendrograma gerado por andlise computadorizada de perfis clonais de DNA (B) de isolados de
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina baseado na eletroforese em campo pulsado (PFGE). Isolados com prefixo C, T, S e M foram obtidos de
colonizac¢do nasal, aspirado traqueal, superficie ambiental e maos de profissionais de saude, respectivamente. Isolados que mostraram 95% ou mais
de similaridade foram considerados do mesmo perfil clonal identificados com a mesma letra. PM: padrdo de peso molecular.
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Figura 10: Perfil de macrorestricio do DNA (A) e dendrograma gerado por andlise computadorizada de perfis clonais de DNA (B) de isolados de
Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina baseado na eletroforese em campo pulsado (PFGE). Isolados com prefixo C, T, S, M e A foram obtidos de
colonizagdo nasal, aspirado traqueal, superficie ambiental, maos de profissionais de saude e ar, respectivamente. Isolados que mostraram 95% ou
mais de similaridade foram considerados do mesmo perfil clonal identificados com a mesma letra. PM: padrdo de peso molecular.
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Tabela 10: Gendtipos e perfis de resisténcia de isolados de Staphylococcus aureus
da UTI de adultos do HC-UFU.

Paciente Origem Data de PFGE Perfil de
Isolamento Resisténcia
02 Colonizacao 22.09.08 E MSSA
02 Superficie 23.09.08 E MSSA
02 Aspirado Traqueal 25.09.08 E MSSA
05B Colonizacao 05.11.08 C MSSA
05B Superficie 13.11.08 D1 MSSA
05 Colonizacao 21.11.08 F1 MSSA
05 Aspirado Traqueal 24.11.08 F1 MSSA
05 Superficie 25.11.08 F MSSA
06 Colonizacao 03.12.08 A MSSA
06 Aspirado Traqueal 04.12.08 A MSSA
10 Ar 16.04.09 F MSSA
10 Colonizacao 17.04.09 D MSSA
10 Aspirado Traqueal 18.04.09 G MSSA
10 Mao 21.04.09 D MSSA
11 Colonizacao 25.06.09 E MSSA
11 Mao 26.06.09 E MSSA
11 Aspirado Traqueal 25.06.09 B MSSA
12 Colonizacao 25.06.09 J MRSA
12 Aspirado Traqueal 25.06.09 J MRSA
14B Colonizacao 27.07.09 K MRSA
14B Mao 30.07.09 K MRSA
17 Colonizacao 27.10.09 H MRSA
17 Aspirado Traqueal 27.10.09 J MRSA
17 Superficie 29.10.09 J MRSA
17 Mao 29.10.09 J MRSA
20 Aspirado Traqueal 21.06.10 M MRSA
20 Superficie 22.06.10 I MRSA
20 Mao 22.06.10 L MRSA

*PFGE: Eletroforese em gel de campo pulsado; MRSA: Staphylococcus aureus
resistente a oxacilina; MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a oxacilina.
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Paciente PAV/Colonizagao Nasal Paciente
A A A
19 Junho 25 Junho 26Junho
PFGE Perfil J — Paciente numero 17 — Leito 07
Admissao Contaminagéo Aquisicao de Saida
PaC|ente Ambiente/Méos MRSA PAV PaC|ente
A A A A
18 Outubro 29 Outubro 30 Outubro 09 Novembro

Figura 11: Evidéncias da transmissao de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA) com perfil J na eletroforese em
campo pulsado (PFGE) a partir do ambiente e méos dos profissionais de saude para pacientes na UTI de adultos do HC-UFU
no periodo de Junho a Novembro de 2009. As linhas representam as datas quando o MRSA foi isolado da mucosa nasal,
aspirado traqueal, superficie ambiental e maos dos profissionais de salude. PAV: pneumonia associada a ventilagcdo mecanica.
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5. DISCUSSAO

As IHs sao prevalentes nas UTls e associadas com maiores taxas de
morbidade, mortalidade, tempo de hospitalizacdo e aumento nos custos, implicando
em pior prognéstico para os pacientes nestas unidades (NOGUEIRA et al., 2001;
BLOEMENDAAL et al., 2009). Entre as IHs a pneumonia € a infeccao mais frequente
tanto nas UTls de paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, com taxas de
incidéncia elevadas, podendo atingir 25% do total de infec¢des, aumentando de
forma significativa quando os pacientes estdo sob ventilacdo mecanica (BONTEN et
al., 2005). Entretanto, estas taxas variam significativamente considerando a
populacao estudada e os critérios de diagnéstico utilizados (TEIXEIRA et al., 2004).

O diagnodstico de pneumonia hospitalar é dificil, exigindo a utilizacao de
critérios clinicos, radiologicos, laboratoriais e microbiologicos (XIE et al., 2011). Os
dados clinicos apresentam baixa especificidade, mas em funcao da gravidade séo
usualmente utilizados para o inicio de terapia antibiética empirica de amplo espectro
(NIEDERMAN, 2005). Os métodos diagnésticos microbiolégicos quantitativos sao
mais especificos e incluem: lavado broncoalveolar com e sem broncoscopia (minibal)
e o escovado protegido. Adicionalmente, ha o aspirado traqueal como uma
alternativa, de custo mais baixo, com boa sensibilidade, mas especificidade
questionada. No entanto, a utilizagdo de um ponto de corte de 10® UFU/mL para
definicdo de positividade melhora a sua especificidade quando comparada a de
técnicas invasivas (DAVIS, 2006).

A taxa de incidéncia de pneumonia varia de 9% a 68% nos pacientes
ventilados (CAMARGO et al., 2004; GUIMARAES; ROCCO, 2006) e esta
intimamente relacionada ao tempo de ventilacdo mecanica, com um risco mais alto
nos primeiros dias de uso do dispositivo (DAVIS, 2006). Rocha e colaboradores
demonstraram que a ocorréncia de PAV € comum na UTI de adultos do HC-UFU
com taxa de incidéncia de 30,5% e associada a pior prognéstico, com mortalidade
hospitalar de 32,1%. Estudo realizado no estado do Rio de Janeiro, mostrou uma
incidéncia de PAV de 48,1% (RODRIGUES et al., 2009) e no presente estudo esta
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taxa foi de 35,4%. Estudos desenvolvidos na UTI de adultos do HC-UFU evidenciam
a importancia desta sindrome infecciosa para a realidade local.

Os microrganismos causadores de PAVs variam de acordo com as
caracteristicas da unidade, politica de uso de antibiéticos, padrdes de resisténcia
aos antimicrobianos, tempo de internag@o e uso de ventilagdo mecénica (HUNTER,
2006). Apesar de P. aeruginosa ser um patdégeno muito frequente como causa desta
infeccdo em UTIs nos hospitais brasileiros, correspondendo aproximadamente um
terco dos agentes isolados, o S. aureus continua a figurar entre os trés
microrganismos mais frequentes (GUIMARAES; ROCCO, 2006). Estudos recentes
realizados no HC-UFU relataram o S. aureus como o segundo principal agente
causador desta infeccao (MOREIRA, 2008). No presente estudo, a frequéncia de
PAV por S. aureus foi baixa (12,5%), taxa inferior quando comparada a de outros
hospitais (CAMARGO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2004; ROCHA et al., 2008), mas
h& evidéncias que esta situacdo pode mudar, considerando que a epidemiologia
desta infecgdo, € complexa, multifatorial e relacionada, sobretudo ao uso de
antibiéticos, politicas de prevencao e controle de IHs e maior ou menor
susceptibilidade dos pacientes (WOODFORD; LIVERMORE, 2009).

O principal reservatério de S. aureus é o paciente infectado e/ou colonizado,
com o portador deste microrganismo na mucosa nasal representando fator de risco
para o desenvolvimento de infeccdes tais como de sitio cirlrgico, corrente
sanguinea e pneumonia, principalmente em pacientes admitidos na UTI (BURIAN et
al., 2010). Na nossa investigacao a pesquisa de colonizacao nasal por S. aureus foi
realizada em 873 pacientes, verificando-se uma frequéncia alta (26,7%), semelhante
a observada por outros pesquisadores em estudos prévios realizados no mesmo
hospital (SADOYAMA; GONTIJO FILHO, 2000). Adicionalmente, ficou evidente
relacdo positiva de pacientes colonizados por este microrganismo e aqueles que
desenvolveram PAV. Recomendacdes do CDC incluem a vigilancia ativa de
pacientes colonizados como medida de controle, particularmente entre pacientes de
risco internados em UTI (MARTINEZ-CAPOLINO et al., 2010). Esses dados
ressaltam a importancia desse microrganismo em unidades criticas com a
valorizagédo deste fator de risco associado com a infecgao.

Entre os fatores de risco para colonizacdo por MRSA no hospital estdo
incluidos: idade avancada, hospitalizagao prévia, tempo de internagdo no hospital e
em UTlIs, doencas cronicas, exposicdo a pacientes colonizados ou infectados, uso
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de procedimentos invasivos e de antibi6ticos (KORN et al., 2001). No nosso estudo,
os fatores de risco para colonizacdo por MRSA observados quando da analise
univariada foram: diagnéstico clinico de admissao, tempo para a colonizacao igual
ou superior a sete dias, uso de traqueostomia e de carbapenémicos, permanecendo
independentemente associado quando da andlise multivariada apenas o uso de
traqueostomia.

Em paises como o Brasil alguns problemas sdo comuns em hospitais gerais,
como o controle deficiente no uso de antimicrobianos e falta de laboratérios de
microbiologia, fatores que contribuem para uma maior resisténcia e multiresisténcia
aos antimicrobianos nestas instituicbes (ROSSI, 2011). A exemplo do que esta
sendo observado internacionalmente, cerca da metade das infec¢des causadas por
S. aureus nos hospitais brasileiros esta associada ao MRSA (FORTALEZA et al.,
2009). No nosso estudo, entretanto, o MRSA correspondeu somente a 19,0% e
31,5% dos isolados de infeccao e colonizacao, respectivamente.

As IHs causadas por microrganismos resistentes decorrem usualmente da
transmissdo cruzada através das maos de profissionais de saude (PITTET et al.,
1999) o que foi observado neste estudo no que se refere a presenca do MRSA. Os
profissionais de saude sdo apontados como disseminadores destes microrganismos,
incluindo S. aureus no ambiente hospitalar, sobretudo aqueles que tém mais contato
com 0s pacientes como profissionais de enfermagem, seja pela contaminagao direta
quando do cuidado do paciente ou por tocar superficies que estdo contaminadas
por microrganismos associados as IHs (HARDY et al., 2006; DANCER et al., 2008;
WILLIAMS et al., 2009). Os nossos resultados apontaram a presenca do S. aureus
em 8,2% das maos dos profissionais, com uma frequéncia de 37,5% de MRSA.

Evidéncias sugerem que cerca de 30% dos casos de infeccao sao preveniveis
por medidas simples como a higiene das maos (HARBARTH et al.,, 2003),
entretanto, esta técnica é dificil de ser implementada em decorréncia de aspectos
que incluem: falta de informagéo, excesso de trabalho/atividades do profissional de
saude, inexisténcia ou dificuldade de acesso as pias, sabado, toalha e solugcdes
alcodlicas, custos e aceitabilidade da formulagdo em funcdo de seus efeitos
adversos (BOYCE; PITTET, 2002; HILBURN et al., 2003; LARSON et al., 2006;
ROCHA et al., 2007). Um estudo recente realizado no HC-UFU demonstrou a
dificuldade dos profissionais quanto a este procedimento evidenciando uma adesao
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ainda mais baixa do que a relatada na literatura (cerca de 40%) quanto a higiene das
maos (ROCHA et al., 2009; BORGES, 2009).

Ha evidéncias de que o ambiente representa um papel significativo na
epidemiologia de alguns microrganismos de importancia hospitalar como
Acinetobacter baumannii, Clostridium difficille (MEMARZADEH et al., 2010) e MRSA,
que sao capazes de sobreviver em condigdes adversas de pouca umidade e persistir
por longos periodos em éareas clinicas inadequadamente limpas (DANCER et al.,
2008; GEHANNO et al., 2009). Nas UTls, as superficies contaminadas préximas ao
paciente podem contaminar as maos dos profissionais de saude quando tocadas
(HARDY et al., 2006).

A presenca de S. aureus no ar tem sido também verificada e sua transmissao
pode ser favorecida pela presenca de portadores nasais e pacientes com infeccéo
do trato respiratério (GEHANNO et al., 2009). No nosso estudo, a contaminagédo do
ambiente (superficie e ar) com S. aureus foi detectada préxima a leitos ocupados por
pacientes infectados ou colonizados, indicativo do seu risco potencial como
reservatério secundario deste microrganismo no hospital.

Considerando que a limpeza do ambiente hospitalar representa importante
estratégia de prevencdo da transmissdo nosocomial de microrganismos
(CARVALHO et al., 2007), a amostragem microbiolégica do ambiente hospitalar é
util para avaliar a efetividade das técnicas usadas rotineiramente, assim como para
incentivar novos procedimentos de limpeza e desinfeccao (EWIG et al.,, 1999;
MACLEAN et al.,, 2010). Culturas de superficies utilizando swab tém sido
amplamente utilizadas em estudos clinicos para analisar o ambiente e investigacdes
relatam que ap0s a limpeza, 82% de superficies avaliadas como visualmente limpas,
somente 30% foram consideradas limpas usando métodos microbiol6gicos
(GRIFFITH et al., 2000).

A reducdo dos casos de infeccdo nosocomial € complexa e dependente de
varios fatores (AL-HAMAD; MAXWELL, 2008) sendo que as recomendacoes para
controle destas infeccbes incentivam a limpeza e desinfeccdo de areas ocupadas
por pacientes infectados e/ou colonizados (OBEE et al., 2007). Apesar disso, 0s
procedimentos de limpeza de superficies hospitalares frequentemente sao pobres e
inefetivos e estudos tém evidenciado a necessidade de maiores esforcos quanto a
melhora destas técnicas para prevencdao e controle de infecgdes (AL-HAMAD;
MAXWELL, 2008).
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Em um periodo curto de observacao, foi possivel isolar amostras de S. aureus
sensiveis e resistentes a oxacilina a partir de diferentes fontes: mucosa nasal,
aspirado traqueal, maos de profissionais de saude e de ambiente (superficie e ar),
corroborando as observacoes feitas anteriormente. Nos estudos epidemiol6gicos, a
discriminagdo dos isolados é passivel de ser realizada por técnicas fenotipicas
classicas, como por exemplo, utilizando o perfil de resisténcia aos antibi6ticos
(GEHANNO et al., 2009), porém, a adocao de métodos moleculares permite uma
melhor discriminacdo (HARRIS et al., 2010). Em relagdo ao S. aureus, a técnica de
“DNA fingerprint’, com destaque para o PFGE, é considerada pela literatura
internacional o padrdo ouro pelo seu alto poder discriminatério na identificagdo das
amostras, contribuindo para delinear melhores medidas de prevencgao e controle do
microrganismo nos hospitais (TENOVER et al., 1997).

A andlise da clonalidade das amostras de S. aureus, MRSA e MSSA isoladas
neste trabalho, realizada pela técnica de PFGE revelou grande diversidade de
genodtipos. Em estudo recente sobre a epidemiologia deste microrganismo no
ambiente hospitalar foi relatada situagcdo semelhante (SCHUENCK et al., 2009). Ha
suspeitas de que a ampla variedade de genétipos desse microrganismo encontradas
no nosso estudo e o isolamento de mais de uma linhagem em um mesmo paciente
pode ocorrer facilmente pela disseminacao através do ambiente e das maos dos
profissionais de saude, considerando sua permanéncia por longo tempo na unidade.
Por outro lado, foi evidenciado com o exemplo dos pacientes 2 e 11, 0os quais
encontravam-se colonizados com genoétipos idénticos situagdo onde pode ter
ocorrido aquisicao a partir de fonte comum ou ocorréncia de transmissao cruzada.

A importancia da colonizacao tanto como fator de risco para infeccao quanto
como reservatério no ambiente hospitalar € bem conhecida e nao deve, portanto ser
negligenciada (BABU et al., 2009; CHEN et al., 2010; HARINSTEIN et al., 2011).
Neste estudo verificou-se o mesmo perfil clonal em amostras de colonizagdo e
posteriormente de infeccdo do mesmo paciente como observado nos pacientes 2 e
5.

A diversidade de genétipos das amostras de S. aureus, tanto de MRSA
quanto MSSA em UTI, pode ser indicativo ndo sé da transmissao pelas méos e da
eliminacao através de aerossois provenientes do trato respiratério dos pacientes
internados, mas também de problemas resultantes de deficiéncia na limpeza e

desinfeccdo na unidade. Adicionalmente, ndo pode ser esquecida a pressao
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seletiva, em se tratando de amostras de MRSA, da utilizacdo de antimicrobianos em
quantidade acima da observada em hospitais no hemisfério norte (ROSSI, 2011).
Desta forma, as medidas de prevencao e controle de IHs na unidade deixam a
desejar, sobretudo em aspectos basicos como higiene das méaos e limpeza e
desinfeccdo de superficies havendo necessidade de maior supervisdo e
monitoramento.

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou que seis de onze
isolados de MRSA foram resistentes simultaneamente a seis antibiéticos
(clindamicina, eritromicina, ciprofloxacina, sulfametoxazol-trimetoprim, tetraciclina e
gentamicina) e sensiveis a rifampicina, cloranfenicol e vancomicina. Dos cinco
isolados com diferentes perfis clonais, todos foram sensiveis a rifampicina,
vancomicina e tetraciclina e dois foram sensiveis a gentamicina. A presenca de
multiresisténcia é caracteristica de amostras nosocomiais de MRSA (ROSSI, 2011),
embora possam ocorrer em ambientes extra-hospitalares, e a prevaléncia de um
unico perfil com 0 mesmo padrao de resisténcia aos antibiéticos foi detectada ndo sé
nos hospitais do pais (SCHUENCK et al., 2009), mas em outras regides geograficas,
e estd relacionada a transmissdo horizontal, sobretudo por meio das maos de
profissionais de saude e favorecida pela pressdo seletiva da utilizacdo de
antibioticos (LIN et al., 2007).

Com base em estudos classicos sobre a relacdo genética entre as amostras
de S. aureus, nossos dados sugerem que entre os isolados de MRSA o clone J
provavelmente esta relacionado ao clone endémico brasileiro que ja foi comprovado
estar presente e disseminado no HC-UFU. Os perfis clonais considerados como néo
relacionados detectados na nossa investigagcdo no ano de 2008 principalmente
aqueles associados ao fenotipo MSSA nao foram mais recuperados em 2009 ao
contrario do observado para os perfis relacionados, refletindo uma boa adaptacéo
destes ultimos na nossa unidade.

Analisando cronologicamente as amostras de MRSA dos pacientes 12 e 17,
aquela proveniente de um episddio de PAV no paciente 12 foi isolada cerca de trés
meses antes das amostras com um perfil de restricdo idéntico ao encontrado nas
maos de profissionais de saude, superficie ambiental e PAV relacionada ao paciente
17, evidenciando a longa permanéncia deste clone no ambiente e a sua transmissao
através das maos de profissionais de saude. Desta forma, o presente estudo

mostrou a importancia das técnicas de tipagem molecular na andlise de amostras de
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S. aureus, revelando perfis moleculares idénticos em periodos de tempo diferentes

sugerindo a transmissdo microbiana entre pacientes na UTI.
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6. CONCLUSOES

A mucosa nasal de pacientes adultos criticos apresentou-se colonizada por S.
aureus, predominantemente por amostras sensiveis a oxacilina, que se apresentou
como risco significante pela analise univariada para o desenvolvimento posterior
para PAV, independente se sensivel ou resistente a este antibidtico. A colonizacao
por MRSA foi associada independentemente com traqueostomia quando comparada
com o grupo com MSSA. A taxa de incidéncia por PAVs por S. aureus foi baixa
quando comparada a de bacilos gram-negativos, com predominio de casos por
MSSA.

A presenca do S. aureus na unidade caracterizou-se pela policlonalidade,
com evidéncias diretas de contaminacao do ambiente, de transmissao cruzada e da
relacdo entre pneumonia e colonizacdo prévia da mucosa nasal do paciente por
esse microrganismo. A participacdo da superficie como reservatério potencial para
infeccdo na cadeia epidemioldgica foi evidenciada com clones idénticos de MRSA
isolados de paciente, superficie, mao de profissional de saude e posteriormente,
apos transcurso de aproximadamente trés meses, de um segundo paciente com
PAV, ocupando o mesmo leito. Em sintese, mesmo em condigbes endémicas foi
documentada , reforcando a importancia da utilizacdo de praticas de limpeza e

desinfeccdo adequadas, sobretudo em UTIs.
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8. ANEXOS

Anexo |
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Prof. Dr. Paulo P. Gontijo Filho, membro do Servi¢o de Controle de Infeccdo Hospitalar do
HC-UFU e professor titular de Microbiologia da Universidade Federal de Uberlandia, coordenard a
pesquisa: Importancia do ambiente (Ar e Superficie) e das maos de profissionais de satde na
epidemiologia de infec¢des por ORSA em unidade de terapia intensiva de adultos de um hospital
universitario brasileiro.

Este trabalho tem como objetivo analisar a epidemiologia de estafilococcias por
Staphylococcus aureus em pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva de adultos do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

O paciente abaixo assinado autoriza a coleta de dados demogréficos e clinicos, associados a
colonizagao/infec¢do por Staphylococcus aureus, coletados a partir do meu prontudrio, assim como a
coleta de espécimes na cavidade nasal utilizando swab, amostras de aspirado traqueal de acordo com a
rotina hospitalar, o que ndo acarretara riscos ou beneficios para os pacientes.

Vocé ndo terd nenhum 6nus ou ganho financeiro por participar da pesquisa.

Tenho plena consciéncia e total liberdade para me informar quanto ao resultado da pesquisa,
bem como desistir a qualquer momento do projeto. Os dados serdo discutidos com outros
pesquisadores, mas sem que em nenhum momento haja perda de minha privacidade.

Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com o senhor(a).

Assinatura:

Assinatura do responsavel:

Data: / /

Prof. Dr. Paulo P. Gontijo Filho
Coordenador da Pesquisa

Tel. 3218 2236

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia

Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco J, Campus Santa Monica — Uberlandia -MG,
CEP:38408-100; Fone: 34-32394531
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' Universidade Federal de Uberlandia
Pré-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduagio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jozo Naves de Avila, n°® 2121 - Bloco A — sala 224 - Campus Santa Maénica - Uberlandia-MG -

CEP 38408-144 - FONE/FAX (34) 3239-4131

ANALISE FINAL N° 026/12 DO RELATORIO FINAL PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU:
298/07

Projeto Pesquisa: “Importdncia do ambiente (Ar e Superficie) e das méaos broﬁss:bnais de
saiide na epidemiologia de infecgbes por ORSA em unidade de terapia intensiva de adultos de
um hospital universitario brasileiro”.

Pesquisador Responsavel: Paulo Pinto Gontijo Filho

De acordo com as atribuicdes definidas na Resolucdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovacao do relatério final proposto.

Situagdo: O relatorio final entregue em fevereiro de 2012 ndo apresenta problemas de ética nas
condutas de pesquisa com seres humanos, nos limites da redacdo e da metodologia
apresentadas.

O CEP/UFU lembra que:

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa.

b- poderd, por escolha aleatéria, visitar o pesquisader para conferéncia do relatério e
documentacao pertinente ao projeto.

c- a aprovagéo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU da-se em decorréncia do atendlmento
a Resolucdo 196/96/CNS, nédo implicando na qualidade cientifica do mesmo.

SITUACAO: RELATORIO FINAL APROVADO.

/ LN et e

Uberlandia, 19 de marco de 2012,

/ Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
w,J" Coordenadora do CEP/UFU

Orientagdes ao pesquisador
(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendacgdes)

¢ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a par’tncnpar ou de retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 196/96 - ltem
IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele
assinado (ltem IV.2.d).
» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Iltem
1I1.3.2), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa
(Item V.3) que requeiram acéo imediata.
* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificaco ac CEP e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.
= Eventuais medificages ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do Grupol ou Il
apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o
parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial ( Res. 251/97, item 1ll.2.€). O prazo para entrega
de relatério & de 120 dias ap6s o término da execugio prevista no cronograma do projeto, conforme norma da Res.

196/96 CONEP.
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FICHA INDIVIDUAL (UTI DE ADULTOS - PAYV)
1-Identificacio:

1.1- Ficha n®: 1.2-Prontuério: 1.3-Leito:
1.4- Nome: 1.5- Idade: 1.6- Sexo: F()M ()

2- Data da Internacao:

2.1 — Hospital: 2.2-UTL 2.3- Transferido:
3- Evolucao:
3.1- Alta: 3.2- Morte: 3.3- Transferido:

4- Diagnésticos:

4.1- Doenca de base:
4.2- Diagnostico de admissdo/definitivo:

4.3- Pneumonia: S/N VM: S/N
Escarro purulento: S/N Febre (>38,5°C): S/N Hipotermia(<35°C):S/N
Leucocitose (>10.000): S/N Diagnéstico radioldgico: S/N

4.4- Diagnéstico microbiolégico:

4.5- Outras infec¢des: S/N  Sitio anatémico: Natureza: H/C

5- Fatores de risco:

5.1- Internagdo prévia: S/N 5.2- Trauma: S/N
5.3- Cirurgia: S/N 5.3.1- Qual:
5.4- Nivel de consciéncia (coma): S/N
5.5-Imunocomprometimento: S/N
5.6- Uso prévio de antibidticos: S/N 5.6.1- Quais:
5.7- Uso de procedimento invasivos: S/N

5.7.1- Quais?: CVC, SV, SNG, SNE, Dreno. Outros
5.8- Proétese ventilatoria: Inicio: Fim:

6- Tratamento atual com antibiéticos: S/N

6.1- Quais?:
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