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Resumo

Infecgdes por Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) sdo cada vez mais
comuns, tanto em ambiente hospitalar como na comunidade. A vancomicina € o
principal antimicrobiano utilizado no tratamento destas infec¢des e, devido a utilizacdo
frequente, ja € possivel observar cepas com sensibilidade diminuida. Com o objetivo de
avaliar a presenca de amostras de Staphylococcus aureus com heterorresisténcia
intermediéria a vancomicina (hVISA) em amostras de MRSA obtidas de pacientes em
uso terapéutico desse antimicrobiano, internados no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), em Uberlandia MG, foi realizado um
estudo de coorte retrospectivo incluindo 96 pacientes (48 pacientes que foram a obito e
48 pacientes que evoluiram para alta), entre setembro de 2006 e setembro de 2008. A
investigacdo da ocorréncia de MRSA foi realizada a partir de pele, tecidos moles
incluindo pus, infec¢cdo de sitio cirtirgico e corrente sanguinea; de pacientes internados
ou atendidos no ambulatério do hospital que apresentaram diagnostico de infec¢ao por
MRSA. As amostras selecionadas foram testadas quanto a sensibilidade a vancomicina
pelas técnicas de diluicio em agar e a heterorresisténcia, pela analise do perfil
populacional, da area sob a curva (PAP-AUC). A concentracio inibitéria minima (MIC)
de 93,7% das amostras exibiram o MIC para vancomicina entre 1 e 2ug/mL e 2%
mostraram um MIC de 3ug/mL. O fenétipo hVISA ocorreu em mais de 25% das
amostras de MRSA, evidenciando uma alta prevaléncia, embora no MIC convencional
indicasse suceptibilidade a vancomicina. A prevaléncia de mortalidade foi significante
(P = 0.001), nos portadores do fendtipo hVISA. A presenca de amostras
heterorresistentes a vancomicina representa um risco potencial no futuro. Portanto
estudos multicéntricos devem ser realizados em nosso pais para esclarecer taxas de

prevaléncia e determinar a relevancia clinica deste fenétipo.

Palavras-chave: Infeccao Hospitalar. Mortalidade. Heterorresisténcia. Vancomicina.
MRSA. hVISA.



Abstract

Infections with methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are increasingly
common, both in hospitals and in the community. Vancomycin is mainly used in
treatment of microbial infections and, due to its indiscriminate use emerged strains with
decreased susceptibility. In order to assess the presence of S. aureus with intermediate
heteroresistant vancomycin (hVISA) in samples of MRSA from patients in the
therapeutic use of this antimicrobial at the Clinical Hospital of Uberlandia Federal
University (HC-UFU) in Uberlandia MG, we conducted a retrospective cohort study
including 96 patients (48 patients who died and 48 patients discharged), between
September 2006 and September 2008. The investigation of the occurrence of MRSA
was performed from skin, soft tissues including pus, surgical site infection and
bloodstream; inpatient or outpatient clinic of the hospital that were diagnosed with
MRSA infection. Selected samples were tested for sensitivity to vancomycin by agar
dilution techniques and heteroresistant by analysis of the population profile, in the area
under the curve (AUC - PAP). The minimum inhibitory concentration (MIC) of 93.7 %
of the samples exhibited MIC to vancomycin between 1 and 2ug/mL and 2% showed an
MIC of 3pg/mL. The hVISA phenotype occurred more than a quarter of the samples of
MRSA, although showing a high prevalence in conventional MIC indicated
susceptibility to vancomycin. The prevalence of mortality was significant (P = 0.001),
in patients with hVISA phenotype. The presence of vancomycin heteroresistant samples
represents a potential risk in the future, and clinically supported multicenter studies
should be performed in our country to clarify prevalence rates and to determine the

clinical relevance of this phenotype.

Keywords: Hospital Infection. Mortality. Heteroresistance. Vancomycin. MRSA. VISA.



1-INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus foi descrito pela primeira vez hia mais de 120 anos pelo
médico escoc€s sir Alexander Ogston, que reconheceu seu papel em infeccdes de pele e
sepse (CUNHA; USTULIN, 2011). A resisténcia a antimicrobianos foi relatada logo
depois do lancamento da penicilina, em 1941 (KIRBY, 1945). Decorrido apenas seis
anos, 50% das amostras hospitalares ja se mostravam resistentes e, esta resisténcia, logo
se tornou mundial (GUNES et al., 2012). Essa proporc¢ao posteriormente aumentou para
cerca de 80 a 90% nos Estados Unidos (CDC, 2002).

No Brasil, pesquisas feitas na Faculdade de Medicina de Botucatu, evidenciou
que 93% das amostras de S. aureus sdo resistentes a penicilina (MARTINS et al., 2010).

A meticilina tornou-se comercialmente disponivel em 1961, € no mesmo ano, no
Reino Unido, j& havia relatos de resisténcia a esta droga (BARBER, 1961).

O mecanismo de resisténcia a meticilina utilizado por S. aureus esta relacionado
com a producdo de proteinas ligadoras de penicilina de baixa afinidade (Penicillin
Binding Protein - PBP) PBP2a ou 2°, que € codificada pelo gene mecA (NAVES et al.,
2012; WERTH et al., 2013). Esse gene é carreado por um elemento genético movel,
Staphylococcal Cassette Chromosome mec, (SCCmec) (TURLEJ, 2011) que confere
resisténcia a todas as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (HOWDEN et al.,
2010) além de, usualmente carrear outros genes de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos, incluindo macrolideos, fluorquinolonas, clindamicina e rifampicina,
entre outros, resultando em multirresisténcia das amostras (NAVES et al., 2012).

O primeiro elemento SCCmec foi identificado em uma amostra japonesa de S.
aureus, N315, em 1999, e logo depois mais dois SCCmec de diferentes amostras de

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) foram determinados (ITO et al.,



2001). A partir da andalise estrutural detalhada do SCCmec, estes elementos foram
classificados como tipos I, IT e IIT (ITO et al., 2001). Posteriormente, novos tipos de
SCCmec, como SCCmec IV (MA et al., 2002), SCCmec V (ITO et al., 2004), SCCmec
VI (OLIVEIRA et al., 2006), SCCmec VII (BERGLUND et al., 2008), SCCmec VIII
(ZHANG et al., 2009), SCCmec IX, SCCmec X (MCCARTHY; LINDSAY, 2010),
SCCmec XI (TURLEJ, 2011) também foram identificados.

As amostras hospitalares de MRSA estdo disseminadas por todo o mundo e sua
prevaléncia continua a aumentar nos Estados Unidos, onde € responsivel por pelo
menos um ter¢o de todas as infecgdes por S. aureus (KLEVENS et al., 2007). Sozinho,
0 MRSA causou mais mortes em 2005 do que a infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia
humana (KLEVENS et al., 2007).

Em 2005, a taxa de mortalidade estimada por MRSA foi de 6,3 por 100.000
individuos internados (KLEVENS et al., 2007). MRSA ¢ também causa frequente de
infec¢oes invasivas (CAMARGO; GILMORE, 2008). Estima-se que a incidéncia destas
infec¢des (31,8 por 100.000 individuos) tenha sido superior a de outros importantes
patégenos bacterianos como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e
Neisseria meningitidis (CAMARGO; GILMORE, 2008).

No Brasil, a frequéncia de MRSA € sempre alta em hospitais de grande porte
(TRINDADE et al., 2005). Estudos realizados em hospitais universitarios brasileiros
demonstraram que MRSA € responsavel por 40 a 70% das infec¢des por S. aureus
(SADOYAMA; GONTIJO FILHO, 2000; TRINDADE et al., 2005).

Entre os fatores de risco para infeccdes por MRSA estdo: doencas cronicas,
dialise, malignidade, exposi¢cdo prolongada a agentes antimicrobianos, especialmente

cefalosporinas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas, idade avancada, diabetes



dependente de insulina, tabagismo, obesidade, dermatite e hospitalizacdo prolongada
(PARK et al., 2012).

A investigacdo rotineira das principais areas afetadas por MRSA dentro do
hospital € considerada como uma estratégia eficaz para o controle desse micro-
organismo, além de representar maior custo beneficio para o hospital, uma vez que o
custo do controle desse micro-organismo € inferior ao do tratamento das infec¢des por
MRSA (MELO et al., 2009; SHANG et al., 2011).

O aumento das infecgdes hospitalares por MRSA foi acompanhado pela
resisténcia a varios antimicrobianos, como aminoglicosideos, quinolonas, macrolideos e
tetraciclinas (GUNES et al., 2012). A preocupacdo se concentra no surgimento de
micro-organismos com resisténcia a vancomicina, ja que a vancomicina € o tratamento
de escolha para MRSA (van HAL et al., 2011; RICHTER et al., 2011).

Ap6s o aparecimento de MRSA em 1961, a vancomicina tornou-se o sustentaculo
da terapia para infec¢des graves por esse micro-organismo (CUNHA; USTULIN, 2011).
Disponibilizada a partir de 1958 (HOWDEN et al., 2010) é um antimicrobiano inibidor
da sintese da parede celular em S. aureus e outros organismos Gram-positivos
(LEVINE, 2006; RICHTER et al.,, 2011). Enquanto antimicrobianos [-lactadmicos
inibem a sintese da parede celular através da ligacdo a transpeptidase, sitio ativo da
PBP, a vancomicina atua por um mecanismo diferente. A ligacdo ocorre no C-terminal
D-Ala-D-Ala do residuo precursor de peptidoglicano e forma um complexo ndo
covalente, estavel, que impede a utilizagdo do precursor para a sintese da parede celular
(van HAL et al., 2011).

Desde 1960, a vancomicina tem sido amplamente utilizada em muitos paises para
o tratamento de infec¢des graves causadas por bactérias Gram-positivas (HIRAMATSU

et al., 2001; SILVESTRE, 2013). Seu uso frequente em infecgdes por MRSA vem,
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gradualmente, selecionando amostras de MRSA com suscetibilidade reduzida aos
glicopeptideos, o que levou a identificacdo no Japao, em 1997 de uma cepa de MRSA
com resisténcia intermediaria a vancomicina (HIRAMATSU et al., 1997).

O CLSI, (Clinical and Laboratory Standards Institute) definiu os pontos de cortes
de concentrac¢do inibitéria minima (MIC) para vancomicina de S. aureus ha mais de 20
anos atras (CLSI, 2009). Os pontos de corte foram: suscetivel, com MIC <4 pg/ mL,
intermediario, com MIC entre 8 e 16 ug/ mL, e resistente com MIC > 32 pg/ mL
(CLSI, 2009).

Em 1997 no Japao, foi isolado um MRSA com MIC para vancomicina de 8 pg/
mL, denominada Mu50, (S. aureus com resistencia intermediaria a vancomicina, ATCC
700699) a partir de uma infeccdo de ferida operatdria de um individuo de 4 meses de
idade, que foi submetido a cirurgia cardiaca, onde o uso de vancomicina ndo curou a
infec¢do, e uma amostra com um MIC para vancomicina de 4 ug/ mL que abrigou
subpopulagdes que apresentaram um MIC superior, em uma taxa maior do que 1 em 10°
células, designada Mu3 (h-VISA, ATCC 700698) (HIRAMATSU et al., 1997).

A cepa Mu3 foi isolada em 1996 do escarro de um paciente de 64 anos com
pneumonia por MRSA e que teve falha terapéutica com o uso de vancomicina
(HIRAMATSU et al., 1997).

Atualmente, as seguintes siglas sdo utilizadas para os fendtipos de resisténcia
encontrados nos hospitais: VSSA (Vancomycin-sensitive S. aureus), com MIC <2 ug/
mL, VISA (Vancomycin-intermediate S. aureus), com MIC variando entre 4 e 8 ug/mL
para as amostras de resisténcia intermediaria; VRSA (Vancomycin-resistant S. aureus),
com MIC > 16 pg/mL e hVISA (Heteroresistant VISA), que consiste no isolado com
MIC < 2ug/ mL quando testados por métodos de rotina mas, que apresentam

subpopulagdes, da ordem de uma em cem mil unidades formadoras de coldnias (UFC)
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com MIC entre 4 e 8 pg/ mL (MELO et al., 2009; RICHTER et al., 2011; CLSI, 2012;
WANG, 2013).

A alteracdo realizada para os pontos de corte foi justificada pela observacdo da
associacdo entre o MIC para vancomicina de 4 ug/ mL e a falha no tratamento e
também o aumento da deteccdo de amostras heterorresistentes (WANG, 2013).

O método padrao para a deteccdo de hVISA € a analise do perfil populacional
(PAP) da area sob a curva (AUC), contudo, um certo nimero de métodos substitutos

para a detec¢do de hVISA também estdo disponiveis, tais como o macrométodo €-test

(MET) e o uso de meios de culturas acrescidos de vancomicina, vendidos
comercialmente (HOWDEN et al., 2010). A definicio de VISA € mais simples, tal
como € definido com base no MIC para vancomicina, enquanto que a definicdo de
hVISA € mais dificil e ndo é bem padronizada (MANFREDINTI et al., 2011; van HAL et
al., 2011).

A prevaléncia de hVISA varia significativamente e algumas destas diferencas
podem muito bem ser explicadas pelas diferencas laboratoriais em relagdo a defini¢des e
estratégias de ensaio, no entanto, verifica-se que as taxas de hVISA podem variar
globalmente (HOWDEN et al., 2010).

Por exemplo, Hiramatsu e colaboradores (2001), detectaram amostras de hVISA
em até 20% dos MRSA em um hospital japonés, mas estudos posteriores em outros
hospitais japoneses contestaram este resultado pela ndo deteccio de amostras de
hVISA entre 6.625 amostras testadas (IKE et al., 2001; ARAKAWA et al., 2004).

Ap6s os primeiros relatos de VISA e hVISA no Japao ndo demorou muito para
que este fenotipo fosse reconhecido em todo o mundo (HIRAMATSU et al., 2001).
Amostras de S. aureus (predominantemente MRSA) demonstrando o fenétipo hVISA ja

foram relatados em muitos paises dos Estados Unidos (BOYLE et al., 2001; WALSH,
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HOWE, 2002), da Europa (van GRIETHUYSEN et al., 2003), da Asia (SONG et al.,
2004; MAOR et al., 2007), da Oceania (GEMMELL, 2004; HOWDEN et al., 2010), e
da América do Sul (OLIVEIRA et al., 2001; MELO et al., 2009).

Pesquisas feitas com amostras de MRSA de cinco regides dos Estados Unidos,
evidenciaram taxas de 15% de hVISA (RICHTER et al., 2011; SATOLA et al., 2011).

Na Australia, van Hal e colaboradores (2011), encontraram 12% de hVISA entre
458 amostras de MRSA isolados de infeccdes de corrente sanguinea. Horne e
colaboradores (2009), encontraram 13% de hVISA apartir de hemocultura e quando
todas as amostras clinicas de MRSA foram testadas pelo método PAP-AUC, uma taxa
aproximadamente de 50% de hVISA foi observada.

Altas taxas de mortalidade em pacientes infectados por amostras de hVISA,
também ja foram observadas por Takata e colaboradores (2013), que encontraram
18,5% de hVISA em amostras sanguineas e evidenciaram taxa de mortalidade 80%
maior no grupo infectado por hVISA em comparagdo com o grupo controle.

Uma andlise realizada com isolados de MRSA a partir de pacientes com
pneumonia identificou entre eles 21% de hVISA (WANG et al., 2013). Quando
analisada a mortalidade em 30 dias observou-se 37% para amostras de MRSA e 63%
entre os hVISA (WANG et al., 2013).

Com o surgimento de amostras de hVISA, op¢des de tratamento para pacientes
infectados com estas amostras tornaram-se limitadas (BAE et al., 2009; CHEN et al.,
2011). Este fendtipo tem sido isolado mais frequentemente em todo o mundo e sdo
interpretados como suscetiveis a vancomicina utilizando a determinacio de testes de
MICs convencionais, mas contém uma sub-populacdo de células que podem crescer na
presenca de concentragdes > 4 ug / mL vancomicina (HIRAMATSU et al., 2001;

MILLER et al., 2012).
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O relato do aparecimento de resisténcia a vancomicina, medicamento de escolha
para tratamento de hVISA, associado as suas altas taxas de infec¢des hospitalares,
tornam indispensaveis adocdo de medidas de controle para esse patdgeno em ambientes
hospitalares (GUNES et al., 2012). Procedimentos preventivos devem ser adotados, tais
como: isolamento dos casos positivos de hVISA, uso racional de antimicrobianos,
controle dos portadores e medidas educativas, bem como vigilancia em UTIs (PARK et
al., 2012).

O aumento da frequéncia de hVISA, o aparecimento de amostras resistentes a
vancomicina e os elevados indices de morbidade e mortalidade, tornam esse micro-
organismo um grave problema de saude publica, principalmente em ambientes

hospitalares (TAKATA et al., 2013).
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2-OBJETIVOS

2.1-OBJETIVO GERAL

Analisar a heterorresisténcia a vancomicina em amostras de MRSA através da

andlise do perfil populacional bacteriano e a mortalidade para hVISA.

2.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1-Analisar a heterorresisténcia a vancomicina de amostras de MRSA associadas a
infeccdes hospitalares no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HU-UFU).

2.2.2-Evidenciar os fatores de risco dessas infec¢des para o prognéstico de morte.

2.2.3-Associar heterorresisténcia com eficiéncia da antibioticoterapia.
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3-JUSTIFICATIVA

As amostras de MRSA estdo disseminadas por todo o mundo e sua prevaléncia
continua a aumentar (RICHTER et al., 2011; WANG et al., 2013).

Desde 1960, a vancomicina tem sido amplamente utilizada para o tratamento de
infec¢des causadas por MRSA (HIRAMATSU et al., 2001; SILVESTRE, 2013). Seu
uso frequente vem, gradualmente, selecionando amostras com suscetibilidade reduzida a
este glicopeptideo (HIRAMATSU et al., 2001).

O aumento da frequéncia de hVISA, o aparecimento de amostras resistentes a
vancomicina e os elevados indices de morbidade e mortalidade, tornam esse micro-
organismo um grave problema de saude publica, principalmente em ambientes
hospitalares (TAKATA et al., 2013). Estes fatores justificam a necessidade de elucidar
se a susceptibilidade in vifro a vancomicina de amostras clinicas de MRSA estd
correlacionada com o resultado correspondente em pacientes clinicos.

Devido a rapida disseminacdo mundial de amostras hVISA somada ao impacto
negativo da terapéutica antimicrobiana utilizada, é fundamental o esclarecimento da

epidemiologia das infec¢des por este micro-organismo.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1- Hospital e local de desenvolvimento do projeto

O estudo foi realizado no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU),e no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de

Uberlandia, da Area de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia do ICBIM.

4.2- Definicoes

Bacteremia primaria: definida pela presenca de pelo menos um dos sinais e sintomas
relacionados: febre, hipotensdo, oligiria, quando de cultura de sangue positiva, sem

outros focos reconhecidos (CDC/NHSN, 2013).

Bacteremia secundaria: definida como sepse que ocorra na presenga de um sitio

anatdmico extra-vascular infectado (CDC/NHSN, 2013).

CA-MRSA: MRSA de origem comunitaria isolado de infeccOes em pacientes sem
fatores de risco classicos, com perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
considerados como marcadores fenotipicos e carreando SCCmec IV ou V (MILLAR et

al., 2007).

HA-MRSA: MRSA isolado a partir de infec¢cOes em pacientes com pelo menos um
fator de risco, usualmente multirresistente e carreando SCCmec 1, II, III ou IV

(MILLAR et al., 2007; OTTER e FRENCH, 2010).
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hVISA: isolado de S. aureus com MIC para vancomicina < 2pug/mL quando testados
por métodos de rotina, mas que, apresentam subpopulacdes na ordem de uma em cem
mil unidades formadoras de colonias com MIC entre 4 e 8 pg/ mL (Intermediério)

(HIRAMATSU et al., 2001).

Infeccdo comunitaria: € definida como toda infec¢do  diagnosticada
microbiologicamente nas primeiras 48 horas de internacdo quando, ndo puder ser

associada a internagdes ou procedimentos hospitalares prévios (CDC/NHSN, 2013).

Infeccao de pele e tecidos moles: lesdes com drenagem purulenta, febre, dor e rubor no
local; a cultura da secrecdo, quando do isolamento de micro-organismos deve ser em

cultura pura, ou isolamento de micro-organismo no sangue (CDC/NHSN, 2013).

Infeccao de sitio cirdrgico: infec¢des diagnosticadas no periodo de 30 dias apds a
cirurgia desde que a infec¢do esteja localizada apenas em pele ou tecido subcutaneo no
local da incisdo, apresentando drenagem purulenta e com caracteristicas clinicas de

febre, rubor e edema (CDC/NHSN, 2013).

Infeccao hospitalar: é definida como toda infec¢io adquirida 72 horas apds a admissao
do paciente no hospital ou ap6s 48 horas, quando da presenca de cateter vascular central
ou protese ventilatdria, e que se manifesta durante o tempo de internacio ou apds a sua
alta, quando essa estiver diretamente relacionada com a internacdo ou com

procedimentos hospitalares (CDC/NHSN, 2013).

Mortalidade hospitalar: nimero de obitos em até 30 dias apos o diagndstico

microbioldgico de infec¢do (CDC/NHSN, 2013).
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Terapia antimicrobiana inapropriada: quando o micro-organismo isolado apresentar
resisténcia in vitro ao antibidtico utilizado no tratamento do paciente e/ou auséncia de
terapia durante as primeiras 24h apds o diagndstico microbioldgico de infecgdao

(CDC/NHSN, 2013).

4.3- Modelo de estudo

Este estudo foi realizado com amostras provenientes de uma tese de doutorado
intitulado “OCORRENCIA DE SCCmec TIPO IV DE Staphylococcus aureus EM
INFECCOES COMUNITARIAS E HOSPITALARES EM UM HOSPITAL
UNIVERSITARIO DE MINAS GERAIS” , um estudo de coorte longitudinal
prospectivo de amostras coletadas no periodo de Setembro de 2006 a Setembro de 2008.
A investigacdo foi realizada a partir de amostras clinicas de pacientes com infec¢do de
sitio cirdrgico e corrente sanguinea, internados no ambulatério do hospital, que
apresentaram diagndstico de infec¢do por S. aureus. As amostras obtidas a partir do
laboratério do HC-UFU permaneceram armazenadas em tubos contendo caldo BHI

(Brain Heart Infusion) e glicerina (10%) e congeladas a -20°C para estudos posteriores.

4.4- Critério de inclusao

Durante o periodo de estudo foram isoladas 492 amostras de S. aureus e estas
submetidas ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos pela técnica de disco difusao
em Agar (CLSI, 2009) evidenciando 286 (58,0%) amostras de S. aureus sensivel a
meticilina (MSSA) e 206 (42,0%) amostras de MRSA.

Das 206 amostras de MRSA obtidas de 206 pacientes, foram selecionadas 96

amostras para o presente estudo, pois foram obtidas de pacientes que fizeram o uso de
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vancomicina durante o tratamento, sendo: 48 amostras obtidas a partir pacientes que

evoluiram para alta e 48 amostras obtidas de pacientes que foram a 6bito.

4.5- Coleta de dados
As informagdes para o preenchimento das fichas clinicas e epidemioldgica
contendo o perfil demografico e fatores de risco (intrinsecos e extrinsecos) relacionados

aos pacientes foram obtidas no Setor de Prontuarios do HC-UFU.

4.6- Técnicas microbiologicas

4.6.1- Cultivo primario

As amostras foram novamente cultivadas em Agar TSA (Triptic Soy Agar) e apds
crescimento as coldnias foram submetidas aos testes fenotipicos para identificacdo
realizada pelas caracteristicas morfo-tintoriais (coloracdo de Gram), fermentacdo do

manitol, e teste de catalase e coagulase ligada.

4.6.2- Sensibilidade “in vitro” aos antimicrobianos
e Teste de triagem em Agar incorporado de oxacilina e NaCl
Foram utilizadas placas de Agar Mueller-Hinton (MHA) contendo 6 pg/mL de
oxacilina em po e 4,0% de NaCl onde foram cultivadas as amostras de S. aureus para a
identificacdo daquelas resistentes a oxacilina, de acordo com as indica¢des do CLSI
(2012). Os in6culos foram preparados por subcultivos em caldo Mueller-Hinton e os
“spots”, correspondendo a 2pL. de cada isolado, aplicados na superficie do Agar com

auxilio do aplicador de Steers. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e a

leitura definida pela presenca (resisténcia) ou auséncia (sensibilidade) de crescimento.
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Os controles utilizados foram Staphylococcus aureus ATCC29213, como amostra
sensivel e Staphylococcus aureus ATCC43300, como amostra resistente.
e Determinacio da concentracio inibitéria minima para oxacilina e

vancomicina

O MIC para oxacilina e vancomicina foi avaliado pelo método de dilui¢ao em
agar (CLSI, 2012).

Preparo da solucao estoque do antimicrobiano. A quantidade necessaria do
antimicrobiano a ser utilizada, foi calculada através da seguinte férmula:

Peso (mg)= Volume (mL) X Concentracdo (ug/mL)

Poténcia (ug/mg)

Para cada antimicrobiano foi preparada uma solu¢do estoque na concentracao de
10.000u g/mL.

Nimero de diluicdes por placa. Foram utilizadas as concentragdes de 0,25
pg/mL a 256 pg/mL para a oxacilina e de 0,25 pg/mL a 32 pg/mL para vancomicina.

Preparo da suspensido bacteriana. A partir de uma placa com crescimento
bacteriano de 18 a 24 horas, preparou-se uma solucdo bacteriana na escala 0,5 de
McFarland (1.5 x 10* UFC/mL), sendo o inéculo final necessario de 10* UFC por ponto
de 5 a 8 mm de diametro. Por utilizarmos um aplicador de Steers com pontas de 3mm
que aplicam 2uL, a suspensdo de McFarland 0,5 deve ser diluida 1:10 em solugdo salina
estéril para obter uma concentragio de 10’ UFC/mL, concentragio esta determinada por
espectrofotometria. O indculo final foi aproximadamente 10* UFC por ponto.

Inoculacido, incubacio e interpretacio dos resultados. Os indculos foram
aplicados na superficie do Agar com auxilio do aplicador de Steers. As placas foram

incubadas a 35°C por 24 horas e a leitura do MIC foi registrada como a menor
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concentracdo do agente antimicrobiano que inibiu completamente o crescimento,

descartando qualquer col6nia dnica ou turvacgado leve causada pelo in6culo.

4.6.3- Heterorresisténcia a vancomicina

A heterorresisténcia a vancomicina das amostras foram avaliadas segundo
proposta de Hiramatsu e colaboradores (1997) com algumas modificacdes
(WOOTTON; WALSH, 2001). O inéculo foi preparado em caldo BHI “overnight” e a
densidade de crescimento ajustada com salina estéril as seguintes concentracdes: 6x10°
UFC/mL (Correspondente ao padrdo da suspensdo de McFarland 2), 3x10° UFC/mL
(Correspondente ao padrio da suspensio de McFarland 1) e 1.5x10° UFC/mL
(Correspondente ao padrio da suspensdo de McFarland 0.5) . As 3 concentracdes
resultantes foram semeadas em agar BHI (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England)
contendo de 1 a 8 pg/mL de vancomicina (SIGMA Chemical Co. St. Louis. MO. USA)
com auxilio do aplicador de Steers (2 uL). As placas foram incubadas a 35°C por 48
horas e o crescimento das diferentes amostras, nas diluicdes anteriormente mostradas e
em 8 concentragdes do antimicrobiano foram identificadas e plotadas em grafico
semilogaritmico no programa GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad; San Diego, CA,
USA). Com esse mesmo programa foi feito a razdo da area sob a curva (AUC) de cada
amostra, posteriormente dividi-se essas razdes pelo valor da drea sob a curva da cepa
padrdo Mu3 (média AUC de 21,06 =2,47) (ATCC 700698).

A éarea sob a curva é uma medicdo integrada de um efeito mensuravel . Ela é
utilizada como uma medida de efeito cumulativo da droga na farmacocinética.
Para cada regido, Prism mostra a drea em unidade de tempo do eixo X e do eixo Y.

Prisma também mostra cada regido como uma fragao da area total em todas as regides
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combinadas. A érea € calculado usando a regra trapezoidal. Isso simplesmente conecta
uma linha reta entre cada conjunto de pontos adjacentes que definem a curva. Em
seguida, Prism identifica o pico de cada regido. Este € reportado como as coordenadas X
e Y do ponto mais alto da regido e as duas coordenadas x, que representam o inicio eo
fim da regido. A drea ¢é, portanto, AX*(Y1+Y2)/2. Prism utiliza esta férmula
repetidamente para cada par adjacente dos pontos que definem a curva.

Todas as amostras foram analisadas em duplicatas.

Foi definido VSSA como uma relacdio PAP / AUC < 0.9, hVISA como uma
relacio > 0.9 (WOOTTON et al., 2001; WALSH et al., 2001).

Um fator-chave na definicdo de hVISA desta forma € a reprodutibilidade da
relacdo PAP / AUC para estirpe de referéncia Mu3. Na descri¢do original, Mu3 foi

testada em 16 ocasides e deu resultados muito reprodutiveis (média AUC de 21,06 +

2,47) (HOWDEN et al., 2010).

4.7- Analises Estatisticas

Para a analise estatistica foi realizadas compara¢des univariadas para as diferencas
entre propor¢cdes pelos testes Qui2 e exato de Fisher (N<5). A regressdao logistica
multivariada foi usada quando houvesse significancia estatistica na analise univariadas.
O risco relativo (RR) e o intervalo de confianga (IC) 95% foram calculados de acordo
com método padrdo. A significincia estatistica foi definida como um P <0,05. Os
fatores de risco potenciais para infec¢do/colonizacdo foram realizados pela
dicotomizagdo, “presente versus ausente” por meio de tabelas 2x2 analisado pelo

programa Epi Info, versdao 6.03 (CDC; WHO, 1996).
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S-RESULTADOS

Avaliagdo dos fatores de risco relativos aos pacientes e tipos de infecgdes
associados aos dois grupos (alta e 6bito) sdo mostrados na Tabela 1. Os dois grupos
foram bem pareados, evidenciado com a ndo significancia estatistica (P < 0,05) quando
comparados entre si.

Entre as infecgdes por MRSA predominaram as de corrente sanguinea, sendo
66,6% para o grupo de alta e 62,5% para o grupo de 6bito (Tabela 1), o género
masculino também predominou entre os dois grupos, sendo 72,9% no grupo de alta e
68,7% no grupo de 6bito (Tabela 1).

Também na Tabela 1, observamos que 100% das infec¢cdes por MRSA no grupo
de Obito foram de origem hospitalar, ja no grupo de alta verificamos 6% das infeccoes
como sendo de origem comunitaria.

No grupo de alta 21% dos pacientes apresentavam idade > 60 anos enquanto que no
grupo de 6bito essa porcentagem subiu para 37%, mas sem significado estatistico (Tabela 1).

Ainda na tabela 1, verificamos que 37% dos pacientes do grupo de alta ja haviam
sido internados previamente, enquanto que esse valor sobe para 39% em relacdo ao
grupo de 6bito, porem, mais uma vez sem significado estatistico (Tabelal).

O estudo dos fatores de risco extrinseco dos pacientes ¢ mostrado na Tabela 2, e
mostram que os dois grupos estdo bem pareados e com apenas uma significancia
estatistica entre os pacientes, que ocorreu entre os pacientes que fizeram uso de
cefalosporina de 3° e 4° gerag@o no grupo que foram a 6bito (P = 0.03).

Evidenciou em 100% dos pacientes fazendo uso de vancomicina como unico
tratamento ou com associacdes, no grupo de alta, 25% dos pacientes receberam

vancomicina como unico tratamento € no grupo de Obito esse numero cai para 17%

(Tabela 2).



24

Tabela 1. Dados clinicos, demograficos e fatores de risco intrinsecos relacionados aos

pacientes de alta e 6bito com infeccado por MRSA.

Caracteristicas Pacientes  Pacientes
Alta Obitos P RR (IC 95%)
N=48(%) N=48(%)
Género (M /F) 35(73)/ 33(69)/ 0.63/0.65 0.91 (0.59-
13(27) 15(31) 1.38) /1.10
(0.72-1.68)
Idade: média (V) 39 (0-90) 48 (0-85) - -
Idade > 60 anos 10(20.8) 18(37.5) 0.18 1.46 (0.99-2.14)
Tempo de internagao: média (V) 40 (0-148) 55 (0-180) - -
Tempo de internagao UTI 221 dias 35(73) 41(85.4) 0.60 1.08 (0.81-1.44)
Internagéo Prévia 18(37.5) 19(39.5) 0.83 1.04 (0.70-1.57)
Doenga de base:
Isquemia 7(14.5) 5(10.4) 0.53 0.81 (0.40-1.64)
SIDA 3(6.2) 3(6.2) 0.66 1.00 (0.44-2.29)
Neoplasia 3(6.2) 6(12.5) 0.24 1.38 (0.83-2.30)
Pneumonia 4(8.3) 3(6.2) 0.50 0.85 (0.35-2.04)
Queimadura 2(4.1) 1(2) 0.50 0.66 (0.13-3.31)
Sepse 4(8.3) 2(4.1) 0.33 0.65 (0.21-2.06)
Insuficiéncia Renal 4(8.3) 5(10.4) 0.50 1.12 (0.60-2.09)
Trauma 10(20.8) 6(12.5) 0.27 0.71 (0.37-1.39)
Diabetes Mellitus 2(4.1) 5(10.4) 0.21 1.48 (0.88-2.48)
Abdome Agudo 3(6.2) 6(12.5) 0.24 1.38 (0.83-2.30)
Osteomielite 4(8.3) 2(4.1) 0.33 0.65 (0.21-2.06)
Aquisi¢do:
Hospitalar 45(93.7) 48(100) 0.12 -
Comunitéria 3(6.2) 0(0) 0.12 -
Sitio de Infeccao:
Sangue 32(66.6) 30(62.5) 0.66 0.91 (0.61-1.37)
PAV 6(12.5) 6(12.5) 1.0 1.00 (0.55-1.83)
ISC 5(10.4) 6(12.5) 0.74 1.10 (0.62-1.97)
Pele e Tecidos Moles 5(10.4) 6(12.5) 0.74 1.10 (0.62-1.97)

M, masculino; F, feminino; V, variacdo; PAV, pneumonia associada a ventilacdo; ISC, infeccdo de sitio cirtirgico.

Em relacdo aos procedimentos invasivos, cateter vascular central e sonda vesical

foram os procedimentos mais realizados no grupo de alta e no grupo de dbitos, onde a

porcentagem foi de 67.6% e 62.5% respectivamente, seguidos pelo tubo endotraqueal,

onde os dados mostram que foram realizados em 52% dos pacientes do grupo de alta e

41.6% no grupo de 6bito (Tabela 2).

Verificamos ainda que 25% dos pacientes do grupo de alta e 31% no grupo de

6bitos nao foram submetidos a nenhum procedimento cirtrgico.
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Tabela 2. Estudos dos fatores de risco extrinsecos relacionados aos pacientes de alta e

obito com infec¢do por MRSA.

Pacientes Pacientes P RR (IC 95%)
Caracteristicas Alta Obitos
N=48(%) N=48(%)
Antibiético terapia
VAN 12(25) 8(16.6) 0.31 0.76 (0.43-1.35)
VAN + Associagdes 36(75) 40(83.3) 0.31 1.32 (0.74-2.34)
23 15(31.2) 20(41.6) 0.28 1.24 (0.84-1.85)
Carbapenémicos 13(27) 17(35.4) 0.37 1.21 (0.81-1.81)
Cefalosporina (1° e 2° geragéo) 5(10.4) 2(4.1) 0.23 0.55 (0.17-1.81)
Cefalosporina (3° e 4° geracdo) 15(31.2) 25(52) 0.03 1.52(1 .03-2.26)*
Penicilinas (OXA/ AMP) 6(12.5)/ 7(15.5)/  0.76/0.55 1.09 (0.63-1.89)
1(2) 2(4.1) 1.35 (0.59-3.08)
Fluoroquinolonas 6(12.5)/ 11(23) 0.18 1.38 (0.91-2.11)
Aminoglicosideos 4(8.3) 1(2) 0.16 0.39 (0.07-2.26)
Clindamicina 6(12.5)/ 3(6.25) 0.29 0.64 (0.25-1.66)
UTI de internacido
UTI adulto 16(33.3)  15(31.2) 1.00 1.05 (0.69-1.60)
Clinica médica 9(18.7) 10(20.8) 1.00 0.94 (0.55-1.58)
Neonatal 6(12.5)/ 6(12.5)/ 0.75 1.00 (0.55-1.83)
Queimados 4(8.3) 3(6.25) 1.00 1.16 (0.59-2.27)
Moléstias infecciosas 3(6.25) 6(12.5)/ 0.48 0.64 (0.25-1.60)
Pronto socorro 10(20.8) 8(16.6) 0.79 1.14 (0.71-1.83)
Procedimentos invasivos:
3 12(25) 14(29.1) 0.64 1.11 (0.72-1.70)
CvC 32(66.6)  30(62.5) 0.66 0.91 (0.61-1.37)
TET 25(52) 20(41.6) 0.30 0.81 (0.54-1.22)
Y 33(68.7)  30(62.5) 0.51 0.87 (0.58-1.31)
Nenhum 2(4.1) 2(4.1) 0.69 1.00 (0.37-2.72)
Procedimentos Cirdrgicos:
Nenhum 12(25) 15(31.2) 0.49 1.16 (0.76-1.76)
Drenagem 10(20.8) 8(16.6) 0.60 0.87 (0.50-1.52)
Debridamento 8(16.6) 5(10.4) 0.37 0.74 (0.36- 1.52)
Amputagdo 2(4.1) 2(4.1) 0.69 1.00 (0.37-2.72)
Laparotomia 2(4.1) 3(6.25) 0.50 1.21 (0.58-2.56)
Traqueostomia 4(8.3) 5(10.4) 0.50 1.12 (0.60-2.09)

VAN, vancomicina; OXA, oxacilina; AMP, ampicilina; CVC, cateter vascular central; TET, tubo endotraqueal; SV,

sonda vesical;

Na tabela 3 verificamos que os valores do MIC para vancomicina (45/48) ficaram

entre 1 e 2 ug/mL entre os pacientes de alta. Para os pacientes de dbitos predominou o

MIC de 2ug/mL (62.5%), onde esse valor dobrou em relacdo ao MIC de 1 pg/mL

(31.2%). Para todos os MICs, nao foram encontrados significancia estatistica.
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Ainda na tabela 3, foi demonstrado 2 amostras com MIC para vancomicina de 3.0
pg/ mL entre os pacientes de Obito, mostrando sensibilidade reduzida a este

glicopeptideo.

Tabela 3. MICs para vancomicina para amostras de MRSA isoladas de pacientes
internados no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008.

MICs Amostras Amostras
Diluicdo em Agar Pacientes Pacientes P RR (IC 95%)
Altan=48 (%)  Obito n=48 (%)
0,25 pg/mL 3 (6,2) 1(2) 0.300 0.49 (0.09-2.70)
1 ug/mL 24 (50) 15 (31,2) 0.061 0.66 (0.42-1.05)
2 ug/mL 21 (43,7) 30(62,5) 0.065 1.47 (0.96-2.25)
3 pug/mL 0 2 (4,1) 0.240 2.04 (1.66-2.51)

A andlise do perfil populacional revelou uma alta porcentagem de
heterorresisténcia no grupo de O6bitos, onde a heterorresisténcia a vancomicina foi
predominante, chegando a crescer mais de trés vezes em relacdo ao grupo de alta

(P=0.001) (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise do perfil populacional das 96 amostras de MRSA dos pacientes de
alta e 6bito internados no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de
2008.

Amostras hVISA Amostras hVISA
Concentragdes Pacientes Pacientes P RR (IC 95%)
do indculo Alta n=48 (%) Obito n=48 (%)
6x10° UFC/mL 6 (12,5) 21 (43) 0.001 1.99 (1.39-2.84)
3x10® UFC/mL 0 0 - -
1.5x10® UFC/mL 0 0 - -

Nos dois grupos as amostras hVISA evidenciaram 83.3% com MIC de 2 ug/mL, e
para os pacientes de alta 62% (Tabela5).
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Tabela 5. Prevaléncia de hVISA encontrada em cada concentracdo de MIC para as
amostras dos pacientes de alta e 6bito internados no HC-UFU, no periodo de setembro

de 2006 a setembro de 2008.

Pacientes de alta

Pacientes de dbito

MIC N (48) /hVISA (6) N (48) /hVISA (21)
0,25 pg/mL 3/0 1/0
1 pug/mL 24/1 15/6
2 pg/mL 21/5 30/13
3 ug/mL 0/0 2/2

Observando a curva de morte pela anélise do perfil populacional pela a area sob a
curva (PAP-AUC), foi constatado que no grupo de alta o perfil de resisténcia foi menor
do que o observado no grupo de dbito (Figura 1; A e B).
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Figura 1. PAP-AUC das 6 amostras de MRSA de pacientes que evoluiram para alta,
internados no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008 (A), PAP-
AUC das 21 amostras de MRSA de pacientes que evoluiram para 6bito , internados no
HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008 (B).
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6-DISCUSSAO

De resisténcia bacteriana a antimicrobianos € mundialmente notado. Em alguns
micro-organismos ainda aparecem a heterorresisténcia. Em 96 amostras de MRSA
encontramos taxas mais altas de hVISA nas amostras dos pacientes que foram a 6bito
(43%), enquanto que nas amostras dos pacientes que evoluiram para alta (12,5%). A
incidéncia significativamente maior no grupo que evoluiu para dbito nos alerta quanto a
importancia da heterorresisténcia como uma possivel causa de falha no tratamento com
vancomicina. Em nosso estudo 64.5% das 96 amostras de MRSA sdo de origem
sanguinea, e a porcentagem de Obitos entre o grupo hVISA foi de 59.2.7%, em um
estudo similar, Takata e colaboradores (2013), encontraram 18,5% de hVISA em 162
amostras sanguineas e evidenciaram 79% (P = 0.004) de mortalidade no grupo
infectado por hVISA em comparacdo com o grupo ndo heterorresistente, embora com
uma taxa de hVISA menor, a mortalidade foi semelhante. Wang e colaboradores (2013),
analisando 122 amostras de pneumonia por MRSA, identificaram 21% das amostras
como sendo hVISA, e a mortalidade em 30 dias foi de 37% para MRSA e 63% para
hVISA (P = 0.003), no referido estudo o tratamento com vancomicina foi considerado
fator de risco independente para hVISA (P = 0.04).

Entre as 96 amostras obtidas de pacientes com infec¢do por MRSA encontramos
27 (28%) de heterorresisténcia. Taxas semelhantes as nossas também foram observadas
por Bae e colaboradores (2012), pesquisando 65 amostras de MRSA nos EUA e mais
sete diferentes paises da Oceania e Europa. Estes autores encontraram 19 amostras de
hVISA (29%). Sara e colaboradores (2011), Satola e colaboradores (2011), analisando
amostras de MRSA de 5 locais geograficamente diferentes nos Estados Unidos,

encontraram taxas menores para hVISA (15%).
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Neste estudo, 92.6% das amostras de hVISA apresentaram MIC para vancomicina
entre 1 e 2 pg/mL e 2 amostras com MIC de 3ug/mL. De acordo com Leonard e
colaboradores (2009) e Musta e colaboradores (2009), de 30 a 49% das amostras de S.
aureus com MICs para vancomicina de 2 pg/ mL, sdo amostras hVISA e cerca de 60%
a 80% das amostras de MRSA com um MIC para vancomicina de 3 pg/mL sdo hVISA
(HORNE et al., 2009; MUSTA et al., 2009) em nossos dados, encontramos 100% de
hVISA entre as amostras com MICs de 3 pg/mL.

Analisando 268 bacteremias por MRSA, Park e colaboradores (2012),
encontraram 38% de amostras hVISA e os fatores associados com a presenca de hVISA
foram MIC > 2pug/mL (OR: 9.98) e terapia primaria com vancomicina (OR: 3.04). Chen
e colaboradores (2011), pesquisaram 559 amostras de MRSA com MIC para
vancomicina de 2ug/mL e evidenciaram 40% de hVISA.

Os MICs para vancomicina de nossas amostras de hVISA estdo dentro da faixa
suscetiveis (< 2ug / mL), entretanto observamos que estas amostras incluem
subpopulagdes que apresentam reduzida susceptibilidade a vancomicina. Estes
organismos sao clinicamente importantes, porque eles persistem latentes e sdo capazes
de se tornarem VISA durante a terapia com vancomicina em pacientes infectados com
amostras de hVISA (LIU e CHAMBERS. 2003. LULITANOND et al., 2005; van HAL
etal., 2012).

Hiramatsu demonstrou que amostras hVISA associado com uma mudanga sutil no
MIC de vancomicina pode afetar a eficiéncia do tratamento com vancomicina “in vitro”.
O que evidenciamos com nossos achados “in vivo”. Usando a cepa Mu3 (hVISA com
um MIC para vancomicina de 2 pg/ mL), 10 ug/ mL de vancomicina foram necessarios

para suprimir completamente o crescimento, ao passo que em amostras de VSSA com
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MIC para vancomicina de 1 ug/ mL, 2 pg de vancomicina/ mL suprimiu o crescimento
com o mesmo grau (HIRAMATSU, 2001).

O teste que utilizamos para verificar os MICs para vancomicina das 96 amostras
de MRSA foi a macrodiluicdo em Agar (CLSI, 2012), pois existe uma sutil
variabilidade, mas potencialmente importante nos resultados do MIC para vancomicina
quando sdo obtidos com diferentes métodos (PRAKASH et al., 2008; SADER et al.,
2009; RICHTER et al., 2011; GUNES et al., 2012).

Em estudos feito com amostras de hVISA e VSSA, avaliados quanto a

resisténcia a vancomicina pelo método de microdiluicdo em caldo e &test, os MICs pelo

€test foram mais elevados que da microdilui¢do em caldo (LEONARD et al., 2009;

MANFREDINI et al., 2011).

No6s analisamos MICs para vancomicina de amostras de MRSA de pacientes
internados no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008, embora
com poucos dados anteriores sobre os MICs para vancomicina de amostras anteriores a
2006 (MELO et al., 2003) verificarmos que os MICs para vancomicina estdo
aumentando (MIC creep).

O termo "MIC creep" para vancomicina € freqiientemente usado (STEINKRAUS
et al., 2007; GOULD, 2008; MILLER et al., 2012), este fenomeno tem sido
demonstrado numa série de Centros nos Estados Unidos (RYBAK et al., 2008). Na
Franca, o aumento nos MICs de glicopeptideos foram observados ao longo de 20 anos
(ROBERT et al., 2006).

O significado clinico de hVISA e VISA tem sido dificil de se determinar
claramente, isto € devido, em parte, as diferencas nas defini¢des e detec¢do laboratorial,
mas predominantemente pela auséncia de estudos bem controlados (RICHTER et al.,

2011; van HAL & PATERSON, 2011; HOWDEN et al., 2013).
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Limitagdes do nosso estudo incluem o pequeno nimero de amostras e o estudo
retrospectivo, de modo que as associagdes observadas ndo podem
conferir valor preditivo clinico. Para esse controle seria importante a realizagdo de um
estudo prospectivo.

Em nosso estudo observamos 28 % de MRSA evidenciando heterorresisténcia, e
este numero cresce para 43 % no grupo que evoluiram para obito, Shang e
colaboradores (2011), encontraram 60% de mortalidade para pacientes infectados com
amostras hVISA versus 17% para o grupo nao hVISA (P= 0.025), j4 Bae e
colaboradores (2012), analisando 65 amostras de MRSA em 8 paises, encontraram 19
amostras hVISA (29%) e verificaram que estas causam bacteremia persistente em maior
grau do que amostras MRSA (68% versus 37% P= 0.029), além de causarem faléncia
cardiaca (47% versus 20% P=0.033).

No presente estudo os fatores extrinsecos, intrinsecos e dados demograficos foram
aproximadamente pareados, sem significado estatistico, sendo assim ndo foi possivel
relatar fatores de risco relacionados a mortalidade além daquela atribuida a
heterorresisténcia. Utilizamos amostras de pacientes que fizeram o uso de vancomicina
como principal tratamento ou vancomicina associada a outro antimicrobiano, no intuito
de verificar a ocorréncia de falha no tratamento em relacdo ao uso do glicopeptideo em
amostras de MRSA, especialmente hVISA.

Nao surpreendentemente, os principais fatores de risco para a infeccdo por VISA e
hVISA parecem ser infeccdo por MRSA e exposi¢ao a vancomicina (CHARLES et al.,
2004; MELO. 2009; van HAL et al., 2012).

Park e colaboradores (2012), estudando 268 amostras de MRSA isolados de
bacteremia, identificaram 101 amostras hVISA (38%), a mortalidade foi similar entre os

dois grupos (45/101 versus 65/167 P=0.36) e os fatores de risco independentes
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associados a presenca de hVISA foram: MIC para vancomicina > 2pg/mL (OR 9.98;
1C95%, 4.22 — 23.59) e terapia priméria com vancomicina (OR 3.04; 1C95%, 1.49 —
6.17).

Em nosso estudo, optamos por trabalhar com MRSA, e ndo analisamos as
amostras MSSA, devido a incidéncia menor de hVISA neste ultimo fen6tipo, embora
relatado predominantemente para MRSA, o fen6tipo hVISA pode ser detectado entre as
amostras de MSSA (GARNIER et al., 2006; ALOS et al., 2008).

Em uma instituicao francesa, que avaliou 2.300 amostras de S. aureus , descobriu-
se que 11% das amostras eram hVISA, e destas, 7 dos 255 hVISA foram amostras de
MSSA (GARNIER et al., 2006).

Estudos realizados nos Estados Unidos tém detectado taxas muito baixas de
hVISA , no entanto, uma variedade de métodos foram utilizados para a deteccdo
(KOSOWSKA-SHICK et al., 2008; PARK et al., 2012).

Em nosso estudo utilizamos a metodologia do PAP-AUC para a identificagdo das
amostras de hVISA, visto que varios estudos ja evidenciaram sua alta especificidade e
sensibilidade perante outros métodos, sendo ele considerado o "padrdo ouro"
(WOOTTON et al., 2007; SATOLA et al., 2011; van HAL et al., 2011), e embora um
grande nimero de métodos sdo uteis para a detec¢do de VISA, a maioria ndo sdo
adequados para identificacio de amostras hVISA, o que faz com que os testes
laboratoriais e interpretacdo do significado clinico de hVISA, seja dificil (LIU e
CHAMBERS, 2003; RICHTER et al., 2011).

Qualquer método para detectar a subpopulacdo de células resistente presente em
uma amostra hVISA ¢ inerentemente mais dificil do que testes padroes de acordo com
os critérios do CLSI, porque a subpopulacdo resistente pode estar presente em uma

proporcio reduzida quando comparada com a populacio suscetivel (tipicamente 107 a
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10°) (HOWDEN et al., 2010). Dado o inéculo utilizado para MICs em caldo e diluicdo
em agar, o fendtipo hVISA ndo sera detectado (LIU & CHAMBERS, 2004). Métodos
para detectar hVISA, portanto, tendem a contar com um inéculo maior (padrdao 2-
McFarland do indculo) suficiente para promover o crescimento da subpopulacdo
resistente e incubacdo prolongada (geralmente 48 h) ou a utilizagdo de meios mais
nutritivos como o agar BHI ou Mueller Hinton com sangue (SATOLA et al., 2011). A
metodologia do PAP parece ser o melhor método para a confirmagdo da presenca de
hVISA (HOWDEN et al., 2010).

O Macro método ctest (MET) utiliza um indculo maior e uma incubacdo mais

prolongada para detectar hVISA mas deve-se notar que o resultado do MET € apenas

um nivel de corte (WOOTTON et al., 2007; MAOR et al., 2007).
O recém-lancado €test GRD fornece um novo método para a deteccdo da

susceptibilidade reduzida a vancomicina, e em particular, uma melhoria potencialmente
util em relacdo ao tempo, com uma leitura inicial realizada apos 24 h de incubagdo, o
método envolve o uso de uma tira dupla de Etest que contém vancomicina, teicoplanina,
e um suplemento nutricional, um inoculo de padrao 0,5 McFarland, em vez do padrao 2
utilizado para o MET, € utilizado e inoculado em MHA com 5% de sangue (YUSOF et
al., 2008; LEONARD et al., 2009).

Dois estudos foram feitos envolvendo diversas metodologia para deteccao de
amostras hVISA e comparando os resultados com a metodologia do PAP, no primeiro
estudo foi encontrados os seguintes valores: MET com sensibilidade de 57% e
especificidade de 96% e o GRD com 57% de sensibilidade e 97% de especificidade
(SATOLA et al., 2011). No segundo estudo foram encontrados valores divergentes:
MET com 89% de sensibilidade e 55% de especificidade ja o GRD com 71% de

sensibilidade e 94% de especificidade (van HAL et al., 2011).
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Na tentativa de desenvolver testes rapidos para deteccdo de hVISA e VISA,
Tajima e colaboradores (2007), utilizaram um ensaio de quimioluminescéncia induzida
por ativos de oxigénio para medir a atividade metabdlica de bactérias apds exposi¢do a
vancomicina ou teicoplanina, em um ensaio com um tempo de resposta de 4 a 6 horas
eles foram capazes de detectar hVISA com elevada sensibilidade e especificidade para
um conjunto bem definido de amostras de hVISA / VISA e VSSA, no entanto, este
ensaio requer valida¢do adicional em um local de rotina.

Optamos em nosso estudo, por passar as amostras de MRSA duas vezes em meio
seletivo BHIA com 0.25 pug/ml de vancomicina, para mimetizar situacdes clinicas, com
intuito de ativar o perfil de resisténcia a vancomicina, visto que manter esse perfil em
meio livre de droga, é dificil como demonstrado em outros estudos (PFELTZ et al.,
2000; CUI et al., 2003; SIERADZKI & TOMASZ. 2003) além de estarmos trabalhando
com amostras congeladas por um longo periodo. Para muitos pacientes, o fendtipo
hVISA ou VISA foi detectado somente apds um periodo prolongado de infeccdo
associado com a falha da terapia por glicopeptideo (JULIAN et al., 2007; WEBSTER et
al., 2007; GUNES et al., 2011).

Para muitos pacientes, o fen6tipo hVISA ou VISA foi detectado somente apés um
periodo prolongado de infeccdo associado com a falha da terapia por glicopeptideo
(JULIAN et al., 2007; WEBSTER et al., 2007; GUNES et al., 2011).

Uma das dificuldades em trabalhar com estas estirpes no laboratério € a tendéncia
para alguma amostra resistentes, de reverter para um fen6tipo mais susceptiveis como
ocorreu em um estudo de quatro amostras de VISA (NJ, MI, PC e Mu50), todas as
estirpes revertidas para um fen6tipo mais susceptiveis ao fim de 15 dias de passagem
sobre meio ndo seletivo, no entanto, trés das estirpes mantiveram uma subpopulagdo

que cresceram em 4 ug de vancomicina por mL (PFELTZ et al., 2000).
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Muitas amostras com MIC de vancomicina de 8 ug/ mL tém sido relatadas em
todo o mundo e desenvolvidas em pacientes durante a terapia com vancomicina ,
demonstraram MICs menores (tdo baixo como 2 pg/mL) quando testadas novamente, o
que demonstra a instabilidade deste fendtipo de resisténcia, e uma tendéncia para
algumas amostras, de ter uma reducdo nos MICs quando a pressdo seletiva da

vancomicina é removida (TAJIMA et al., 2007).
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7- CONCLUSAO

Observamos que amostras hVISA estdo sendo relatadas em todo o mundo. Em
nosso pais, o nimero de estudos realizados sdo limitados , no entanto, nossos dados
fornecem os primeiros sinais de alerta da resisténcia aos glicopeptideos. MRSA ¢ um
agente patogénico extraordinariamente adaptavel com uma capacidade comprovada para
desenvolver resisténcia .

O fendtipo hVISA ocorreu em mais de ¥4 das amostras de MRSA, evidenciando
uma alta prevaléncia embora no MIC convencional indicasse suceptibilidade a
vancomicina.

A prevaléncia de mortalidade foi significante (P = 0.001), nos portadores do
fen6tipo hVISA. Trabalhos nesse sentido deverdo ser desenvolvidos para aclarar esta
importante questdo como possivel causa de falha terap€utica.

As questdes que envolvem a deteccdo laboratorial e o impacto clinico de amostras
hVISA continuam incomodar microbiologistas clinicos e especialistas em doéncas
infecciosas.

Isolados de hVISA s3o mais comuns mundialmente do que se pensava e opgdes
de tratamento para infec¢des por hVISA sdo limitadas. A identificacdo rapida desses

fendtipos poderdo trazer avangos para tratamento e controle desses micro-organismos.
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