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RESUMO

Foi analisada uma coorte de 155 pacientes idosos (= 65 anos), selecionados através de
estudos de prevaléncia repetidos em Janeiro/1999, Fevereiro/2000 e Outubro/2000. Foram
avaliadas as taxas de infec¢es hospitalares e comunitarias, principais sindromes infecciosas e
os fatores de risco intrinsecos e extrinsecos relacionados, em pacientes adultos e idosos.
Adicionalmente, foram realizadas coletas de materiais clinicos provenientes da narina, boca e
cavidade anal para a pésquisa de Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. Foi realizada
uma vigilincia no laboratério de Microbiologia do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU), de bacteremias hospitalares por esses microrganismos em
pacientes adultos, incluindo os idosos; os isolados foram identiﬁcados em nivel de género e
espécies por testes tradicionais e a resisténcia “in vitro” aos antimicrobianos foi determinada
através dos testes de difusio e dilui¢do em gel. Foi detectada ainda a presenca do gene mecA
e genes van em amostras de MRSA (“Methicillin-resistant Staphylococcus aureus™) e
enterococos, respectivamente, através da técnica multiplex PCR. Os graus de similaridade
genética entre amostras de Enterococcus selecionadas, considerando-se as clinicas/servigos
mais representativas foram analisadas através do PFGE (“Pulsed-field Gel Electrophoresis™).
As taxas de infecgOes hospitalares e comunitarias foram 16,1% e 25,6%, respectivamente,
sem diferencas estatisticas entre adultos e idosos. Quando a andlise estatistica incluiu apenas
os idosos, praticamente todos os fatores de risco considerados foram associados com infecgdo
hospitalar, com destaque para: tempo de hospitalizagio longo, em uso de antibi6tico e de mais
de dois procedimentos invasivos sobressaindo cateter intravascular e cirurgia. Os pacientes
idosos apresentaram uma alta taxa de colonizagio por Staphylococcus aureus (55,6% na
narina € 38,9% no intestino), com 39,0% de resisténcia a oxacilina. A andlise univariada dos

fatores de risco para bacteremias hospitalares por MRSA indicou significincia para os




seguintes: presenca de mais de um diagnostico, paciente cirtirgico, tempo de internagfo, uso
de antibidticos e procedimentos invasivos como sonda vesical e dreno, sem no entanto relagio
de risco com os pacientes com mais de 60 anos. E descrito o primeiro isolado de
Enterococcus faecalis (vanA) em uma paciente com episodio de infecglo cirurgica,
politraumatizada, em uso de vancomicina € cefalosporina de 3° geragfio. Esta amostra
apresentou um perfil de similaridade de aproximadamente 80,0% com um segundo isolado,
sem no entanto, qualquer rela¢dio epidemiolégica quanto ao tempo e clinica de internago. As

demais amostras apresentaram perfis de similaridade clonal variando de 36,0% a 91,0%.




ABSTRACT

Three one-week survey was conducted to determine the prevalence rate of nosocomial
infections in elderly patients (65 years of age or older). We examined nosocomial and
community infections rates and their relationship with intrinsic and extrinsic risk factors in a
Brazilian University Hospital. Additionally, a colonization survey was carried out from their
nares, oropharynx and intestine the presence of Staphylococcus aureus and Enterococcus spp.
Finally, a laboratory surveillance was conducted during the period to detected nosocomial
bacteremias by this 0rganism§ considering adults patients and elderly patients. Isolates were
identified to species level by classical methods and antimicrobial susceptibility by using gel
diffusion and diluition methods. mecA gene and van genes were investigate in MRSA isolates
(“Methicillin- resistant Staphylococcus aureus”) and Enterococcus spp., respectively, by
polymerase chain reaction. The pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) patterns to eleven
Enterococcus isolates recovered in different clinics/services was performed. The overall
prevalence of elderly patients with nosocomial and community infections were 16,1% and
25,6%, respectively without differences when compared with adults patients. On the other
hand, when the elderly group was considered almost all risk factors (use of antibiotics,
invasive devices, surgery and time of hospitalization) were found to be significantly
associated with hospital infection. The colonization rate for Staphylococcus aureus was high
(55,6% in nostril and 38,9% in intestine), with 39% of the isolates oxacillin resistant. Risk
factors to nosocomial bacteremias by MRSA included: more than one diagnostic, surgery,
time of hospitalization, use of antibiotics and devices invasives, but was not related with
advanced age (60 years of age or older). We describe the first isolate of vancomycin-resistant

Enterococcus faecalis (vanA) in a surgical patient, poly-traumatic, vancomycin and 3th




cephalosporins treated. The strain was clonally related as shown by PFGE to another isolate

who was not the same ward and was treated of different time.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infeccdes hospitalares

As infecgdes adquiridas nos hospitais representam uma das principais causas de
morbidade, mortalidade e custos, principalmente na populagdo idosa com mais de 65 anos de
idade (CHAN, 1990; PONCE DE LEON, 1991; HUSSAIN, 1996; GAVAZZI; KRAUSE,
2002).

Atualmente, todos os paises enfrentam o problema do envelhecimento global, mas em
paises em desenvolvimento como o Brasil esse envelhecimento € mais rapido do que o
restante do mundo. As infecgdes nessa populacdo, além de ser mais freqiiente e severa,
também apresentam caracteristicas distintas em relacdo a varios fatores principalmente a sua
apresentacfio clinica, agente etiologico e tratamento (GAVAZZI; KRAUSE, 2002). As razdes
para essa maior susceptibilidade incluem fatores epidemiologicos, imunosenescéncia e mal
nutri¢dio, bem como alteragdes anatémicas e fisiologicas associadas a idade. Assim, o paciente
idoso é mais susceptivel as infeccdes, principalmente em fungfio do declinio da resposta
imune, existéncia freqiiente de doengas cronicas como diabetes Mellitus, permanéncia longa
nos hospitais e uso de antimicrobianos (BEAUJEAN et al., 1997, STRAUSBAUGH, 2001).

Durante a internagfo, o paciente idoso tem maior chance que o jovem de desenvolver
infeccdio hospitalar. Segundo dados do National Nosocomial Infections Surveillance System
(NNIS) do Centro de Controle de Doencas do EUA (CDC), de 337 mil internagdes
hospitalares de pacientes com 15 anos ou mais em hospitais americanos relatadas no periodo
de 1976 a 1988, 34% das altas hospitalares, 46% das infec¢des hospitalares e 54% das mortes
por infec¢do hospitalar ocorrem na populagio com 65 anos ou mais (SMITH, 1989). Nesse

estudo os idosos foram responsaveis por uma taxa desproporcional de infecgSes hospitalares
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(46%) em comparagdio com o percentual de internagGes hospitalares (34%) e em relagio a
populagio de 14 4 59 anos.

Certas infecgbes o mais prevalentes em idosos que em adultos jovens. As mais
comiins incluem aquelas devido 4 bactérias piogénicas, em particular, as infecgdes do trato
urinario, prneumonia, diverticulite, endocardite, bacteremia e infec¢Ges de pele e tecidos
moles, além disso, devido ao uso freqiiente de procedimentos invasivos, o paciente permanece
miais tempo interrado. O tipo de microrganismo encontrado durante uma inféc¢do eéspecifica é
diferernte na bopulag-ao idosa ¢ as mudan¢as na microbiologia podem seér relacionadas a
propria idade ou as co-morbidades associadas. Além disso, hd uma grande diversidade de
patdgenos quando comparado ¢om a populacio adulta (GAVAZZI: KRAUSE, 2002).
bactérias Grani-positivas aumentou significanternente em todo o munido. Um relato recerite do
NNISS indicou que microrganismos Gram-positivos, incluindo SCoN, Staphylococcus aureus
¢ Enterococcus, sio considerados as principais causas (63,0%) de infecges sanguineas
nosocomiais associadas a cateteres (RICHARDS et al., 1999). As infeccdes sanguineds
adquiridas nos hospitais constituem um sério problema de satde e estio associadas com alta
mortalidade e morbidade resultando no aumento dos custos hospitalares (CORREA; PITTET,
2000; KARCHMER, 2000).

A freqiiéricia dessas infecgOes sanguinieas, sua epidemiologia e os microrganismos ém
mudado em paralelo com a evoliigio da medicing, particularmente com a emergéricia de tima
grande populagio de pacientes doentes e imunocomprometidos que freqiientemente dependem
de suportes médicos ¢/ou equipamentos invasivos, sendo que mais de 50,0% dessas infecgdes
sd0 adquiridas no hospital. E estimado que somente nos Estados Unidos tenha cerca de
250.000 episédios de bacteremias hospitalares anualmente e quando essas infecgdes ocorrem
em pacientes de unidades de terapia intensiva, elas sdo associadas como uma taxa de

SISBI/UFU
213780
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mortalidade de 35,0% (KARCHMER, 2000). O principal fator de risco para infec¢des
sanguineas hospitalares € o grupo de cateteres vasculares, sendo que mais de 87,0% dessas
infec¢Bes ocorrem entre aqueles pacientes com cateter vascular central (VINCENT, 2003).

A resisténcia a muitos antibioticos usados no tratamento de infecgOes causadas por
bactérias Gram-positivas tornou-se comum para os isolados associados com infecgGes
sanguineas hospitalares. Em um estudo do SCOPE, 80,0% de 3908 Staphylococcus coagulase
negativos causando essas infecgOes foram resistentes a meticilina e outros antibidticos B-
lactAmicos, assim como o S. aureus com uma porcentagem de 29,0% de 1928 isolados. A
resisténcia a vancomicina foi observada em 18,0% de todos os enterococos (EVANS,
KORTAS, 1996).

O uso indiscriminado e intensivo de antimicrobianos nas tltimas décadas, levou a uma
situagdo em que grande porcentagem dqs microrganismos causadores de infec¢des
hospitalares apresentam resisténcia aos mesmos, diminuindo, de forma rapida e significativa,
a possibilidade do seu emprego terapéutico, além disso, novos modelos epidemiolégicos foi
descrito para microrganismos hospitalares multiresistentes. Os antimicrobianos esto entre as
drogas mais utilizadas em todo o mundo, particularmente em paises como o Brasil onde
40,0% a 50,0% dos pacientes internados estio em uso destes medicamentos (MARANGONI;
VIEIRA, 1987; KUNIN, 1993; NOGUEIRA, GONTLJO FILHO, 1995; McGOWAN, 2000).

Os hospitais brasileiros sofrem da falta cronica de recursos humanos e financeiros,
laboratorios, programas de controle de infecgfio, € como conseqiiéncia disso, os pacientes
estdo sujeitos a maior risco de adquirir infec¢Ges hospitalares (PONCE DE LEON, 1991;
TRINDADE, BORGES, GONTUO FILHO, 1997; GASTMEIER et al, 1998),
principalmente se a populagfio é mais susceptivel como a de idosos (EMORI et al., 1991;

GAVAZZI; KRAUSE, 2002).
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A vigilancia epidemiol6gica constitui uma das principais medidas de controle de
infecglio. O impacto de programas de vigildncia na incidéncia de infecgBes sanguineas
adquiridas no hospital precisam ser implementadas, bem como avaliagio do seu custo-
beneficio tanto para o paciente quanto para a institui¢io (CORREA; PITTET, 2000).

Os principais patogenos relacionados com infecgdes nosocomiais incluem:
Enterococcus resistente 4 vancomicina (VRE — “Vancomycin Resistant Enterococci”),
Staphylococcus aureus resistente a meticilipa (MRSA - “Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus™) e Staphylococcus coagulase negativos (SCoN), entre os cocos Gram
positivos; e aqueles pertencentes 4 familia Enterobacteriaceae e bactérias nfio fermentadoras
como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia e

Burkholderia cepacia, entre os bacilos Gram Negativos (MOELLERING, 1998).

1.2 Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus possui 32 espécies, dentre as quais, quinze fazem parte da
microbiota normal do homem, sendo o Staphylococcus aureus a espécie coagulase-positiva de
maior importancia clinica (KLOOS; BANNERMAN, 1995). O Staphylococcus aureus no
individuo sadio, é considerado um microrganismo comensal das narinas anteriores, pele
Umida, boca e intestino. Essa espécie apresenta propriedades que lhe permite uma rdpida
colonizagfio e posterior invasio através de pequenas lesdes na pele e mucosas. (KLOOS,
BANNERMAN, 1995).

Nas qltimas décadas, o MRSA tornou-se rapidamente um problema clinico e
epidemiol6gico nos EUA (BOYCE; CAUSEY, 1982), sendo freqiiente em hospitais terciarios
€ naqueles ligados ao ensino universitirio (BOYCE, 1989; BOYCE, 1994). Em pacientes

hospitalizados, a infecgdo ou colonizagdo por esse tipo de microrganismo constitui um sério
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problema, uma vez que se trata de um microrganismo resistente 4 maioria dos
antimicrobianos usualmente disponiveis para o tratamento de estafilococcias, tais como: -
lactdmicos, aminoglicosideos, macrolideos, linconsamina e quinolonas (GONCALVES et al.,
1987). Esta resisténcia ocorre gragas a presenga de uma proteina ligadora de penicilina (PBP —
“Protein Binding Penicillin”), de baixa afinidade para os -lactdmicos, chamada de PBP 2’ ou
PBP 2,, presente na membrana plasmatica e codificada pelo gene cromossdmico mecA
(CHAMBERS, 1988; HACKBARTH; CHAMBERS, 1989). Além deste mecanismo de
resisténcia, a inativagdo por B-lactamases e a produgdo de PBPs modificadas (MOD-SA),
podem coexistir e até tornar-se interativos (DeLANCASTRE et al., 1991). Hiramatsu et al.
(1998) descreveram o primeiro caso de MRSA com reduzida sensibilidade & vancomicina
(Concentragio Minima Inibitoria = 8pg/ml).

No Brasil, estima-se que a prevaléncia de amostras de MRSA seja alta, principalmente
em hospitais de grande porte e/ou de ensino. Um estudo realizado no Hospital Sao Paulo da
Escola Paulista de Medicina mostra que esta prevaléncia é superior a 50,0% (WEY et al.,
1990).

O surgimento de amostras de S. aureus multiresistentes nas ultimas décadas foi
relacionado com a pressdo seletiva exercida por esses antimicrobianos e esta resisténcia
proporciona, as amostras de MRSA, uma vantagem seletiva para colonizagiio e infecgiio
hospitalar (STRUELLENS et al., 1992; SHLAES et al., 1997). Se um aumento na incidéncia
de MRSA ¢ detectado em uma dada institui¢do, é importante determinar se ¢ devido a
transmissdo de uma tUnica linhagem ou de diferentes linhagens, epidemiologicamente nio
relacionadas, para que medidas adequadas de controle sejam tomadas. Assim, os sistemas de
tipagem molecular para diferenciagfio entre amostras epidémicas ou endémicas de MRSA sdo

valorosos instrumentos para o epidemiologista e o clinico (MULLIGAN; ARBEIT, 1991).
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O risco de infecgdo por MRSA estd associado principalmente aos fatores de riscos
extrinsecos com destaque para cirurgias, procedimentos invasivos e¢ uso de antibidticos
(NNISS, 1991). A internagdio em hospitais tercidrios e universitirios constitui outro risco
como foi referido anteriormente, assim como a velhice “per si” e por estar ligada a
internagdes mais longas (BOYCE, 1992;YOSHIKAWA, 1997; YOSHIKAWA, 2000).

Entretanto, as infec¢des causadas por SCoN sdo usualmente devidas  presenca de
dispositivos invasivos € o seu papel como um patégeno significante em sepse, infecgfio de
sitio cirirgico estd bem estabelecido. Além disso, uma propor¢fo ainda maior de isolados
nosocomiais de SCoN do que de S. aureus € resistente a multiplos antimicrobianos
(CHAMBERS, 2001). Dependendo da capacidade de multiplicagdio da bactéria e de sua
adesdo as células ou 4 superficie de procedimentos invasivos presentes no corpo do paciente,
bem como de falhas do sistema imunolégico do paciente e fatores de viruléncia dos
fnicrorganismos, podem ocorrer patoiogias graves (KLOOS; BANNERMAN, 1995). Alguns

desses fatores justificam o fato de que a maioria das infecgdes causadas por SCoN esteja

,associada a hospitalizagfio. Nos dltimos anos, algumas espécies de SCoN com destaque para

Staphylococcus epidermidis, foram incriminadas como patdgenos oportunistas importantes
causando, inclusive, surtos de infecgdes hospitalares (KAMATH et al., 1992).

Dados relativamente recentes demonstram que os SCoN estdo entre 0s cinco
patdgenos mais freqiientes de infecgdes hospitalares (9-10% dos casos) enquanto o S. aureus
€ causa de 10,1% dos casos (KLOOS; BANNERMAN, 1995). No Brasil, os estafilococos,
tanto o S. aureus como o S. epidermidis, mostram-se resistentes a penicilina G, ampicilina e
amoxacilina em mais de 70,0% das cepas isoladas, seja em ambiente hospitalar ou na
comunidade, nfio sendo mais indicado o uso destes antimicrobianos em infec¢Ges, mesmo que
benignas ou de natureza extra-hospitalar (COSTA et al., 1994). Além disso, estes

microrganismos apresentam elevado indice de resisténcia a meticilina/oxacilina e
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cefalosporinas no meio hospitalar, repetindo-se o observado em outros paises. Relatos de
hospitais em diferentes regides brasileiras demonstram freqiiéncias de 30,0% a 100,0% de S.
aureus resistentes a oxacilina (COSTA et al., 1994; FARIAS et al., 1997; PFALLER et al.,
1999).

Além da importdncia como causa de infeceBes endémicas, 0 MRSA estd entre 0s
patégenos mais associados a surtos hospitalares, nos quais o principal modo de transmissio €
através das maos de profissionais de saide (VAN OGTROP, 1997). Enquanto nos EUA e
demais paises do hemisfério norte o estudo dos surtos tem propiciado melbor conhecimento
da epidemiologia das infeccdes hospitalares. No Brasil, eles caracterizam-se pelo
desconhecimento ou publicidade exagerada, que contribui de forma extremamente negativa
para 0 bom funcionamento das institui¢des hospitalares.

No estudo de surtos, um dos itens mais importantes é a caracterizagiio da amostra
epidémica, que pode ser feita através da avaliagdo das caracteristicas fenotipicas e
genotipicas, estas ultimas merecendo mais aten¢do em fungiio de propriedades tais como
reprodutibilidade e poder discriminatério (MASLOW; MULLIGAN; ARBEIT, 1993;

MASLOW; MULLIGAN, 1996).

1.2.1 Pesquisa dos genes mecA e mupA

E muito importante detectar genes de resisténcia para avaliar a multiresisténcia de
amostras de S. aqureus, Visto que a regiio mecA, ou proximo dela, localizam-se genes de
resisténcia para outros antibi6ticos. Além disso, a identifica¢fio de amostras mecA negativas
em pacientes hospitalizados, podem reduzir os gastos hospitalares com antibi6ticos e
promover o uso mais racional destes medicamentos (PRADE, 1995%). A reag¢io de polimerase

em cadeia (PCR — “Polymerase Chain Reaction™) ¢ um processo que foi descrito por Mullis;




Faloona (1987) e que permite a amplificagio de uma seqiiéncia alvo de material genético num
nimero ilimitado de copias, sendo amplamente empregada nos dias atuais. Os ciclos
reacionais geralmente empregados consistem de uma fase inicial de aquecimento (96°C), que
promovera a separa¢do das duas fitas de DNA. Em seguida, a temperatura é reduzida a 52°C
para que ocorra a hibridizaco das seqiiéncias iniciadoras (do inglés “primers”) na fita
“molde” e depois elevada novamente a 72°C para que a enzima DNA polimerase possa atuar
promovendo a adi¢io das bases nitrogenadas quando da extensdo (MULLIS, 1990a;
MULLIS, 1990b).

Uma modificagdo dessa técnica, denominada multiplex PCR, consiste na amplificagfo
simultidnea de duas ou mais seqiiéncias alvo unicas, numa mesma amostra, permitindo, no
caso de S. aureus, detectar os genes de resisténcia a meticilina e mupirocina (PODLORSKT;
PERSING, 1995). Na maioria das vezes, esse ensaio apresenta um conjunto de “primers” que
funcionam como um controle interno da reag@io de PCR e outro para a seqiiéncia que estd
sendo pesquisada. Assim, 0 controle interno pode ser representado pela amplificagdo do gene
16S rRNA, regifio muito conservada em bactéria, exclusiva do género Staphylococcus, e as

seqiiéncias pesquisadas sdo os genes mecA e mupA.

1.3 Enterococcus spp.

Outro grupo de microrganismos de grande importancia hospitalar € o dos enterococos,
devido as suas caracteristicas peculiares frente a outros microrganismos, como sua resisténcia
4 maioria dos antimicrobianos e as implica¢des clinicas no tratamento de infecgdes graves
causadas por amostras que apresentam resisténcia aos B-lactimicos, aminoglicosideos e/ou
glicopeptideos, além do risco potencial de transferéncia de genes de resisténcia a patégenos

mais virulentos como MRSA (MURRAY, 1990).
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Noble et al. (1992) demonstraram que a resisténcia & vancomicina (fen6tipo VanA)
pode ser transferida “in vitro” de Enterococcus faecalis para MRSA. Esta possibilidade
tornou o controle de VRE uma alta prioridade, pois a impossibilidade do emprego deste
glicopeptideo no tratamento de infec¢des por MRSA, microrganismo mais virulento,
resultaria em problema muito grave (MONTECLAVO et al., 1995).

Os enterococos fazem parte da microbiota da mucosa do c6lon e vagina de humanos,
além do trato intestinal de aves e animais (GORDTS et al., 1995; BALDY, 1997). Entretanto,
podem causar infecgdes quando introduzidos no tecido subcutineo, sendo que Enferococcus
Jaecalis e Enterococcus faecium s3o as duas espécies hospitalares mais importantes,
responsaveis por 80,0%-90,0% e 5,0%-15,0% das infec¢Oes enterococicas, respectivamente
(MURRAY, 1990; NEU, 1992; KARANFIL et al., 1996; BATES, 1997).

Um esquema simplificado para a identificagfio de espécies de enterococos foi proposto
em 1989, por Facklam e Collins, ao definirem “provas chave” para a divisdo em grupos
fisiolégicos, que incluiram a hidrélise da arginina e a fermentagdo de alguns carboidratos
como manitol, sorbitol e sorbose. Com o passar dos anos, foi proposta a inclusdo de testes
suplementares para auxiliar na diferenciagdo entre as espécies de enterococos e de
microrganismos relacionados (FACKLAM; SAHM, 1995; DEVRIESE et al., 1996;
CARVALHO; TEIXEIRA; FACKLAM, 1998; FACKLAM; SAHM; TEIXEIRA, 1999).

A emergéncia de VRE mereceu muita aten¢do, uma vez que esta caracteristica esta
associada a resisténcia a outros antimicrobianos e reduz as op¢des terapéuticas para infecgdes
enterocOcicas que ja sdo limitadas (MOELLERING, 1992; WEINSTEIN et al., 1996;
CEREDA et al., 1997; LECLEREQ, CURVALIN, 1997). Os portadores de VRE variam com
a localidade e natureza dos hospitais. Nos EUA, as taxas oscilam de 8,0% em pacientes de
alto risco a 17,0% em Unidades de Terapia Intensiva naqueles assintomaticos (WEBER;

RUTALA, 1997). Embora a presenca destes microrganismos fosse relatada inicialmente no
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Reino Unido e Franga, a sua incidéncia permanece baixa (<2,0%) na Europa (JACOBY,
1996). Entretanto, Jordens et al. (1994), relataram uma freqiiéncia de 15,0% de pacientes
colonizados, quando de um surto por VRE (BOYCE et al., 1994b).

As infecgdes adquiridas na comunidade por VRE sfio extremamente raras (BATES,
1997). Estudos realizados na Alemanha (KLLARE et al., 1995) e Reino Unido (Jordens et al.,
1994) relatam taxas de 12% e 2%, respectivamente, de pacientes assintomaticos colonizados
com VRE no trato intestinal. No entanto, Enterococcus faecium resistente a vancomicina foi
encontrado nas fezes de varios animais como porcos € aves domésticas, na Europa, onde o uso
de avoparcina (glicopeptideo) como promotor de crescimento adicionado as ra¢des € pratica
comum em alguns paises (BATES, 1997). A utilizacio desse antibi6tico particularmente em
granjas e a de vancomicina nos hospitais tém sido responsabilizados pelo aparecimento de
amostras resistentes de enterococos (BATES, 1997).

A resisténcia desses microrganismos aos antimicrobianos pode ser intrinseca,
incluindo os dois grupos de drogas utilizadas na terapia de infec¢es enterocdcicas: os B-
lactamicos e os aminoglicosideos, decorrente da baixa afinidade pelas PBPs, principalmente a
PBPS5, no caso dos B-lactimicos (NEUMANN; SHAM; THORNSBERRY, 1991). A
ocorréncia de enterococos com plasmideos contendo genes que sdo responsaveis pela
producfio de B-lactamases nfio é comum, mas ha expectativa quanto ao seu aumento (BATES,
1997). Entretanto, as amostras que carreiam genes que expressam niveis elevados de
resisténcia aos aminoglicosideos, s3o usualmente isoladas de infecgOes nosocomiaié
(WOODFORD et al., 1993), da microbiota normal de humanos e encontram-se amplamente
distribuidos no meio ambiente (BATES, 1997). Segundo Stern e colaboradores (1994), 33,0%
das amostras de enterococos isoladas no Brasil apresentam esse tipo de resisténcia.
Posteriormente, Merquior, Netz ¢ Teixeira (1997), em estudo realizado no Rio de Janeiro no

periodo de 1995-1996, relataram uma freqiiéncia de 55,0% de resisténcia entre as amostras




analisadas. A presenga desta resisténcia a niveis altos de gentamicina enterococos elimina o

sinergismo bactericida deste aminoglicosideo quando associado a ampicilina. Embora os

enterococos sejam relativamente resistentes aos aminoglicosideos, a sua combinagiio com

penicilina, ampicilina ou um glicopeptideo € sinérgica (GRAY; PEDLER, 1992; LOUIE et

al., 1992).

A defini¢fio de resisténcia & vancomicina em enterococos tem tido modificagdes, a

medida que mais se estuda seus mecanismos genéticos € o significado clinico da resisténcia.

Existem seis fenétipos de resisténcia aos glicopeptideos em enterococos:

Fenétipo VanA: caracteriza-se pela alta resisténcia 4 vancomicina (CIMs 2> 64 pg/ml)
moderada a alta resisténcia a teicoplanina (CIMs > 16 pg/mlL), sendo esta alta resisténcia
mediada por um transposon, Tn/346 que contém os grupamentos génicos (vanR, vanS,
vanH, vanA, vanX, van¥Y e vanZ) (LU et al., 2001).

Fenétipo VanB: niveis altos de resisténcia induzida para vancomicina (CIMs 32 a 64
pg/ml), permanecendo susceptivel a teicoplanina. A resisténcia € conferida pelo
transposon Tn/547 que apresenta uma associacdo de genes (vanRg, vanSg; vanW, vanHp,
vanB e vanXp) (LEE et al., 2001; LU et al., 2001).

Fenétipo VanC: baixo nivel de resisténcia & vancomicina (CIMs 4 a 32 ug/mL) e
susceptibilidade a teicoplanina, sendo esta uma propriedade de espécies como E.
gallinarum, que apresentam genes espécie-especificos como vanC-1 e vanC-2. O gene
vanC-3 foi descrito em E. flavescens (WOODFORD, 1998).

Fenétipo VanD: caracterizado por resisténcia constitutiva para vancomicina (CIMs > 64
ug/mL) e susceptibilidade para teicoplanina (CIM=4 pg/mL) e ¢ indistinguivel do VanB
pelos testes de susceptibilidade. Foi relatado em quatro amostras de E. faecium, sendo
duas isoladas nos Estados Unidos (OSTROWSKY et al., 1999), uma no Canada (BOYD

et al., 2000) e uma no Brasil (DALLA COSTA et al., 2000).
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« Fenétipo VanE: relatado em uma amostra de E. faecalis com CIM de 16 pg/mL para
vancomicina ¢ 0,5 ug/mL para teicoplanina, apresenta 0 gene vank, nfo é transferivel e
pode ser induzido pela presenca de vancomicina (FINES et al., 1999).

» Fenotipo VanG: descrito recentemente em uma amostra de E. faecalis com nivel
moderado de resisténcia a vancomicina (CIM 16 pg/mL) e sensibilidade a teicoplanina
(McKESSAR et al., 2000).

Atualmente, o aumento da prevaléncia de amostras resistentes 4 vancomicina foi
destacado no relatério do National Nosocomial Infections Surveillance (CDC, Atlanta, GA,
EUA, apud Archibald et al., 1997) que indicou um percentual de 10,0% na prevaléncia de
amostras de VRE em infecgdes nosocomiais ocorridas em centros de terapia intensiva.

A freqiiéncia de determinados fen6tipos de resisténcia, epidemiologicamente
importantes como MRSA e VRE sfo extremamente varidveis entre os paises, regides,
hospitais e unidades hospitalares. Alguns microrganismos como MRSA apresentam-se
amplamente difundidas em todo o mundo (TAVARES, 2000).

Dukta-Malen et al. (1995) desenvolveram um teste de PCR que permitia a detecgfio
simultinea do gendtipo de resisténcia a glicopeptideos (vand, vanB, vanCl e vanC2) e a
identificagdio em nivel de espécie clinicamente importantes de enterococos. A técnica mostrou
ser uma alternativa rapida e especifica na detec¢do de resisiéncia a glicopeptideos em

enterococos, assim como a técnica de multiplex PCR (PATEL et al., 1997).

1.4 Tipagem epidemiolégica

Um pré-requisito para o sucesso de uma investigagio epidemioldgica ¢ um indicador

seguro da relagio entre 0s microrganismos isolados, ou seja, um esquema de tipagem

adequado que envolve técnicas classicas (fenotipicas) e moleculares (TOMPKINS;
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FALKOW, 1992). O antibiograma, embora muito simples e de custo baixo, nfio pode ser
usado como o unico método de tipagem para esses microrganismos (PODLORSKY;
PERSING, 1995). Entretanto, apresenta um pequeno poder discriminatério, particularmente
nas condicBes dos hospitais brasileiros, onde predominam bactérias multiresistentes. No
entanto, a determinagfio da presenga e, sobretudo das freqiiéncias de fendtipos como MRSA e
VRE siio extremamente importantes do ponto de vista epidemioldgico (MASLOW,
MULLIGAN, 1996). As técnicas genotipicas, de uma maneira geral, apresentam alta
tipabilidade, reprodutibilidade e poder discriminatorio das linhagens bacterianas, mas sio
impraticdveis na maioria dos laboratérios de microbiologia clinica (TOMPKINS; FALKOW,
1992).

Técnicas classicas de tipagem epidemiolégica de cepas de estafilococos resistentes a
oxacilina, como antibiograma e fagotipagem tem sido utilizadas para diferenciar as amostras
hospitalares (ARAJ et al., 1999; MARTINEAU et al., 2000). Entretanto, elas apresentam pouco
poder discriminatdrio limitando o seu uso. O grande impacto na tipagem epidemiologica de
patdgenos hospitalares decorreu da utilizagdo de técnicas baseadas na analise de DNA como
“DNA fingerprinting” em resultado de sua reprodutibilidade e poder discriminatério. Entre as
mesmas a técnica de eletroforese em campo pulsado (da sigla em inglés: PFGE), é
considerada atualmente a mais adequada para esta andlise, incluindo para amostras de MRSA
e VRE (GOERING, 1993; JORGENSEN; PEGLER; FUNNELL, 1993; BRANCHINI et al.,
1993; PFALLER, HOLLIS, SADER, 1994; TENOVER; ARBEIT; GOERING, 1997). Um
outro aspecto que deve ser considerado € que a tipagem das amostras pelos métodos
moleculares ¢é 1itil na investiga¢@o de surtos causados por uma diversidade de microrganismos,
incluindo bactérias Gram-positivas € Gram-negativas (TENOVER et al., 1994; TENOVER,

ARBEIT, GOERING, 1997; WELLER, 2000).
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2 JUSTIFICATIVAS

Estudos voltados para a epidemiologia de infecgdes hospitalares em idosos por
microrganismos resistentes epidemiologicamente importantes, como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp. e Enterococcus sdo raros, dificeis de serem realizados e extremamente
necessarios no mundo e no Pais. Isto € recomendado pelas agéncias de fomento e pesquisa
que incluem como prioritarios 0s projetos relacionados com a epidemiologia, biologia e
controle de doengas infecciosas € parasitdrias.

A existéncia de um Servigo de Controle de Infecgdo Hospitalar atuante no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, que tem boa intera¢iio com o Laboratério de
Microbiologia da Area de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia facilmente estimula a
realizacdo do estudo proposto.

A auséncia de dados nacionais e a colaborag@o com profissionais da saide do Hospital e
de pesquisadores de outras Universidades fazem desta proposta um desafio na realizagio de
uma investigagfio abrangente e de qualidade.

A escolha da técnica do PFGE para caracterizar os clones de MRSA e de Enterococcus,
deve-se a caracteristicas inerentes a esta metodologia, como o alto poder discriminatério,

apresentando-se superior a varias outras metodologias.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLA
BIBLIOTECA HOw
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3 OBJETIVOS

Avaliar a prevaléncia e 0s aspectos relativos as infecgdes hospitalares (taxa de prevaléncia
de infecgfio hospitalar, fatores de risco, mortalidade, etc.) em pacientes idosos internados
no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), incluindo sua
relacfio com pacientes adultos;

Determinar a freqiiéncia de microrganismos multiresistentes, epidemiologicamente
importantes (Staphylococcus aureus € Enterococcus spp.), colonizando pacientes idosos
internados no HC-UFU;

Analisar os aspectos epidemioldgicos de bacteremias hospitalares por MRSA e MSSA,
em pacientes adultos incluindo os idosos;

Definir a participagdo de Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium nas infecgdes
enterocdcicas;

Avaliar as taxas de resisténcia a niveis altos de ampicilina e aminoglicpsideos
(gentamicina e estreptomicina), bem como a expressdo da enzima B-lactamase;
Estabelecer relagdes clonais (padrio genético predominante) entre as bactérias isoladas de

pacientes infectados, especialmente em pacientes idosos, em fung¢fo de tempo e espago.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Hospital

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia é um hospital de

ensino, com cerca de 450 leitos, que oferece nivel terciario de atendimento.

4.2 Desenho do estudo

Foram realizados trés estudos repetidos de prevaléncia de infecgdes hospitalares no
periodo de Janeiro/1999, Fevereiro/2000 ¢ Outubro 2000, entre os pacientes idosos (idade
igual ou superior a 65 anos), internados no HC-UFU. Os pacientes internados nos corredores
do Pronto Socorro ndo foram incluidos na casuistica. No sistema de vigilincia via enfermaria
descrito abaixo, os espécimes clinicos obtidos de intestino e boca (para o isolamento de
amostras de enterococos) e intestino e narina (para o isolamento de amostras de estafilococos)
foram coletados com “swab” e transportados ao Laboratério de Microbiologia da

Universidade em tubos com solugfio fisiologica (NaCl 0,85%) para prevenir a dessecagio.

4.3 Definicées de vigilincia

As defini¢des de infecgdes hospitalares foram aquelas recomendadas pelo “Centers for
Diseases Control” (CDC, 1995). Assim, Infec¢fio Hospitalar € aquela que nfo esta presente ou
em incubagfio no momento da admiss3o no hospital e que se manifeste durante a internacfio

ou apds alta, quando puder ser relacionada com a internagio ou procedimentos hospitalares.
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A vigilancia epidemiolégica hospitalar foi realizada por método ativo, utilizando-se os

dois sistemas descritos a seguir:

4.3.1 Vigilancia através da busca de pacientes

Os pacientes incluidos no estudo foram aqueles com idade igual ou superior a 65 anos
internados no HC-UFU. Uma ficha individual (ANEXO A) foi preenchida levando-se em
consideracdo os seguintes fatores: caracteristicas demogréficas, clinicas, fatores de risco
intrinsecos e extrinsecos, uso de antimicrobianos, tempo de internagio, uso de procedimentos
invasivos e presenga de infec¢do hospitalar. Espécimes clinicos de narina e intestino foram

coletados dos pacientes incluidos no estudo, para a detec¢io de S. aureus € Enterococcus spp.

4.3.2 Vigilincia laboratorial

Durante o periodo de estudo, foram realizadas visitas regulares ao laboratério de
Microbiologia do HC-UFU para a obtengdo de amostras de Staphylococcus aureus
provenientes de bacteremias hospitalares e Enterococcus spp. de vdrios sitios de infecgio de
pacientes adultos, incluindo idosos. As amostras foram subcultivadas para os testes de
resisténcia, moleculares e confirmagio da espécie. Uma ficha individual foi preenchida com

0s dados de cada paciente como no item anterior.
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4.4 Cultura

Os espécimes foram previamente subcultivados em Agar Manitol Salgado contendo
6pg/ml. de oxacilina (para MRSA) e Agar Bile Esculina sem e com vancomicina na

concentracdo de 6pg/ml.

4.5 Identifica¢io das amostras bacterianas

4.5.1 Staphylococcus spp.

Para identificagio de microrganismos do género Staphylococcus foram utilizados:
fermentagiio do manitol, morfologia celular através de caracteristicas observadas na coloragiio
de Gram, produgiio de catalase, DNAse, presenca de coagulase e deteccio do gene coa e

16StRNA de estafilococos.

4.5.2 Enterococcus spp.

A caracterizagio fisioldgica, em nivel de género e espécie de enterococos, seguiu as
recomendagdes de Facklam e Sahm (1995). Para tal, foram empregados os seguintes testes:
observagio das caracteristicas morfotinturiais pelo método de Gram, produgdo de catalase,
toleréincia a 6,5% de NaCl, hidrolise da esculina, 2-pirrolidonil B-nafitilamida (PYR — Sigma,
EUA), produgiio de arginina descarboxilase, utilizago do piruvato de sédio e produgio de
acidos a partir de L-arabinose, lactose, D-sorbitol e D-sorbose.

Como controle foram utilizadas amostras padrdes de Enterococcus faecalis — ATCC

29212 e Enterococcus faecium —~ ATCC 12805, gentilmente cedidas pela professora Liicia M.
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Teixeira da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). A Tabela 1 mostra as
caracteristicas fenotipicas atualmente utilizadas na identificagio das espécies do género

Enterococcus.
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TABELA 1. Caracteristicas fenotipicas utilizadas para a identificacdo das espécies de
Enterococcus e géneros relacionados *

Testes Bioquimicos

Espécies MAN SOR ARG ARA SBL RAF TEL MOT PIG SUC PIR MGP EFRO
Grupo I

E. avium + + - + + - - - - + + + R
E. malodoratus + + - - + + - - - + + - S
E. raffinosus + + - + + + - - - + + + R
E. pseudoavium + + - - + - - - - + + + R
E. saccharolyticus + + - - + + - - - + - + R
Grupo IT

E. faecalis +* - +* - + - + - - 4 + b
Lactococcus ssp + - + - - - - - - v - -

E. faecium +* - + + \% v - - - 4 - - S
E. casseliflavus + - +% + \Y% + _* +* +* + - + R
E. mundtii + - + + v + - - + + - - S
E. gallinarum +* - 4+ + - + - +* - + - + R
Grupo III

E. durans - - + - - - - - - - - - S
E. hirae - - + - - + - - - + - - S
E. dispar - - + - - + - - - + + + R
Grupo IV

E. sulfureus - - - - - + - - + + - + R
E. cecorum - - - - + + - - - + + - R
GrupoV

E. columbae + - - + + + - - - + + - R
Vagococcus + - - - + - - + - + - + R
fluvialis

* MAN, manitol; SOR, sorbose; ARG, arginina; ARA, arabinose, SBL, sorbitol; RAF, rafinose; TEL, telurito a 0,04%; MOT,
motilidade; PIG, pigmento; SUC, sucrose; PIR, piruvato; MGP, metil-a-glicopiranosida; EFRO, disco de efrotomicina (100
Hg); + >90% positivo; -, <10% positivo; v, varidvel; *, excegdes ocasionais (<3% das cepas apresentam reagdes
discordantes); R, resistente; S, sensivel (FACKLAM; SAHM; TEIXEIRA, 1999).
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4.6 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos

4.6.1 Teste de difusio em gel

Todas as amostras foram submetidas a avaliagio frente a antimicrobianos testados para
cada grupo de microrganismos, seguindo-se a metodologia do ‘“National Committee for
Clinical for Laboratory standards” (NCCLS, 2000%). Foram subcultivadas em TSA
(“Tripticase Soy Agar™) e incubadas por 24 horas. Cerca de trés a cinco coldnias foram
semeadas em caldo TSB (“Tripticase Soy Broth™) e incubadas a 37°C até atingir turvagfio
correspondente ao tubo 0,5 da escala MacFarland (1-2 x 10° Unidades Formadoras de
Coldnias por mililitro — UFC/mL) e semeadas com “swab” na superficie do agar Mueller-

Hinton. Foram utilizados os seguintes discos de antimicrobianos:

Staphylococcus aureus: rifampicina (Spg), cefiriaxona (30pg), clindamicina (2pg), cefalotina
30ug), tetraciclina 30pg), sulfametoxazol-trimetoprima (25ug), ampicilina (10pg), cefoxitina
(30ug), ciprofloxacina (5pg), gentamicina (10pg), vancomicina (30pug), cloranfenicol (30pg),
imipenem (10pg), eritromicina (15pg), amicacina (30pug) e oxacilina (1pg).

Foi utilizada como controle a amostra padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Enterococcus spp.: ampicilina (10pg), clindamicina (2pug), cloranfenicol (30pg), eritromicina
(15pg), norfloxacina (10pg), penicilina (10pg), sulfametoxazol-trimetoprim  (25pg),
tetraciclina (30pg) e vancomicina (30ug).

Foi utilizada como controle a amostra padrdo de Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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4.6.2 Teste da concentracio minima inibitéria

O teste foi realizado utilizando-se a técnica recomendada pelo NCCLS (NCCLS,
2000b), utilizando-se o agar Mueller-Hinton e inéculos padronizados (1-2 x 10% UFC/mL),
frente a diferentes concentragdes de antibi6ticos. Foi inoculado um volume de SpuL de uma
suspensdo bacteriana padronizada segundo a escala 0,5 MacFarland (5 x 10° UFC/mL), com
auxilio de um inoculador do tipo “Steers”, na superficie das placas, adicionadas das seguintes
concentragdes de antimicrobianos:

Staphylococcus aureus: oxacilina (0,125-1024 pg/mL);

Enterococcus spp.: vancomicina (0,125-128 pg/mL).

4.6.3 Teste de triagem para deteccio de resisténcia A oxacilina e a niveis elevados de

antimicrobianos

Staphylococcus aureus:

As amostras de estafilococos identificadas foram submetidas ao cultivo em Agar
Mueller-Hinton com 6pg/mL de oxacilina acrescido de 4% de NaCL para detecgio de
amostras resistentes a oxacilina de acordo com o NCCLS (2000b). Foi inoculado um volume

de 5 pL (5 x 10° UFC/mL) com aplicador de “Steers”.

Enterococcus spp-

Foi utilizada a técnica de triagem em 4gar, segundo as recomendagdes do NCCLS

(2000b). Os antibioticos utilizados foram: gentamicina (500pug/mL), estreptomicina
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(1000pug/mL) e ampicilina (16pg/mL). Os inculos bacterianos foram preparados em caldo
“BHI” (‘Brain Heart Infusion™), a partir do crescimento das amostras em BHI, por 18 a 24
horas, a 35°C, de forma a obter uma turvagdo equivalente a escala de 0,5 de McFarland. As
suspensdes bacterianas foram, entfio, distribuidas em um multi-inoculador do tipo “Steers” e
aplicadas na superficie dos meios. Meios de cultura sem a adi¢do dos antimicrobianos foram
utilizados como controle de crescimento bacteriano.

Foram utilizadas como controles amostras padrdo: Enterococcus faecalis CL-445
(com HLR para gentamicina), Enterococcus faecium CL-240 (com HLR para estreptomicina
¢ ampicilina) e Enterococcus faecalis ATCC 29212 (susceptivel & ampicilina, gentamicina e

estreptomicina).
4.7 Pesquisa da enzima B-lactamase

A pesquisa da enzima (-lactamase foi realizada para as espécies de Enterococcus
Jaecalis, Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus utilizando o reagente Nitrocefina
(Oxoid-Hampshire, Inglaterra).

Nitrocefina é uma cefalosporina cromogénica € esse composto exibe uma alteragio de
cor rapida e distinta do amarelo para vermelho quando a liga¢do amida do anel $-lactimico €
hidrolizada por uma B-lactamase. Sio sensiveis & hidrélise por B-lactamases produzidas pelas
bactérias Gram-positivas.

O conteudo do frasco de nitrocefina liofilizada foi reconstituido conforme
recomendagfio do fabricante, adicionando-se o conteido a um composto de reidratagdo,
tampdo fosfato e dimetilsulfoxido. Foi obtida uma solugdo de 500 pg/mL. Posteriormente, foi
adicionada uma gota da solugfio de nitrocefina (8p1L) em uma placa de vidro limpa e seca. As

bactérias foram cultivadas em placas de agar sangue por 18 h a 35°C ¢ com uma alca de
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semeadura esterilizada, uma coldnia foi dissolvida na gota de nitrocefina. O resultado foi
considerado positivo, quando ocorreu mudanga da cor de amarelo para vermetho em 30

minutos.

4.8 Métodos de tipagem molecular

4.8.1 Detecgio do gene mecA e mupA e 16S rRNA pela técnica de reagiio em Cadeia da

Polimerase (multiplex PCR).

Esses experimentos foram realizados no Laboratério Especial de Bacteriologia e
Epidemiologia Molecular do Departamento de Andlises Clinicas, Toxicoldgicas e
Bromatoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, sob a
supervisdo da Prof* Dra. Ana Lucia C. Darini. A detecgfio dos genes foi realizada para 55
amostras de MRSA selecionadas para o estudo molecular.

Para a pesquisa desses genes no DNA das amostras, duas coldnias de cada bactéria
foram ressuspensas em 100pL de agua destilada estéril (PCR-water, Sigma W-3500, St.
Louis, EUA), agitando-se vigorosamente e centrifugando-se por 30 segundos. Foram
utilizados 2L desta suspensdo bacteriana para o experimento de amplificagio do DNA.

Cada experimento de PCR foi realizado em um volume final de 25uL de uma solugiio
reagente, contendo 2,5ul. do tampdo PCR 10x (Life Technologies, Reino Unido), 2uL de
cloreto de magnésio, 0,05% de tampdo W1 (Life Technologies, Reino Unido), os quatro
nucleotideos (ANTP — A, G, T e C) na concentragiio de 350 pL cada e 50ng de cada par de

“primer” (Tabela 2) e 0,625 U da enzima 7aq polimerase (Life Technologies, Reino Unido).
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TABELA 2: Seqiiéncias dos “primers” utilizados na reagio de PCR para a detecgdo dos genes
mecA, mupA e 16S rRNA de estafilococos

Primer Seqiiéncia
mecA-1 5- CTC Agg TAC TgC TAT CCA CC — 3’ (20 bases)
mecA-2 5 —CAC TTg gTA TAT CTT CAC C- 3’ (19 bases)
mupA-1 5 —TgA CAATAg AAA Agg ACA gg — 3' (20 bases)
mupA-2 5 — CTC TAATTC AAC Tgg TAA Gee — 3 (21 bases)

16S rRNA-1 5 —ggA ATT CAA A (T/g)g AAT TgA Cgg ggg C — 3’ (25 bases)
165 rRNA-2 5 —Cgg gAT CCC Agg CCC ggg AAC gTATTC AC - 3’ (29 bases)

Foram preparadas as solugdes contendo “primers” diluidos, em uma quantidade
suficiente para 100 testes de PCR, misturando-se Spl. de cada um dos dois “primers” e
ajustando o volume final para 100puL com dgua destilada estéril. Esta solugfio diluida pode ser
estocada a — 20°C para ser utilizada em experimentos posteriores.

Foi utilizado um termociclador Genius (Techne, Reino Unido) e o ciclo de

amplificacdo empregado estd especificado na TABELA 3.

TABELA 3: Ciclo de amplificagfo para reagdo de multiplex PCR

Fase Ciclo
Desnaturagio inicial 1 ciclo a 94°C — 5 minutos
Amplificagio 30 ciclos a 94°C - 60 segundos (“primer

annealing”) e 72°C - 30 segundos (extensio
dos “primers”)

Extensio final dos “primers” Ciclo final de 72°C — 6 minutos

Apbs a amplificagio foram adicionados ao produto de PCR obtido 10 pL de solugio
“stop mix” (50 mM EDTA pH 8,0, 25% Ficoll, 0,25% azul de bromofenol) e aplicadas
aliquotas de 10uL de cada amostra em um gel de agarose a 2,0%. O padrio de tamanho dos

{fragmentos utilizado foi concatimeros do fago lambda (Life Technologies, Reino Unido), e
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quatro amostras controle de Estafilococos que apresentavam ou nfo os genes pesquisados
(mecA e mupA).

As corridas foram realizadas com tampdo 0,5 x TBE, a 100V durante 2 horas (fonte
Biorad, modelo 1000/500, Califérnia, EUA). Apds esse periodo os géis foram corados com
Brometo de Etidio (1p¢L/mL ) e visualizados e fotografados sob luz UV.

A presenga do gene da coagulase (gene coa) foi detectado somente para as amostras de
MRSA através do PCR pela extragio do DNA gendmico segundo a metodologia proposta por
Pitcher (1989). Os primeiros empregados foram: coal: 5° (1301)GAA CAA AGC GGC CCC
ATC ATT A(1322)3" e coa2: 5°(2153)TAA GAA ATA TGC TCC GAT TGT GC(2131)3"¢ 0
ciclo de amplificagio empregado foi: desnaturagiio de 90°C por 3 minutos, seguida por 30
ciclos: 94°C por 25 segundos, 52°C por 40 segundos e 72°C por 1 minuto. Extensio final dos
“primers” a 72°C por 5 minutos.

A presenga do gene mecA foi confirmada em todas as amostras, utilizando-se a

metodologia do PCR somente para esse gene.

4.8.2 Detec¢iio dos genes van em Enterococcus pelo multiplex PCR

Para comprovar as espécies de cada linhagem, E. faecium, E. faecalis, E.
gallinarum e E. casseliflavus/E. falvescens e verificar a presenga do elemento vanA e vanB
nas bactérias incluidas nesse estudo, foi utilizada 0 método molecular de PCR. A detecgfio dos
genes foi realizada para 28 amostras de Enterococcus spp.

As amostras bacterianas foram preparadas a partir de duas coldnias de cada bactéria
em 100 pL de 4gua ultra-pura, agitadas vigorosamente e centrifugadas por 15 segundos a
13.000 rpm. Dois microlitros desta suspensio bacteriana foram usados no experimento de

amplifica¢iio do DNA.
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As linhagens foram verificadas quanto as suas espécies utilizando-se 0s seguintes
componentes para 100uL de reagdo: 4gua duplamente processada “Qualidade PCR” (w-3500
SIGMA), tampdo de reag@io 10x — concentragdo final de 1x (Tris 20 mM e KCl 50 mM),
cloreto de magnésio 2 mM, Tag DNA polimerase 0,625 U (InVitrogen — Life Technologies),
0s 4 nucleotideos (ANTP) 100 mM (InVitrogen — Life Technologies) utilizadas na
concentragiio de 0,2 mM e seqiiéncias iniciadoras, utilizando-se 21 pmol. O termociclador
utilizado para os experimentos foi Mastercycler Gradiente (Eppendorf).

Para a amplificagdio dos genes ddl, espécie-especificos, que codificam as ligases D-
alanina, foram utilizados dois pares de “primers” segundo Dutka-Malen et al. (1995) na
concentragdo de 25 pmol cada “primer”.

Cada “primer” (Gibco BRL, Life Technologies) utilizado para a amplificagéio do gene
vanA e vanB (Tabela 4), com o objetivo de detectar o gen6tipo das amostras estudadas, estava

na concentragio de 50ng/pL (WOODFORD et al., 1993).

TABELA 4: Seqiiéncias iniciadoras utilizadas na realiza¢o do PCR para enterococos.

Gene Nome do par Seqiiéncia de nucleotideos (5° - 3°) Produto do
amplificado de “primer” PCR (pb)

VanA' A, + ATG GCA AGT CAG GTG AAG ATG G 399
Ar -TCC ACC TCG CCA ACA ACT AAC G

ddl E. faecium* EFE - 1 +GCA AGG CTT CTT CTT AGA GA 550
EFE -2 -CAT CGT CTA AGC TAACTT C

ddl E. faecali’ EFS— A +ATC AAG TAC AGT TAGTCT T 941
EFS -B - ACG ATT CAA AGC TAA CTG ,

E. gallinarum®  vanC-1A +GGT ATC AAG GAA ACC TC 822
vanC-1B - CTT CCG CCA TCA TAG CT

' Woodford et al., 1993; 2 Dukta-Malen et al., 1995

As amostras controles utilizadas foram E. faecium (NCTC 717), E. faecalis (NCTC.
775), E. gallinarum (NCTC 12359) e E. casseliflavus (NCTC 1261).
O protocolo de amplifica¢do utilizado, segundo Dukta-Malen et al. (1995), para a

detecciio das espécies foi (Tabela 5):
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TABELA 5: Ciclo de amplificacfio para reaciio de multiplex PCR

Fase Ciclo
Desnaturagdo inicial 1 ciclo a 94°C — 2 minutos
Amplifica¢do 30 ciclos a 94 °C — 60 segundos; 54°C — 60

segundos (“primer annealing™) e 72°C — 60
segundos (extensdo dos “primers”)

Extensdio final dos “primers” Ciclo final de 72°C — 10 minutos

4.8.3 Anilise do perfil de fragmentagio do DNA cromossomial por eletroforese em

campo pulsado (“Pulsed-Field Gel Electrophoresis”, PFGE).

O PFGE foi realizado somente para onze isolados representativos, incluindo uma
amostra de Enterococcus faecalis do fendtipo VanA, obtidos de infec¢Ges enterococicas.

Uma coldnia de Enterococcus faecalis foi inoculada em SmL de caldo BHI e incubada
a 37°C por 24 horas. Uma aliquota de 1,5mL da cultura foi transferida para um “eppendorf” e
centrifugada por 2 minutos a 12.000 rpm a 4°C. As células foram lavadas com 500uL de PIV
(10mM Tris, 1.0M NaCl), novamente centrifugadas, e 0 sobrenadante descartado. O “pellet”
foi ressuspenso em 200puL de PIV e 150pL foram transferidos para um novo “eppendorf”
colocado em banho maria 4 48°C por 5 a 10 minutos para equilibrar a temperatura. Em
seguida, 150uL de agarose (1,5% Agarose Ultra Pura), foram adicionados rapidamente ao
tubo.

Os discos de agarose foram colocados em uma solugio de lise EC (6mM Tris, pH 8.0;
IM NaCl; 100mM EDTA, 0,2% Na deoxycolate; 0,5% Na laurylsacarosine; 0,5% Brij 58)
acrescentando-se RNAse a uma concentragfio final de 20pg/mL e incubados por 4 a 5 horas a
37°C. Ao final deste periodo, o tampdo EC foi substituido por tampao ES (EDTA pH 9.0;

sarcosil 1,0%) acrescido de 1mg/mL de proteinase K, incubando-se a 50°C por 18 a 20 horas.
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Os discos de agarose foram lavados 5 vezes com 13mL do tampdo TE 1x (10mM Tris, pH
7,5; lmM EDTA, pH 8.0), sendo de 30 minutos o tempo. Um tnico disco foi colocado em
100uL de tampdo fresco e adicionado 30 unidades de enzima de restri¢io Smal seguindo-se
incuba¢do em banho maria por 18 a 20 horas a 37°C. Foi preparado 150pL de gel a 1,0%
(Agarose Ultra Pura) em TBE 0,5x (0,89M Tris; 0,89 Acido Bérico; 0,25M EDTA, pH 8.0).

O gel de eletroforese foi corrido em aparetho Gene Navigator, utilizando-se o tampdo
TBE 0,5x e a temperatura de 14°C por 25 horas. O gel foi corado por 30 minutos em brometo
de etidio a 1png/mL, descorado por 30 minutos e fotografado em “Photoman”.

Os padrdes de PFGE foram observados visualmente e considerados idénticos se
coincidirem em todas as bandas, similares (subtipos) se diferirem em uma ou duas bandas

claramente visiveis e diferentes quando houverem diferengas em trés ou mais bandas

(TENOVER et al., 1995).

4.9 Termo de consentimento e comissiio de ética

Antes da coleta, todos os pacientes incluidos no estudo ou seus responsaveis foram
esclarecidos sobre os objetivos do trabatho proposto e a coleta s6 se realizou mediante a
concordancia e do termo de consentimento Livre e Esclarecido.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-UFU (PRECESSO

N®077/2001) ~ (ANEXO B).
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4.10 Analise estatistica

Os dados epidemiologicos foram analisados através do programa Statistica 4.5 for
Windows (COPYRIGHT, 1993) e Epi-Info, versdo 5.0 (DEAN et al., 1990) e SPSS 7.05 for
Windows.

Fordm realizadas compara¢Ges univariadas pelos testes X2, para as diferencas entre
proporgdes, e ¢ Student, para diferengas entre médias. Os fatores de risco potenciais para
infecgdo/colonizagdo foram avaliados pela dicotomizagiio, isto €, “presente versus ausente™ e
usando tabela 2x2. |

A analise molecular foi realizada visualmente ¢ com auxilio de métodos estatisticos

computadorizados (como MVSP, elc).
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5 RESULTADOS

Durante o periodo de Janeiro de 1999 a Outubro de 2000, foram realizados trés
inquéritos de prevaléncia no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia,
envolvendo um total de 495 pacientes adultos (idade acima de 15 anos) e 155 idosos com
idade igual ou superior a 65 anos. As caracteristicas de ambas as populagdes estio
evidenciadas na Tabela 6.

As taxas de infec¢do hospitalar entre os pacientes idosos e adultos foram 16,1% e
14,5%, respectivamente, € a prevaléncia de infec¢fio comunitéria foi similar entre essas duas
populagbes (25,0% versus 25,6%). Em um grupo de pacientes em que cerca de 50,0%
estavam em uso de antibidticos, 30,0% apresentando mais de dois procedimentos invasivos e
31,0% com cirurgia, a tnica varidvel que se apresentou com diferenca significativa entre esses
dois grupos foi a idade (40,5 + 14,2 anos para os adultos versus 73,6 + 6,8 anos para 0s
1dosos). Quando esses fatores foram analisados independentemente, nenhum deles foi

significativo (p < 0,05).

TABELA 6: Caracteristicas dos pacientes adultos e idosos internados no HC-UFU, detectados

pela vigilancia via enfermaria, nos periodos de Janeiro/1999, Fevereiro/2000 e Outubro/2000.

Caracteristicas " Pacientes P' OR’(CP)
Idosos Adultos
N=155 (%) N=495 (%)

Infecedes Hospitalares 25 (16,1) 72 (14,5) 0,72 0,89 (0.53-1,50)
Infeccdes Comunitarias 35 (25,6) 124 (25,0) 0,57 1,16 (0,74-1,82)
Idade, X + SD (anos) 73,6 £ 6,8 40,5+ 142  <0,0001 -
Antibibticos:

Sim 65 (41,9) 242 (48.9) 0,15  1,32(0,91-1,94)

N>2 24 (15,5) 113 (22,8) 0,06  1,61(0,97-2,70)
Procedimentos Invasivos:

N>2 53 (34,2) 137 (27,7) 0,14 0,74 (0,49-1,10)
Cirurgia 57 (36,8) 145 (28,5) 0,09 0,71 (0,48-1,06)

'P £0,05; 2 Odds ratio; ° Intervalo de Confianga.
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A associacio de infecgfio hospitalar com fatores de risco intrinsecos e extrinsecos
também foi similar como demonstrado na tabela 7. Entre as causas que predispde infecgiio
hospitalar mais freqiientes destacam-se em ambos os grupos, idosos e adultos, o uso de > 2
procedimentos invasivos (56,0% versus 76,4%) e cirurgia (60,0% versus 72,2%). As relagdes
de pacientes com infec¢do hospitalar quanto ao sexo masculino:feminino foram similares com
47:25 em adultos e 17:8 em idosos. A média de idade para os adultos foi de 40,5 + 14,6 anos
(variagfio 15-64 anos) e para idosos de 73,0 + 7,2 anos (variagdo 65--94 anos). Nao houve
diferenga significativa no tempo de hospitalizagdo entre esses grupos (24.5 + 19.4 versus 18.5
* 17.6), entretanto, o tiltimo grupo permaneceu hospitalizado variando de um a 92 dias. Todos
0s pacientes com infecgfio hospitalar estavam usando antibi6ticos € a maioria deles (84,2%)
foi tratada com dois ou mais antibidticos. Quando a andlise multivariada foi feita nenhum
desses fatores apresentou-se significante.

Quando a andlise incluiu apenas os idosos, praticamente todos os fatores de risco
(analise univariada) considerados foram associados com infec¢fio hospitalar, com um tempo
de hospitaliza¢fio longo, 100% dos pacientes em uso de antibidtico e uma grande porcentagem
dos pacientes em uso de mais de dois procedimentos invasivos com destaque para cateteres
intravasculares e cirurgia (Tabela 8). Nesse grupo de pacientes os fatores independentes

associados com infec¢iio hospitalar incluiram apenas o tempo de internagfo e presenga de

cirurgia.



TABELA 7: Fatores de risco dos pacientes adultos e idosos com infecgiio hospitalar

mternados no HC-UFU
Fatores de Risco Infec¢io Hospitalar P OR’ cr
Idosos Adultos
N=25 (%) N=72 (%)
Idade (Anos) 73,0£7,2  40,4+14,6 <0,0001 - -
Tempo de hospitalizagdo 18,5+17,6 24,5+194 0,18 - -
Sexo:
Feminino 8 (32,0) 25 (34,7) 0,99 0,88 0,30-2,57
Masculino 17 (68,0) 47 (65,3)
Antibibticos:
Sim 25 (100,0) 72 (100,0) - - B
N>2 14 (56,0) 49(68,1) 0,39 0,60 0,21-1,68
Procedimentos Invasivos:
N>2 14(56,0) 55(764) 0,09 039  0,39-1,14
Respirador 624,00 17(23,6) 081 1,02 031-330
Cateter Urinario 15(60,0) 20(27,8) 0,008 39 1,37-11,31
Cateter Vascular Periférico - 16 (64,0) 51(70,8) 0,69 0,73  0,25-2,13
Cateter Vascular Central 9 (36,0) 19 (26,4) 0,51 1,57 0,53-4,59
Cirurgia 15 (60,0) 52(72,2) 0,37 0,58 0,20-1,66

'P<0,05; ¥ Odds ratio; * Intervalo de confianga

TABELA 8: Fatores de risco dos pacientes idosos com e sem infecgfio hospitalar internados

no HC-UFU
Fatores de Risco Infeccio Hospitalar p! OR* cr
Sim Nio
N=25 (%) N=95'(%)
Idade (Anos) 73.96+721 7356+6,81 0,69 -
Tempo de hospitalizacio (dias)  18,58+9,17  9,74+3,69 0,0007 - -
Sexo;
Feminino 8 (32,0) 44 (46,3) 0,28 0,55 0,19-1,51
Masculino 17 (68,0) 51 (53,7)
Antibibticos:
Sim 25 (100,0) 12 (12,6) <0,0001 ND ND
N>2 14 (56,0) -- <0,0001 ND ND
Procedimentos Invasivos:
N>2 14 (56,0)  28(29,5) 0,02 3,05  1,13-8,30
Ventilacio mecanica 6 (24,0) 1(1,0) 0,0002 29,68 3,20-693,56
Cateter urinirio 15(60,0)  20(21,0) 0,003 5.3 2,0-16,08
Cateter Vascular Periférico 16 (64,0)  48(50,5) 0,32 1,74 0,64-4,78
Cateter Vascular Central 9 (36,0) 8 (8,4) 0,001 6,12 1,82-20,96
Cirurgia 15(60,0) 34(358) 0,04 269 100732

'P<0,05; 7 Odds ratio; * Intervalo de confianga, * Foram excluidas as Infecgdes Comunitérias
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A maioria dos pacientes com infec¢do hospitalar em ambos 0s grupos estava internada
na enfermaria de Clinica Cirargica (56,0% idosos versus 66,7% adultos) e somente 8,0% dos
idosos eram de Unidade de Terapia Intensiva. Os sitios anatOomicos mais freqiientes de
infecgdo hospitalar em ambos os grupos foram: cirurgia (56,0% versus 47,2%) e pulmio

(24,0% versus 27,8%) (Figura 1).

TABELA 9: Distribuicdio dos pacientes, adultos e idosos com infec¢do hospitalar, por
clinicas/servigos detectados pelo sistema de vigildncia via enfermaria, no periodo de
Janeiro/1999 e Fevereiro/2000

Clinicas/Servigos Idosos Adultos P!
N=25 (%) N=72 (%)
Clinica Cirtrgica 14 (56,0) 48 (66,7) 0,47
Unidade de Terapia Intensiva 2(8,0) 14 (19,4) 0,22
Clinica Médica 4 (16,0) 5(6,9) 0,22
Unidade de Emergéncia 3(12,0) 4 (5,5) 0,36
Outros? 2 (8,0) 1(1,4) 0,16

'P<0,05, 2Moléstias infecciosas.

H Cirargico

Bl Sangue

E Pulméo

Pele

Trato urinario
H Outros

B Desconhecido

N° de pacientes infectados

Adultos Idosos

Pacientes

FI‘GURA 1 — Prevaléncia de infecgOes hospitalares de acordo com os sitios anatdmicos
afetados, em pacientes adultos e idosos internados no HC-UFU
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A Tabela 10 demonstra que na populago de adultos ¢ idosos com infecgfio hospitalar
mais da metade dos pacientes estava em uso de mais de dois antibi6ticos com predominio de
cefalosporinas de amplo espectro ¢ vancomicina, com uma maior freqiiéncia deste Gltimo em
pacientes adultos (54,2% versus 24,0% em idosos). Os dados evidenciaram que o diagndstico
microbiologico somente foi realizado em uma pequena propor¢do dos casos (23,7%) nos
quais também predominava uma cobertura ampla (65,2% dos pacientes em uso de mais de

dois antibi6ticos).

TABELA 10: Tratamento de pacientes adultos e idosos com infecgo hospitalar com e sem
diagndstico microbioldgico

Tratamento Paciente com infec¢io hospitalar  Pacientes com diagnéstico
microbiotogico N=23 (%)

Adultos N=72 (%) Idosos N=25 (%)

Uso de antibidtico 72 (100,0) 25 (100,0) 23 (100,0)
N2 49 (68,1) 14 (56,0) 15 (65,2)
Amicacina 17 (23,6) 1(4,0) 3(13,0)
Cef. 3%/4* geracio 33 (45,8) 14 (56,0) 12 (52,2)
Vancomicina 39 (54,2) 6 (24,0) 13 (56,5)
Quinolona 70,7 2 (8,0) 5Q1.,7)
Inibidorp-lactamase' 3(42,2) 1(4,0) 1(4,3)
Carbapenema 2(2,8) - -

Ampicilina/Subactam

A sindrome infecciosa hospitalar em que houve maior detecgio de patdgenos foi a de
infecgio  de corrente sanguinea (26,1%), enquanto entre as ndo diagnosticadas
laboratorialmente o predominio foi de sitio cirirgico (55,4%), ambas com diferenca

estatisticamente significante (Tabela 11).

T_ABELA 11: Episddios de infecgdo hospitalar em pacientes adulios e idosos com e sem
diagnostico microbiolégico de acordo com o sitio de isolamento do microrganismo

Sitio de isolamento Diagnostico microbioldgico P!
Sim (N=23)” Nio (N=74)
Infecdio de sitio cinirgico 05 (19,2) 41 (55,4) 0,009
Pulmio 03 (11,5) 19 (25,7) 0,32
Urina 06 (23,1) 05 (5,4) 0,01
Sangue/Ponta de cateter 09 (34,6) 02 (2,7) <0,0001
Outros® 03 (11,5) 07 (9,5) 0,69

'P<0,05,% houve trés episodios de infecgio simultanea; ° Liquor; Sistema nervoso central; Cutinea.
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As coletas para a pesquisa de colonizacdo foram realizadas somente para os pacientes
idosos. Do total de pacientes idosos incluidos no estudo (n=155), a pesquisa de colonizagiio
na narina e intestino foi feita em 90 pacientes (58,1%). Destes, 41 (45,6%) estavam
colonizados com cocos Gram-positivos sendo 46,3% por Staphylococcus aureus (55,6% na
narina e 38,9% no intestino). A resisténcia a oxacilina entre essas amostras foi de 39,0%, com

uma maior prevaléncia deste fenotipo na narina (Tabela 12).

TABELA 12: Colonizagdo por S. aureus resistente ou ndo a oxacilina em pacientes idosos
obtidos através dos inquéritos de prevaléncia, internados no HC-UFU
Fenétipo Pacientes colonizados Sitio de colonizagio
Com S. aureus n = 18" (%)

Narina Intestino Ambos
MRSA? 16 (39,0) 11 (68,8) 05 (31,3) -
MSSA3 3(7,3) - 03 (100,0) -

" Um paciente foi colonizado simultancamente por MRSA ¢ MSSA; 2 “Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus”; > “Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus”

A comparagiio entre os pacientes colonizados com MRSA e os ndo colonizados em
relagio aos fatores de risco estd na Tabela 13. Os dados evidenciaram que 56,2% dos
pacientes com MRSA estavam em uso de antibiotico, incluindo cefalosporinas de 3* e 42
geracio (37,5%), Unmica varidvel estatisticamente significante, apesar de uma parcela
importante dos pacientes apresentar mais de dois procedimentos invasivos (com destaque para
Cateteres intravasculares, 83,3%) e cirurgia (aproximadamente 40,0%). Entre os pacientes
colonizados com MRSA e MSSA, 31,3% e 16,2%, apresentaram episodios de infec¢io
hospitalar ¢ 18,8% e 24,3% de infec¢fio comunitdria, respectivamente(Figura 2). No total as
infecgdes de sitio cirtirgico (64,7%) e cuténeas (38,1%) foram as mais freqiientes entre as
hospitalares e comunitérias, respectivamente. Apesar dos pacientes permanecerem internados

por longos periodos nfio houve diferengas significantes entre os dois grupos pela analise
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univariada. A andlise multivariada confirmou o uso de cefalosporinas de 3%/4* geragfio como

fator de risco significativo para pacientes colonizados com MRSA.

TABELA 13: Fatores de risco para colonizagiio por Staphylococcus aureus em pacientes

idosos internados no HC-UFU

Fatores de risco Pacientes colonizado/MRSA P OR’ (1C)*
Sim N=16 (%) Nio N=74 (%)

Idade (anos) 762+ 113 73,7+68 022 -

Tempo de internagdo, X+SD 19,2 +30,1 11,5+134 0,10 -

(dias)

Sexo:
Masculino 09 (56,2) 42 (56.,8) 0,80 0,98 (0,29-3,32)
Feminino 07 (46,8) 32 (43,2)

Uso de antibidticos:
Sim 09 (56,2) 31(41,9) 0,44 1,78 (0,53-6,06)
N>2 04 (25.0) 13 (17,6) 0,08 3,75(0,72-19,51)
Uso de vancomicina 01 (6,3) 04 (5,4) 0,44 2,19 (0,0-26,51)
Cef. 32/42 06 (37,5) 12 (16,2) 0,002 10,3 (1,9-62,28)
Oxacilina - -- -- --

Procedimentos invasivos:
> 2 dispositivos 06 (37,5) 28 (37,8) 0,15 3,29(0,65-18,28)
Sonda vesical 06 (37,5) 22 (29,7) 0,05 4,73 (0,93-26,66)
Ventilagio mecénica 01 (6,3) 02 (2,7) 0,29 4,50 (0-77,08)
Cateter vascular periférico 07 (46,8) 54 (73,0) 1,0 1,30 (0,22-9,91)
Cateter vascular central 02 (12,5) 12 (16,2) 0,64 1,48 (0,19-9,43)

Cirurgia 06 (37.5) 34 (45,9) 0,30 2,35(0,47-13,01)

'P < 0,05; 2 Odds ratio; > Intervalo de Confianga.
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FIGURA 2 - Presenga de infecgio hospitalar (IH) e comunitaria (IC) em pacientes
colonizados ou niio com MRSA.

Paralelamente a realizagio dos inquéritos de prevaléncia de colonizacfo, foi realizada
vigilancia epidemiolégica através de visitas periddicas ao laboratorio de Microbiologia do
Hospital para detecgiio de bacteremias por Staphylococcus aureus e Enterococcus spp.,
correspondendo a um total de 41 pacientes com MSSA, 41 amostras de MRSA e 28 de
Enterococcus spp., no periodo de estudo.

As caracteristicas e os fatores de risco dos pacientes com bacteremias classificadas
€omo primarias e de natureza hospitalar por MRSA e MSSA, estdo na Tabela 14. A analise
univariada dos fatores de risco nestas bacteremias indicou significincia para os seguintes em
relagio as atribuidas a MRSA: tempo de internagdo, uso de mais de dois antibidticos,
procedimentos invasivos com destaque para presenca de dreno e cirurgia, sem no entanto
nenhuma relagdo de risco com os pacientes com mais de 60 anos. A mortalidade total foi

maior no grupo de pacientes com MRSA, com 34,1% dos pacientes evoluindo para o 6bito. O
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unico fator de risco considerado independente para bacteremia hospitalar por MRSA foi o uso

de cefalosporinas de 3%/4* geragdo.

TABELA 14: Caracteristica dos pacientes com bacteremias primarias hospitalares por MRSA

e MSSA
Caracteristicas Bacteremia Nosocomial p' OR’” (IC)°
MRSA MSSA
N=41 (%) N=41 (%)
Idade > 60 anos 19 (46,3) 15 (36,6) 0,50 1,50 (0,56-3,99)
Tempo de Internagfo (dias) 38,1344 199+13,1 0,002 -
Sexo:
Masculino 26 (63,4) 28 (68,3) 0,81 0,80 (0,29-2,21)
Feminino 15(36,6) 13 (31,7)
Admitido emergéncia 07 (17,1) 07 (17,1) 0,76 1,0 (0,28-3,63)
Admitido na UTI 10 (24.4) 05(12,2) 0,25 2,32 (0,63-8,87)
N° de diagnéstico > 1 15(36,6)  12(293) 0,63 1,39 (0,0-3,90)
Diabético 04 (9,8) 11(262) 0,08 0,29 (0,07-1,15)
Antibibticos:
Sim 39(95,1)  35(854) 0,26 3,34 (0,55-25.8)
N=2 37 (90,2) 26 (63,4) 0,008 5,34 (1,42-21,7)
Uso de Vancomicina 31(75,6)  21(68,9) 0,03  295(1,05-8,45)
Uso de Oxacilina - 08 (19,5) 0,005 0 (00-0,59)
Uso de Cef, 3%/4* 32(78,0)  19(463) 0,006 4,12 (1,43-12,13)
Procedimentos Invasivos:
N=>2 40 (97,6) 37 (90,2) 0,35 4,32 (0,42-106,45)
Cateter Vascular Central 31 (75,6) 24 (58,5) 0,15 2,20 (0,77-6,31)
Ventilagio Mecénica 15 (36,6) 10 (24,4) 0,33 1,79 (0,62-5,19)
Sonda Vesical 34 (82,9) 27 (65,8) 0,12 2,52 (0,8-8,11)
Dreno 17 (41,5) 05(12,2) 0,006 5,10 (1,49-18,43)
Cirurgia 22(53,7)  10(244) 0001 3,59 (1,27-10,31)
Obito 14(34,1)  10(244) 046 161 (0,56-4,70)

'P £0,05; 2 Odds ratio; ° Intervalo de Confianca.

A maioria dos pacientes com bacteremia por MRSA estava internada em unidade de

lerapia intensiva (24,4%) e enfermaria de clinica médica (24,4%), esta Gltima também

reunindo a maior freqiiéncia (39,2%) dos pacientes com bacteremia por MSSA. Nio foi

observado diferenca estatistica entre os diferentes servigos/clinicas e estafilococcias por

MRSA e MSSA (Figura 3).
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FIGURA 3 — Distribuigfio dos pacientes com bacteremias primarias hospitalares por MRSA e
MSSA por clinicas/servicos detectados pela vigilancia laboratorial, no periodo de
Fevereiro/2000 a Agosto/2001.

Um achado importante, foi o uso inadequado de antibi6ticos nos dois grupos, com
aproximadamente dois tercos dos pacientes ndo utilizando ou fazendo uso incorreto de
antimicrobianos em infecgdo grave como sepse, considerando que havia disponibilidade de
informacéio quanto ao agente etiologico e seu espectro de susceptibilidade aos antibiéticos. A
analise univariada indicou que o uso de beta-lactdmicos nos pacientes com bacteremia por
MRS A foi significativo (p<0,05), incluindo o uso de cefalosporinas de 3%/4” geragdo (7 8,0%),
assim como de vancomicina (75,6%). Entre os aspectos mais relevantes em relacdo a
prescrigdo de classes especificas de antimicrobianos nos episodios de sepse destacam-se: em
relacio aos associados 8 MSSA, uso de aproximadamente 50,0% de beta-lactamicos de amplo
espectro (cefalosporinas de 3%/4® geragfio e carbapenema) e de vancomicina em cerca de
20,0% dos pacientes; e, em relagio a0 MRSA, utilizagdo de beta-lactimicos na maioria

(82,9%), apesar da vancomicina ter sido utilizada em aproximadamente 75,0% dos pacientes

como mencionado anteriormente. Esses dados estdo na Tabela 15.
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TABELA 15: Analise univariada da terapia antimicrobiana dos pacientes com bacteremias
primdrias hospitalares por MRSA e MSSA

Classe antimicrobiana Bacteremia hospitalar p’ OR’ acy*
MRSA MSSA
N=41 (%) N=41 (%)

Todos antibidticos beta-lactamicos 34 (82,9) 25(61,0) 0,04 3,11 (1,0-9,90)
Beta-lactimico/inibidor beta-lactamases 04 (9,8) 01 (2,49) 0,35  4,32(0,42-106,45)
Cefalosporinas de 1 geracdo 07 (17,1) 12 (29,3) 0,29 0,50 (0,15-1,60)
Cefalosporinas de 3 e 4* geragio 32 (78,0) 19 (46,3) 0,006 4,12 (1,43-12,13)
Carbapenemas 06 (14,6) 01 (2,4) 0,10 6,86 (0,75-158,6)
Quinolonas 13(31,7) 11 (26,8) 0,80 1,27 (0,44-3,66)
Aminoglicosideos 06 (14,6) 05(12,2) 1,0 1,23 (0,30-5,23)
Macrolideos 06 (14,6) - 0,02 ND?
Vancomicina 31(75,6) 07(17,1) <0,0001 15,06(4,56-52,42)
Trimetroprim/sulfametoxazol 03 (7,3) - 0,24 ND

'P<0,05; % Odds ratio;Intervalo de confianca; * No determinado

Entre os isolados de MRSA a multiresisténcia foi o padrio comumente observado,
Visto que cerca de 90,0% das amostras foram resistentes a oito dos treze antibidticos testados.
Entre as amostras de MSSA a resisténcia a eritromicina (14,6%), tetraciclina (12,2%) e

rifampicina (9,8%) foram mais observadas (Tabela 16).

T{\BELA 16: Perfil de resisténcia aos antimicrobianos em pacientes com bacteremias
pnimarias hospitalares por MRSA ¢ MSSA

Antimicrobiano Bacteremia hospitalar P
MRSA MSSA
N=41 (%) N=41 (%)

Ampicilina 92,7 4,9 <0,0001
Cefalotina 92,7 4,9 <0,0001
Rifampicina 63,4 9,8 <0,0001
Imipenem 90,2 4,9 <0,0001
Ciprofloxacina 92,7 4.9 <0,0001
Clindamicina 90,2 4,9 <0,0001
Eritromicina 92,7 14,6 <0,0001
Tetraciclina 90,2 12,2 <0,0001
Levofloxacina 63,4 49 < 0,0001
Amicacina 90,2 4,9 <0,0001
Gentamicina 90,2 7.3 < 0,0001
Sulfa/Trimetropim 90,2 7,3 <0,0001
Vancomicina 0 0 -

'P<0,05.



61

Na tabela 17 estfio as caracteristicas dos 28 pacientes com infecgdio enterocécica
incluidos no estudo. A maioria (92,8%) foi caracterizada como Enterococcus faecalis. Em
uma popula¢io que em metade apresentou idade igual ou superior a 60 anos, cerca de 90,0%
estava em uso de mais de dois antibidticos, sendo uma parcela importante em uso de
vancomicina (46,2%) e cefalosporinas de 3%/4* geragio (60,7%), mais de dois procedimentos
invasivos (82,1%), com destaque para sonda vesical (57,1,%), a maioria dos pacientes
(46,4%) estava internada na enfermaria de clinica cirtirgica, seguida da clinica médica
(33,3%). A maioria dos isolados foram obtidos de episodios de sepse (51,9%). Apesar de uma
Pequena propor¢io dos pacientes apresentar infec¢fio urinaria (11,1%), aproximadamente
56,0% estavam sondados. Como mencionado, o uso de antibidtico foi freqiiente nessa
populacdo (89,3%) e a mortalidade total foi alta (25,9%).

TABELA 17: Caracteristicas dos pacientes com infecgiio por Enterococcus spp. internados no
HC-UFU, obtidos pela vigilancia laboratorial

Variavel Infec¢io por Enterococcus spp.
N=28 (%)
Idade > 60 anos 14 (50,0)
Tempo de Internacdo (dias) 220
Sexo:
Masculino 13 (48,1)
Feminino 15 (53.,6)
Admitido emergéncia 4 (14,8)
Admitido na UTI 2(7.4)
Antibibticos:
N>2 25 (89,3)
Uso de Vancomicina 13 (46,2)
Uso de Cef. 3%/4* 17 (60,7)
Procedimentos Invasivos:
N>2 23 (82,1)
Cateter Vascular Central 8 (29,6)
Ventilagdo Mecanica 6 (22,2)
Sonda Vesical 16 (57,1)
Dreno 10 (35,7)
Cirurgia 19 (71,4)

Obito 8 (28,6)
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Um achado surpreendente foi a baixa recuperagio de enterococos de pacientes idosos,
considerando que as culturas foram realizadas a partir da boca e intestino. No cultivo priméario
houve crescimento em apenas 10,0% dos pacientes, sendo que em somente trés (3,3%), dois a
partir de fezes e um de “swab” da boca, foram caracterizados a presenca de Enterococcus
Jaecalis, susceptivel & vancomicina.

Do total de amostras (28 isolados provenientes de episddios de infec¢do e trés de
colonizagdio), 25,8% e 32,3%, respectivamente, foram resistentes a niveis elevados de
gentamicina e estreptomicina. Nio foi detectado nenhum isolado de enterococos com
resisténcia a ampicilina (16 pg/mL) e nem produtores de B-lactamases. A CIMyg, para
vancomicina entre essas amostras foi 1,0 pg/mL.

Cingiienta e cinco amostras de Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina pelo teste
de difusdo com disco (1pg/mL) isolados de pacientes infectados (n=39) e colonizados (n=16)
também foram avaliadas “in vitro” pela técnica de dilui¢do em gel, quanto a presenca do gene
mecA e produgio de B-lactamase. Onze isolados foram excluidos por apresentarem gene para
coagulase negativos (gene coa). Trés amostras (5,5%) comportaram-se como susceptiveis a
oxacilina, sendo que duas foram gene mecA positivas. A maioria (77,2%) dos isolados
apresentou CIMs superiores & 256 pg/mL e a maioria foi gene mecA (72,7%) e B-lacatamase

(70,5%) positivas. Esses dados estdo na Figura 3. Foram detectados dois isolados com CIMs

elevados (> 256 pg/mL), gene mecA negativo (Figura 4).
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FIGURA 4 - Distribui¢do de amostras de S. aureus associadas a colonizagio e infeccdo,
submetidas a analise da presenca do gene mecA e produciio de B-lactamase, de acordo com as
CIMs para oxacilina.

TABELA 18: Correlagdo dos testes de susceptibilidade do CIM, difusdo com disco para
oxacilina, agar triagem com oxacilina, B-lactamase com a presenca do gene mecA para 44
isolados de S. aureus

CIM'  N°isolados Difusio Agar B- mecA mecA
(pg/mlL) N=44 com disco Screening lactamase  positivo negativo
- >25¢ 34 34 31 31 32 02
8-32 05 05 03 03 05 0
<4 05 05 01 03 04 01

L P— R T R e
Concentragio Inibitéria Minima.

A analise da diversidade genética de onze amostras, sendo nove de Enterococcus

Jaecalis e duas de Enterococcus faecium obtidas de infec¢des enterocdcicas, foi avaliada

através da analise de perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico, obtidos ap6s digestio
com Smal e separagdo pela técnica de eletroforese em gel de agarose em campo pulsado

(“PFGE™) (Figura 5). Elas foram resistentes a ampicilina (difusfo em gel), mas, isoladas de
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unidades e momentos distintos, sendo proveniente de paciente idoso correspondendo a uma
infecgfio de sitio cirtirgico internado na clinica cirtrgica II.

Entre as nove amostras de Enterococcus faecalis, cinco foram provenientes de
pacientes idosos. No total, seis apresentaram um grau de similaridade aproximadamente de
80,0%, 82,0% ¢ 89,0% duas a duas (11 e 41; 07 e 15; 13 e 21), respectivamente, sem, no
entanto, apresentarem concordancia em aspectos epidemiolégicos classicos, ou seja, relagdes
temporais e quanto as clinicas/servicos.

A amostra n° 41 foi a Unica caracterizada como resistente aos glicopeptideos (> 256
pg/mL de vancomicina) comportando-se como do genodtipo vanA, sendo isolada de um
episodio de infecgdo cirirgica, na fase final da investigagdo. A paciente apresentava as
seguintes caracteristicas demograficas € clinicas: sexo feminino, 30 anos, politraumatizada,
submetidas a diversas cirurgias, em uso de vancomicina e cefalosporinas de 3® e 4 geraciio,

com sonda vesical e cateter vascular periférico, internada na enfermaria de clinica cirirgica.
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FIGURA 5: Modelo representativo de PFGE de 9 isolados de Enterococcus faecalis e dois

isolados de Enterococcus faecium. Linha M representa o concatdmero do DNA lambida.
Linhas 01 e 23, Enterococcus faecium.
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6 DISCUSSAO

A vpartir da década de oitenta, a incidéncia de infec¢Ges hospitalares graves,
destacando-se as bacteremias primarias associadas a procedimentos e cateteres intravasculares
(ARRUDA, 1997; CRUMP, 2000) devido principalmente & bactérias Gram-positivas
aumentou significantemente em todo o mundo(WENZEL, EDMOND, 2001; WEY, 2001).
Dados do “National Nosocomial Infections Surveillance System” indicam que SCoN
(Staphylococcus epidermidis), Staphylococcus aureus e Enierococcus spp. s80 responsaveis
pela maioria destas infecgdes (REMINGTON, 2000). O tratamento de infec¢des hospitalares,
particularmente de bacteremias e pneumonias, sindromes infecciosas com taxas mais altas de
mortalidade atribuida ¢ complicado pela participacdo de fendtipos de resisténcia destes
microrganismos, destacando-se MRSA, MRSE (“Methicillin-resistant  Staphylococcus
epidermidis), HLR e VRE, cada vez mais expressiva, resultando em freqiiéncias de
morbidade e mortalidade crescentes e custos mais elevados (SINJEE, GIL, 1997;
CHAMBERS, H. F., 2001; RICE, 2001; ROSSI, 2001).

A participagiio da populagdo de idosos, com idade igual ou superior a 65 anos, na
populagio geral vem também aumentando de forma expressiva refletindo naquela
hospitalizada em todos os paises (YOSHIKAWA, 1997; THOMSON, 1999; YOSHIKAWA,
2000; JARVIS, 2001; GAVAZZI; KRAUSE, 2002). A estimativa é que até o ano 2025 o
percentual da populagfio brasileira com mais de 60 anos dobrard, passando de 7,5% para
15,0% Em ntmeros absolutos, isto significa que o nimero de 11 milhdes existentes
atualmente passar4 para 32 milhdes de idosos (POPULACAO DE IDOSOS, 1997).

Em comparagdo com a populagdo mais jovem, as infec¢des na populagio idosa além

de mais freqiientes sd0 mais graves, com caracteristicas distintas em relagio a apresentacfio
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clinica, resultados laboratoriais, agentes etiologicos e tratamento (TAYLOR, 1998;
GAVAZZI; KRAUSE, 2002). No periodo de 1976 a 1988, segundo dados do projeto SFNIC,
34,0% das altas hospitalares, 46,0% das infec¢Ges hospitalares e 54,0% das mortes por
infecgdio hospitalar foram na populagiio com mais de 65 anos (SMITH, 1989).

A situagfio no Brasil caracteriza-se pela inexisténcia de dados. VILLAS BOAS e
colaboradores (2002), em estudo realizado em Botucatu, SP, com a finalidade de verificar a
associa¢do entre os procedimentos de risco € infec¢iio hospitalar na populagio com mais de
60 anos internada em um Hospital Universitario, relataram uma taxa de infecg@io hospitalar de
23,6%, e de pacientes com infecg¢do hospitalar de 18,6%, sendo as sindromes mais freqiientes:
sepse (27,6%), infec¢do do trato urindrio (26,4%) e infecgdio de sitio cirirgico (23,6%). Neste
estudo, entre as varidveis associadas com infec¢do hospitalar relacionaram-se: tempo de
internagdo (p<0,05), diabetes mellitus (OR=9,9), doenga pulmonar obstrutiva crdnica
(OR=83), sonda vesical (OR=5,71) e ventilagio mecénica (OR=3,8).

Os resultados da nossa investigagdo evidenciaram a importincia das infecgdes
hospitalares na populagdo idosa com uma taxa elevada (16,1%) nos pacientes dessa faixa
etdria, internada no HC-UFU, mas compativeis com dados de paises do Hemisfério Norte, que
apontam uma incidéncia de infec¢des adquiridas no hospital oscilando de 10,0% a 20,0%
(AUGER et al., 1997). No entanto, ha publica¢des com freqiiéncias mais altas como 22,7% e
33,3%, respectivamente na Turquia (ELLIDOKUZ et al., 2003) e Holanda (BEAUJEAN et
al, 1997).

Os fatores de risco intrinsecos em idosos sdo extremamente importantes na
predisposicio as infecgdes hospitalares, destacando-se: a deficiéncia dos mecanismos de
defesa, resultantes da arterosclerose; comprometimento do sistema imunolégico; doencas
crOnicas como cardiopatias, pneumopatias, nefropatias e encefalopatias entre outras;

contribuindo para um tempo de hospitaliza¢do prolongado (ROTHSCHILD et al., 2000).
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Adicionalmente, cirurgias, procedimentos invasivos e 0 uso de medicamentos (citotoxicos,
corticoides e antimicrobianos) sfio fatores de risco comuns nesses pacientes (CHAN, CHEE,
1990; BEAUJEAN et al., 1997; ROTHSCHILD et al., 2000; GAVAZZI; KRAUSE, 2002).

Em paises em desenvolvimento como o Brasil e 0 México outros aspectos importantes
a serem considerados em relagdio as infecgdes hospitalares incluem: presenga significativa de
infecgBes comunitarias, que contribui para que os antibidticos estejam entre os medicamentos
mais prescritos em hospitais, com uma proporgdo superior a 40,0% nos pacientes infectados
(PRADE et al., 1995a), além do uso de forma menos criteriosa, decorrente em parte da
inexisténcia de laboratérios de microbiologia, propor¢do inadequada de leitos para pacientes
criticos e especialmente falta de tradi¢fio nas préticas de prevengdo e controle de infecgdes
hospitalares (GONTIJO FILHO, 2002; PRADE et al., 1995a; PRADE et al., 1995b).

Nesse estudo, muitos desses fatores de risco e aspectos foram evidenciados,
destacando-se a relagdo de 1:1,6 episddios de infec¢Ges hospitalar:comunitéria; 42,0% dos
pacientes em uso de antimicrobianos, sendo 40,1% em uso de dois ou mais desses farmacos;
apenas 16,0% daqueles com infec¢io hospitalar com definigdes utilizando critérios
microbioldgicos. Merece ainda registro, a pequena porcentagem (3,2%) de pacientes idosos
cuidados em UTIs, sendo a maioria internada em enfermarias cirtrgicas (47,7%) e clinica
médica (26,0%).

Embora os fatores de risco como tempo de hospitalizagio (p=0,007), uso de
antimicrobianos e dos diversos procedimentos invasivos (p<0,05) fossem associados com o0s
casos de infeccdo hospitalar em idosos, diferengas nfio foram encontradas quando da
compara¢do com os pacientes adultos. Na nossa investigac#io as taxas gerais de prevaléncia de
pacientes com infecgdes de natureza hospitalar foram de 16,1% versus 14,5%, € comunitaria,

25,6% versus 25,0%, respectivamente, em idosos e adultos.
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Os sitios mais freqiientes de infecgGes hospitalares sio pela ordem: trato urinario,
pulmfo, sitio cinirgico e corrente sanguinea (REEB et al,, 1995; AUGER et al., 1997;
BEAUJEAN et al., 1997; ROTHSCHILD et al., 2000), sendo como foi referido anteriormente
as pneumonias ¢ bacteremias aquelas de apresentacdo mais grave (EMORI, GAYNES, 1993)
No Brasil, em fungfio da pouca utilizagdo de crité€rios microbiolégicos, as infecgdes urinarias
sd0 subestimadas e as de trato respiratorio inferior superestimadas (GONTIJO FILHO, 2002).
Estas infecges sdo consideradas ainda mais prevalentes (YOSHIKAWA, 2000) sendo que as

urindrias sd0 até vinte vezes mais freqiiente (GAVAZZI; KRAUSE, 2002).

Nessa série, a participacdo das infecgdes de sitio cirirgico foi a mais expressiva
(56,0%), a exemplo do descrito por Ellidokuz et al. (2003), na Turquia, seguindo-se as
infecgdes do trato respiratdrio inferior (24,0%). As infecgOes urindrias sdo as mais freqiientes
entre as hospitalares (NNIS), situagdo que se salienta ainda mais nos idosos hospitalizados
(GAVAZZI; KRAUSE, 2002). Entretanto neste estudo elas representaram apenas 4,0%. Os
principais fatores de risco de infec¢des urindrias e bacteremias primdrias sdo sonda vesical e
cateter vascular central, respectivamente (GAVAZZI; KRAUSE, 2002). Embora na nossa
investigacdo 27,1% dos pacientes idosos estivessem sondados e 13,5% com cateter vascular
central, considera-se que esta propor¢do em hospitais gerais € de 15,0-20,0% (ARRUDA et
al,, 1997) como foi referido, isso é o resultado da nio utilizagcdo de dados microbioldgicos
(WEINSTEIN, 2001).

Quando da comparagio com a populagio adulta internada no HC-UFU, as taxas de
infecgfio hospitalar € comunitarias nos idosos foram altas, mas ndo apresentaram diferencas
estatisticas, 0 mesmo ocorrendo em relagdo aos fatores de risco intrinsecos e extrinsecos para
0 desenvolvimento de infec¢dio. Entretanto, no total, as freqiiéncias dos seguintes fatores de
risco associados com infecciio hospitalar foram mais altas: uso de dois ou mais antibiticos

(66.0%), uso de procedimentos invasivos (71.1%) e cirurgia (68.0%). Por outro lado, a
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comparagio de idosos com e sem infecgiio hospitalar evidenciou que a maioria dos
procedimentos invasivos, cirurgia e uso de 2 ou mais antibiéticos foram diferentes (p< 0,05).
O tempo de hospitalizagio (GROSS; LEVINE, 1993) ¢ relacionada & gravidade do estado do
paciente e conseqiientemente reflete sobre os custos hospitalares, como foi referido
anteriormente. No nosso estudo, o tempo de hospitalizagio de pacientes idosos com infecgio
hospitalar foi duas vezes mais longo (p=0.007).

Entre os principais agentes de infecgOes hospitalares que sofreram modificagbes
quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos destacam-se 0s estafilococos, enterobactérias,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii e, mais recentemente, 0s enterococos. As
infecgdes por bactérias Gram-positivas representam cerca de um tergo do total, sendo os
principais responsaveis por infecgdes de corrente sanguinea e sitio cirargico (KARCHMER,
2000; MCGOWAN, 2000). Essa situagdo de bactérias resistentes e multiresistentes acontece
globalmente, porém cada hospital e cada UTT possuem uma realidade microbiologica
diferenciada e que deve ser documentada laboratorialmente (KRITCHEVSKY et al., 2001).

Atualmente, as infecgdes por MRSA sdo freglientes e associadas a uma maior
morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados (EMORI; GAYNES, 1993; WEY,
2001). Em algumas areas geograficas e paises a sua prevaléncia permanece baixa, enquanto
em outras varia de 10% a 50% (BOYCE et al., 1994; NAVES et al., 1996). A incidéncia de
MRSA aumentou 260,0% nos hospitais que participam do INSPEAR, (“Internationat
Networks for the Study and Prevention of Emerging Antimicrobial Resistance”), no periodo
de 1990-1997 (BOYCE et al., 1994).

No Brasil, a resisténcia de S. aureus a meticilina, portanto, a oxacilina e cefalosporinas
em hospitais gerais/universitrios oscila entre 30,0%-100,0% (SADER 1998; SOUZA et al,,
1998; SILVA-NETO et al.,, 1999). No HC-UFU, mais da metade (54,0%) dos isolados de S.

aureus sao de MRSA e associados com fatores de risco inerentes do paciente, como idade e
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hospitalizagio prévia (SADOYAMA; GONTIIO FILHO, 2000). Em nosso estudo a
propor¢do de estafilococcias hospitalares por MRS A nas amostras provenientes de sangue, foi
de 50,0%, ratificando os dados de avaliagOes anteriores (SADOYAMA, GONTIJO FILHO,
2000).

A distribuicdo das estafilococcias hospitalares por sitios anatdmicos na casuistica
“NNISS” (1986-1990) foi: bacteremia primaria (22,0%), infeccdo cirurgica (18,0%),
pneumonia (16,0%) e outras (46,0%) (WENZEL, 1991). No total, considerando pacientes
adultos e idosos, os resultados de sepse por MRSA foram semelhantes, com o predominio de
bacteremias primarias (35,9%). No que refere a distribui¢io dos pacientes por clinicas, a
prevaléncia de MRSA predomina em Unidades Criticas (HANBERGER et al., 2001). Nesta
casuistica, o0 MRSA foi detectado em episddios de infec¢do hospitalar na maioria das
unidades incluindo a Unidade de Terapia Intensiva (24,4%), enfermarias de clinica médica
(24,4%) e de clinica cirurgica (21,9%), enquanto 0 MSSA foi mais encontrado nas clinicas
médica (39,2%) e cirurgica (21,9%).

As razdes para a endemicidade do MRSA na maioria dos hospitais de grande porte,
s80 multifatoriais e atribuidas a caracteristicas do hospedeiro, com destaque para a idade,
nimero de diagndsticos, gravidade da doenca de base e tempo de internagfo (HERSHOW;,
KHAYR; SMITH, 1992; CHAMBERS, 2001); e, fatores de risco extrinsecos sobressaindo 0s
procedimentos invasivos particularmente cateter vascular central € 0 uso de antibidticos além
da dificuldade na implementagio de praticas de prevencdo e controle de infecgdes
hospitalares (RUSSEL, HUGO, AYLIFFE, 1997; GONTIO FILHO, 2002). Numa revisio
recente de Monnet; Fremodt-Moller (2001) relatam a associa¢io entre MRSA e o uso de
antibioticos, particularmente fluorquinolonas € cefalosporinas, resultando na colonizagio e
disseminaciio de MRSA no ambiente hospitalar (HILL; HERFORD; PARRATT, 1998; FU-

YU; MUDD OLORA; ALCID, 2000).
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Nesta investigagiio, a pesquisa de colonizacio por S. aureus foi realizada apenas nos
pacientes idosos, sendo constatada uma freqii€éncia alta (39,0%) de MRSA, superior a 5,3
vezes a verificada em relagio ao MSSA. A presenca de MRSA foi mais observada na narina
(68,8%) e a de MSSA (100,0%) no intestino.

Pacientes colonizados com S. aureus apresentam um maior risco de adoecimento por
esse microrganismo (ASENSIO et al., 1996; KORN et al., 2001). Em nosso estudo, quando da
comparagio desses pacientes com os ndo colonizados, ndo foram encontradas associagdes
significantes entre os fatores de risco considerados, exceto com o uso de cefalosporinas de
3%/4* geracfio. Os fatores predisponentes para colonizacdo sdo 0s mesmos observados para
infec¢dio por esse microrganismo, ou seja, hospitalizagdo prolongada, terapia antimicrobiana
de largo espectro, permanéncia em UTI e unidades de queimados (KORN et al., 2001). Dos
pacientes hospitalizados que estdo colonizados por MRSA, cerca de 30% a 60%,
eventualmente, desenvolverdo infec¢do por este microrganismo (BOYCE et al, 1994).
Entretanto, Kom et al. (2001) descreveram uma freqiiéncia ainda mais elevada de pacientes
colonizados (n=74) com MRSA mas sem correlagdo com fatores de risco.

No entanto, quando da comparagio entre bacteremias primdrias hospitalares por
MRSA e MSSA observamos um maior nimero de fatores predisponentes associados a essas
infeccdes além do uso de antimicrobianos como vancomicina, oxacilina e cefalosporinas de
3/4* geragdio. Verificou-se que o uso inadequado desses medicamentos foi freqiiente,
destacando-se as prescrigdes de B-lactimicos em pacientes com infec¢fio por MRSA (78,0%)
€ vancomicina (51,2%) naqueles com estafilococcia por MSSA. E importante relembrar que
na investigagiio de infecges hospitalares em pacientes adultos e idosos predominou (76,3%) a
inexisténcia de diagnéstico microbiolégico. Entretanto, o tempo de internagio hospitalar foi a
Unica variavel intrinseca associada a essa sindrome infecciosa por MRSA, apds realizaciio de

anilise univariada. A idade e diagndstico como diabete, provavelmente devido ao nimero
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limitado de pacientes incluidos na investigagfio ndo diferiram nos dois grupos. Por outro lado,
0 uso de mais de dois antimicrobianos (OR = 21,76) e cirurgia (OR = 6,91) foram fatores de
risco independentes para infecgio sanguinea por MRSA. Entre os procedimentos invasivos a
presenca de dreno (p = 0,006) foi o unico associado a sepse por MRSA, embora houvesse
cateter vascular central em 75,6%, dos pacientes com MRSA.

Outro microrganismo Gram-positivo que se destaca como patégeno hospitalar € o
enterococo, agente freqiiente de infecgSes do trato urindrio, corrente sanguinea e de sitio
ciniirgico nos hospitais americanos (LLOYD et al., 1998). Embora seja considerado um
microrganismo de baixa viruléncia a sua importéncia como agente de infecgdes decorre do
aumento de idosos e imunocomprometidos hospitalizados, uso de procedimentos invasivos
em unidades criticas e, sobretudo a utilizagdo de antibidticos sem atividade para enterococos,
mas que exercem pressdo seletiva favorecendo sua presenca (MURRAY, 1990; MURRAY,
1991). Nesta investigacdo, a vigilancia de infecges enterocdeicas de natureza hospitalar, foi
realizada através de visitas regulares ao laboratério de microbiologia do hospital, durante o
periodo de dois anos. As sindromes infecciosas mais freqiientes foram bacteremias (51,9%),
cirirgicas (29,6%) e urinarias (11,1%), diagnosticadas em aproximadamente 50,0% dos
pacientes com mais de 50 anos.

Estima-se que apenas cerca de 2,0% a 14,0% das bacteremias por esta bactéria estiio
relacionadas ao uso de cateteres vasculares (NNISS, 1991; GRANINGER; RAGETTE, 1992),
a0 contrario daquelas de etiologia estafilocdcica (WEINSTEIN, 1996). Essa associaciio com
cateteres intravasculares foi verificada em nosso estudo (42,8%), verificando-se menos da
metade dos pacientes com sepse em uso de cateter vascular central.

Embora as infec¢Oes urinarias em idosos sejam relacionadas ao uso de sonda vesical e
tenham uma maior participagio de Enterococcus (WEINSTEIN, 1996; LAUTENBACH;

BILKER; BRENNAN, 1999) os nossos resultados refletem uma casuistica pequena.
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Entretanto, a populagfio sondada nesta investigacdio foi ainda maior (55,6%) do que a relatada
na comparagfio entre infecgdes hospitalares em idosos e adultos (27,1%), justificando o que
foi mencionado, de que as infec¢Ges urindrias sfo subestimadas pela inexisténcia de
urinoculturas.

Um dos problemas na definigiio de infecgOes de natureza hospitalar € a falta de dados
microbioldgicos com reflexo na sensibilidade (falso negativos) e especificidade (falso
positivos), uma vez que representam a fonte fundamental na detec¢éio de sindromes urinarias
e bacterémicas (GASTIMIER et al.,, 1998). Embora dados microbiologicos tenham sido
empregados na definicio das diferentes infecgGes hospitalares enteroccicas, somados aos
clinicos segundo o CDC (COUTO et al., 1998) as culturas identificadas quando do isolamento
no HC-UFU, apresentaram uma proporg¢io expressiva (18,0%) que ndo se comportou como
do género quando reavaliados no nosso laboratdrio, que justifica-se pela ndo utilizagdo no
periodo de estudo de testes como PYR na caracterizagdo em nivel de género do Enterococcus.

No Brasil, onde problemas usuais nos hospitais como controle deficiente no uso de
antimicrobianos, falta de laborat6rios de microbiologia e predominio de terap€utica empirica
dos pacientes, o problema de resisténcia € multiresisténcia entre patogenos hospitalares € mais
significativo (PANNUTTL, GRINBAUM, 1995; WEY, 1995). Como mencionado
previamente, a exemplo do que vem sendo observado internacionalmente (MAYHALL,
1996), cerca da metade das infecgOes por S. aureus em hospitais gerais brasileiros esta
associada ao MRSA (PANNUTTI; GRINBAUM, 1995; SADER et al., 1999), resultando no
aumento do uso de vancomicina. Como comentado anteriormente, a freqiiéncia do fenotipo
MRSA nas estafilococcias hospitalares € de 45,0% (SADOYAMA; GONTUO FILHO, 2000)
€, consegiientemente, a prescrigio de vancomicina € freqiiente e pouco judiciosa quando

analisada pelos critérios do CDC (COUTO et al., 1998).
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A maior prescrigio desse antibidtico nos hospitais americanos resultou na emergéncia
do fendtipo VRE, que vem crescendo de importincia nio somente nas unidades criticas
(CDC, 1994; WOODFORD et al, 1995; EVANS, KORTAS, 1996; MELHUS,
TIJERNBERG, 1996; CDC, 1997) mas nos hospitais em geral, dificultando a escotha do
antibiético utilizado no tratamento de infecgdes enterocdcicas graves, tradicionalmente
reduzido & combinacio de penicilinas, aminoglicosideos e glicopeptideos (GRAY; PEDLER,
1992)

Enterococcus spp. € uma bactéria naturalmente resistente a baixos niveis de
penicilinas e de aminoglicosideos (JONES et al., 1995; RICE, 2001), ¢, os mecanismos de
resisténeia  de  enterococos as penicilinas, aminoglicosideos e glicopeptideos estio
relacionados 4 producdo de P-lactamases/alteracdo de sitio ativo, inativagdo por enzimas e
alteracdo de sitio ativo na parede celular, respectivamente (SHAW et al., 1993; HUYCKE;
SAHM; GILMORE, 1998). Em rela¢iio aos dois primeiros grupos de antibioticos a resisténcia
€ considerada adquirida quando observada a altas concentragdes dos mesmos e implica na
necessidade de substitui¢cio do antimicrobiano em questio por vancomicina (SWARTZ, 1994;
WEINSTEIN et al., 1996; MARCUS; PELED; YAGUPSKY, 1997)

A freqiiéncia de amostra com resisténcia aos PB-lactimicos continua baixa, inferior a
10% nos hospitais dos EUA e UK (GRAY; PEDLER, 1992). Essa caracteristica niio é
detectada rotineiramente pelos testes de susceptibilidade como difusdio com disco e dilui¢io
em dgar, mas pode ser detectado através de ensajo com cefalosporina cromogénica (BATES,
1997). Nesta investigagio, a susceptibilidade as penicilinas ndo foi verificada quando
investigada pelos testes de diluigio em gel e pesquisa de B-lactamases. A resisténcia aos
aminoglicosideos ¢ detectada mais freqiientemente (PATTERSON, ZERVOS, 1990), sendo
evidenciada inicialmente na Franca (HORODNICEANU et al,, 1979), e, a seguir, em varios

paises do hemisfério norte em freqiiéncias variando de 4,5% a 15,0% (BATES, 1997;
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MENDONCA et al., 1997; SIMJEE; GILL, 1997; SINJEE et al., 2000). No Brasil, dados de
pacientes internados no Hospital Sfo Paulo da Universidade Federal de Sdo Paulb,
evidenciaram 26,4% e 24,8% das amostras como resistentes & gentamicina e estreptomicina,
respectivamente, enquanto em hospitais no Rio de Janeiro essa porcentagem ja foi cerca de
50,0% (CEREDA et al.,1997; NETZ, 1998). Em um estudo anterior realizado no HC-UFU
(RIBAS; GONTIJO FILHO, 2001) as freqii€ncias de resisténcia foram de 20,0% para
gentamicina e 15,5% para estreptomicina, enquanto nessa investigacio, a resisténcia a niveis
altos de gentamicina e estreptomicina foi de 20,5% e 28,2%, respectivamente.

O primeiro VRE relatado no Brasil foi associado a um caso fatal de sepse por E.
Jfaecium resistente A vancomicina, teicoplanina, ampicilina, gentamicina e estreptomicina, em
uma crianca de 9 anos com anemia aplasica, em Curitiba, PR. O paciente apresentava vdrios
fatores de risco como: hospitalizagdo prolongada, imunossupressio e antibioticoterapia
multipla, incluindo cefalosporinas de 3® geracdo, imipenem e vancomicina durante longos
periodos (COSTA et al, 1998). A seguir, outro caso fot descrito em Sio Paulo, relativo a uma
mulher de 63 anos, com meningite por £. faecium do fendtipo VanA, (ZANELLA et al.,
1999a). Posteriormente, um surto por VRE foi documentado no mesmo hospital, afetando
grande nimero de pacientes. As amostras isoladas foram identificadas como E. faecalis ¢ E.
Jaecium, todas pertencentes ao fendtipo VanA (ZANELLA et al., 1999).

No nosso estudo ¢é relatado o primeiro caso de VRE no HC-UFU, correspondendo a
uma amostra de E. faecalis do fendtipo VanA, isolada de uma infec¢iio cirlirgica numa
paciente com os seguintes fatores de risco: internagdo prolongada, transferéncia hospitalar,
politraumatizada, sonda vesical, cirurgia potencialmente contaminada e uso de cefalosporinas
de 3® geracfio e vancomicina. A paciente {oi tratada com linezolida, evoluindo bem com alta
hospitalar. Anteriormente, na mesma clinica cirargica (Clinica Cirtirgica I), Melo, Carvalho,

Gontijo Filho (2001) detectaram uma paciente cirurgica politraumatizada, em uso de
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vancomicina colonizada no intestino por uma amostra de E. faecalis com resisténcia
intermediaria a este glicopeptideo.

As infec¢Bes enterocdcicas hospitalares s3o na sua maioria endogenas, mas existem
evidéncias da aquisi¢do exégena através da disseminacdo de paciente para paciente de
amostras de VRE (CHIRURGI et al., 1992; DEMBRY, 1996), inclusive no surto descrito em
Sio Paulo (GALES, 2061; MEDEIROS et al., 2002)

Como referido, a importincia do fenétipo VRE em unidades criticas em hospitais nos
EUA assumiu uma dimensdo preocupante (CDC, 1997), extensivo a etiologia de infeccdes de
corrente sanguinea, onde sua participago € de 3,8% (EGGIMANN; PITTET, 2002).

As dificuldades resultantes da inexisténcia de laboratérios e de baixa qualidade dos
existentes tém um impacto expressivo no tocante as infecgdes hospitalares (GONTIJO
FILHO, 2002), considerando a diversidade de agentes etioldgicos nas diferentes sindromes
infecciosas, bem como, as proporgdes significativas de amostras resistentes/multiresistentes
em relagfio a todos eles (GOLDMANN; HUSKINS, 1997; WEBER, RUTALA, 1999).

No tocante a investigacdo de surtos, a discrimina¢do das amostras epidémicas, embora
passivel de ser realizada por técnicas fenotipicas, como o espectro de resisténcia aos
antibidticos, é feita atualmente através de métodos moleculares, particularmente por técnicas
de “DNA fingerprinting” onde se destaca a eletroforese em campo pulsitil (PFGE)
(MASLOW: MULLIGAN; ARBEIT, 1993; PFALLER; HOLLIS; SADER, 1994; TEIXEIRA
etal,, 1995; PLESSIS et al., 1995; BARBIER et al., 1996; DESCHEEMAEKER et al., 1997).
Considerando a estabilidade, reprodutibilidade e poder discriminatorio, a técnica de PFGE
esta sendo considerada como a metodologia mais adequada para andlise epidemiologica das
infeccdes hospitalares (BARG, 1993).

Nesta investigagdo, embora houvesse inicialmente apenas um isolado do VRE, um

total de 30 amostras foram analisadas quanto a presenca de genes vanA, vanB e vanC pelo

SiSBI/UFU
213780
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multiplex PCR, confirmando-se a existéncia do gen6tipo vanA naquela resistente a altas
concentragdes de vancomicina e teicoplanina (fenétipo VanA). Embora, uma segunda amostra
isolada de um caso de sepse apresentasse um grau de similaridade em tormo de 80,0%, ela era
susceptivel & vancomicina € 0 paciente ndo apresentava nenhuma relago espacial, ja que se
encontrava internado na enfermaria de Clinica Médica). Entretanto, pelos dois casos de VRE
mencionados é importante enfatizar a necessidade um programa de vigildncia epidemioldgica
para monitorar a situa¢fo referente a este microrganismo na enfermaria cirtrgica referida.
Além dessas duas amostras, foram também tipadas mais nove, incluindo duas de E.
Jaecium, verificando-se similaridades genéticas de at€¢ 91,0% entre alguns isolados de E.
Jaecalis , sem no entanto, qualquer relagio entre os pacientes quanto as enfermarias e o

periodo de interna¢dio. Entre as nove amostras de E. faecalis, a maioria foi proveniente de

pacientes 1d0sos.

Na maioria dos surtos/’clusters” de infeccGes hospitalares por enterococos
investigadas nos EUA e Europa (WOODFORDi STIGTER, 1998) a amostra epidémica €
usualmente caracteristica tratando-se de um tnico clone, refletindo uma transmissio cruzada,
provavelmente pela mio de profissionais de satde, existem aquelas em que ha varios clones
do mesmo microrganismo, associados a problemas na politica de uso de antibibticos
(GOLDMAN: HUSKINS, 1997; CEREDA et al., 2002; HANBERGER et al., 2001). As duas
situagdes estio presentes nos hospitais brasileiros, tomado-se possivel a ocorréncia de
“clusters” associados a microrganismos resistentes ou ndo. (PANNUTTI; GRIMBAUM,
1995).

Embora o foco principal das doengas infecciosas nas ultimas décadas fossem em
adultos e criangas, atualmente, a preocupagdo com a populagdo idosa é mandatéria. A inter-
relacio entre idade e doenga infecciosa € uma pequena parte do problema global do

envelhecimento da populagio (YOSHIKAWA, 2000).
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7 CONCLUSOES

A freqiiéncia de pacientes idosos com infec¢des hospitalares (16,1%) foi alta e subestimada,
particularmente considerando-se que menos de 20% dos pacientes foram utilizados critérios

microbiolégicos, que sdo imprescindiveis na definigfio de infecgdes urinarias, consideradas as

mais freqiientes nessa faixa etéria;

Nio houve diferencas entre os fatores de risco para infecgfio hospitalar entre pacientes idosos

e adultos, refletindo sobretudo o pequeno nimero de pacientes incluidos na investigagio;

A freqiiéncia de colonizagfo por Staphylococcus aureus em idosos, principal fator de risco
para infecgio por esse microrganismo, foi de 45%, sendo cerca de 40% resistente a oxacilina.

A variavel mais significativa nesse grupo foi o uso de cefalosporinas de amplo espectro, no

grupo colonizado;

As bacteremias primdrias hospitalares por MRSA corresponderam a metade, sendo associadas
a0s seguintes fatores de risco: presenca de mais de um diagnéstico, cirurgia, tempo de

internacfio, uso de antibiGticos € de procedimentos invasivos como sonda vesical e drenos,

sem relagfio com pacientes com idade superior a 60 anos;

A presenca do gene mecA foi detectada nas amostras de MRSA, excetuando-se duas com

nivel alto de resisténcia 4 oxacilina (> 256pg/mL), evidenciando a possibilidade da existéncia

de outros gendtipos;
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Os métodos tradicionais usados na identificacdio das espécies de enterococos diferiram em

apenas dois isolados quando comparados a técnica do “multiplex PCR *;

Ao contrdrio de isolados de HLR (60,7%), ndo foi encontrada resisténcia 4 concentragfes

elevadas de ampicilina, assim como isolados produtores de B-lactamases;

I descrito o primeiro caso de infecgfio por E. faecalis (vanA) com nivel alto de resisténcias a

vancomicina e teicoplanina;

A analise do DNA bacteriano por PFGE de isolados clinicos de enterococos evidenciou perfis

de similaridades variando de 36,0% a 91,0%, predominando um padrio policlonal.
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ANEXO A

PREVALENCIA DE INFECCOES HOSPITALARES: HC-UFU

N°:

Nome:

Data:

Sexo : Data adm

Data infec¢éo Transferéncia hospitalar:  S/N

Prontuario: Idade

Clinica Leito

Infecgdo: S/N H: C: D:

Diagnostico (Doenga de base)

Diagn6stico clinico

Febre: S/N Antibiéticos: S/N Quais?

Fatores de risco:

* Cirurgia: S/N Qual?
Emergéncia: Classificagdo: L/PC/C/S

Efetiva:

* Trauma: S/N
* Sonda servical: S/N
* Respirador: S/N

* Cateter vascular: SN Periférico () Central ( )

* Dreno: S/N

Outros:

Imunocomprometido: S/N Qual?

Subnutri¢do: S/N

Gravidade da doenga: A)____ B) C)___ D___ED (E/ND) (UThH

Diagnostico Laboratorial: /N Agente (s):

Espectro de resisténcia:

Sitio de isolamento:

Observagoes:
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—

Un1vers1dade Federal de‘ Ubewrlandla.“: o

2160 - Bloco J - Campun Santa Monlcn » chrlnndin MG -
W (034) 239 4131 - 235-2078

Av. Joiio Nﬁvcs dc Aviln n.”
CEP ~38400-089

Uberlandia, 30 de novembro de 2001,

Processo n° 077/2001

PROJETO DE PESQUISA: “Infecgées Hospitalares em Pacientes Idosos: Aspectos
Epidemiolégicos Classicos e Moleculares Associados a Staphylococcus aurcus e

Enterococus’.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dr. Paulo Pinto Gontijo Fitho

O projeto acima identificado, foi aprovado para ser realizado conforme os autores se

compromctem.

uel Tanis Jorg,e

Prof. 24
CEP/




102

APENDICE A

Trabalhos publicados e/ou enviados para publica¢do

RIBAS, R. M.; GONTUO FILHO, P. P. Comparing Hospital Infections in the Elderly versus
Younger Adults: An Experience in a Brazilian University Hospital. The Brazilian Journal of

Infectious Diseasesi, v. 7, n. 3, June, p. 210-215, 2003.

!
Jf RIBAS, R. M.; GONTIO FILHO, P. P. Enterococcus resistentes: um estudo prospectivo de
| incidéncia e os fatores de risco associados em um Hospital Universitario Brasileiro. 4 Folha

]
j Médica, Sio Paulo, v. 120, p. 29-34, 2001.
|

RIBAS, R. M.; GONTIJO FILHO, P. P.; DARINI, A. L. C. Conventional tests versus
molecular tests ((multiplex PCR and PCR mecA gene) for detection of methicillin resistant

Staphylococcus aureus). Em fase final de redagiio.

RIBAS, R. M.; FREITAS, C.; GONTUO FILHO, P. P. Nosocomial Bloodstream Infections:
Organisms, Risk Factors and Resistant Phenotypes in the Brazilian University Hospital.
Enviado para publicagdo no Brazilian Journal of Microbiology.




e L
VI, [

103

APENDICE B

Trabathos apresentados em Congressos

RIBAS, R. M;; FREITAS, C.; DARINIL, A. L. C.; PALAZZO, I. C. V.; GONTUO FILHO, P.
P. 200~3. Testes c.onvel?cxonais versus moleculares (multiplex PCR e PCR gene mecA) na
detecgio de resisténcia a4 meticilina. Abstracts do  XXII Congresso Brasileiro de

Microbiologia, Florianépolis, PR, IH 035, p. 57.

R[BAS, R. M,; URZFIDO, J. E.; FREITAS, C.; GONTUO FILHO, P. P. 2003. Etiologia e
fendtipos de resisténcia de bactérias Gram-negativas associados & sepse no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia. Abstracts do XXII Congresso Brasileiro de

Microbiologia, Floriandpolis, PR, IH 036, p. 57.

SILVA, F.; CORREA, K. C.; RIBAS, R. M.; GONTLO FILHO, P. P. 2003. Presenca de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em superficies proximas & pacientes
infectados. Abstracts do XX Congresso Brasileiro de Microbiologia, Floriandpolis, PR, IH

034, p. 57.

RIBAS, R. M.; FREITAS, C.; GONTUO FILHO, P.P. 2003. Classificagfo, epidemiologia e
etiologia de bacteremias por bactérias Gram-negativas no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia. Abstract do XIII Congresso Brasileiro de Infectologia,

Goidnia, GO, P280, p. 280.

CORREA, K. C.; SILVA, F.; RIBAS, R. M.; GONTIO FILHO, P. P. 2002. Contaminagdo de
superficies por MRSA em pacientes em uso terapéutico de vancomicina ou oxacilina.
Abstract do Il Workshop de Pos-Graduagdo em Imunologia e Parasitologia Aplicadas,

Uberlandia, MG, v. 18, p. 45.

PEREIRA, N. A.; RIBAS, R. M.; GONTIJO FILHO, P. P. 2002. Contz.iminfxcz”io e limpeza de
pisos e enfermarias representativas do Hospital de Clinicas da Ut}xversldadf: Feder‘al de
Uberlandia. Abstract do VII Congresso de Controle de Infec¢do ¢ Epidemiologia Hospitalar,

Curitiba, PR, p. 154-155.

COSTA. L. S.: RIBAS, R. M.; BEICHER, A. M. A. H; GONTIIO FILHO, P. }’. 2_()02.
. i fissionais de

Presenca de Staphylococcus aureus e bacténas Gram-negativas nas maos de pro
enfermagem, estudantes de medicina/médicos e visitantes em d1fer‘entes' quades dq H{C-
UFU. Abstract do VI Congresso de Controle de Infecgio e Epidemiologia Hospitalar,

Curitiba, PR, p. 238-239.




104

i ic { or
RIBAS, R. M - GONTLO FILHO, P. P. 2002. PrevalénC{a de bacteretlmis hcc())srpl)]l?;ilgfsspde
Slap/zyl,ococcu; aureus e Staphylococcus coagllflase n?\%ﬁ?;e‘:‘?s (efestéa ng: nif;gem Uberlindia
ISCO intri i t do III Férum >
TISCO mtrinsecos e extrinsecos, Abstrac

MG, p. 10.

P P
DO, J. E.; GONTIO FILHO, P. P
RIBAS, R M; BriTO D. V. D.; FREITAS, C; %ﬁ?ég;sjgrém-negaﬁvas asg“‘aggfr j‘
> . - » .. s tAnn 14s
2001, Fatoris de ;:1300 eﬁf?ggjﬁ?;ggs rgglsft{eg_c[l?pu Abstract do XXI Congresso
ospitalares

bacteremias
de Microbiologia, Foz do Iguacu, PR, p. 142.

ientes idosos:
5 italares em pacientes 1
. g . 2001. Infecgdes hospita . Brasileiro de
IiIBAS, o s GONTI'Jg F%j;gn:n: Brasileiro. Abstract do XII Congresso
pital un

EXDperiéncia de um hos
Infectologia, Rio de Janeiro, RJ, p.S135.

‘ * I{O, P. P. [

Multiresistenteg e infec
de risco. Abstract d
Janeiro, RJ, p. 45, )

P. 2001. Hospitals

CILHO, P. - with risk.
e ~ . GONFIJO [ 1[ [i()nShlp Wi .
: s ; FREITAS, C.; GON rs and relationship WA 7 -
.RIBA.S’ R M; LE.LIS.’ ¢ C X;orgalﬁbms mn hospltal-xzefi ?kjfguw de Linddia, SP, p. S86
Il{l felctlon::gn ld rrzu(lim;?ftca:;zgqs of Pharmaceutical Sciences,
‘actors. Abstract do S
S87




