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Resumo

Desde o primeiro relato de MRSA (“Methicillin resistant Staphylococcus aureus”),
este microrganismo se disseminou nos hospitais em diferentes regides do mundo e,
atualmente, é considerado como o principal agente de infeccbGes hospitalares
causando infeccbes benignas, como as de pele e tecido mole, e graves, como
pneumonia e sepse. A partir da década de 80, amostras de MRSA / CA-MRSA
(“Community-acquired-Methicillin-resistant ~ Staphylococcus aureus”)  foram
isoladas a partir infeccbes comunitérias em individuos sem a presenga de fatores de
risco. Na ultima década houve um aumento na participacdo destas amostras em
infeccOes de natureza hospitalar, sobretudo nos EUA. Este estudo teve como
objetivo investigar a ocorréncia de amostras de CA-MRSA e HA-MRSA
(“Hospital-acquired-Methicillin-resistant Staphylococcus aureus”) associadas a
infeccbes comunitarias e hospitalares considerando aspectos epidemioldgicos
classicos e moleculares no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU), no periodo de Setembro de 2006 a Setembro de 2008. As
culturas de S. aureus foram obtidas no laboratério de microbiologia clinica do HC-
UFU e, aquelas classificadas como n&do-multirresistentes foram submetidas aos
testes genotipicos (“Polimerase Chain Reaction”, “Pulsed Field Gel
Electrophoresis” e “Multilocus Sequence Typing”). No total, foram selecionadas
206 amostras de MRSA, com apenas 45 (21,8%) ndo-multirresistentes. Apos a
realizacdo dos testes genotipicos oito amostras foram identificadas como SCCmec
(“Staphylococcal Cassete Chromossome mec”) IV pertencentes a um Unico clone
pela técnica de PFGE, com seis pulsotipos, sendo sete identificadas como do clone
ST (“Sequence Typing”) 5 pelo MLST. Os dados obtidos revelaram uma

prevaléncia de CA-MRSA inferior (ndo-multirresistente — 21,8%, SCCmeclV -
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3,8%) a relatada nos Estados Unidos, com predominio de um clone (CC5/ST5,
PVL-) de HA-MRSA isolado de pacientes com diversos tipos de infecgdes
hospitalares e fatores de risco. Em apenas uma crianca foi recuperada uma amostra
do tipo SCCmeclV de origem comunitaria correspondente a um episddio de otite,
também caracterizado como do clone ST5.

As amostras SCCmeclV mostraram resistogramas distintos e 100% de
susceptibilidade ao sulfametoxazol-trimetoprim. Foram fatores de risco
independentes relacionados as infecgdes pelo microrganismo multirresistente
evolugdo para Obito e relacionada a infecgdo pela amostra ndo-multirresistente
infecgdo de pele e tecido mole e internacdo em unidades pediatricas. A mortalidade
hospitalar no prazo de 30 dias foi de 47,8% de entre MRSA multirresistentes e
26,6% entre amostras ndao-multirresistentes. Ndo houve 6bitos entre os pacientes
infectados por MRSA SCCmeclV. A vigilancia epidemioldgica das diversas
linhagens / clones de MRSA, hospitalares ou comunitérias, por sua importancia
médica e hospitalar, deve ser motivo de investigacdo preocupacao pelos servicos de
salde publica.

Palavras-chave: MRSA, SCCmeclV, CA-MRSA, MLST, Infec¢des Hospitalares.
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Summary

Since the first MRSA(Methicillin resistant Staphylococcus aureus) report, this pathogen
has spread in hospitals in different regions of the world and is currently regarded as the
major nosocomial infections agent, causing benign infections, such as skin and soft
tissue and serious, like pneumonia and sepsis. In early 80’s MRSA samples were
isolated from community infections in individuals without the presence of risk factors
(CA-MRSA - Community-acquired-Methicillin-resistant Staphylococcus aureus).
During the last decade there was a CA-MRSA participation in hospital infections
increase, especially in the U.S.. This study aimed to investigate CA-MRSA and HA-
MRSA (Hospital-acquired-Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) samples in
hospital and community infections, considering classical and molecular epidemiological
aspects at the Hospital de Clinicas, Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU),
from September 2006 to September 2008. S. aureus cultures were obtained from HC-
UFU laboratory, and those classified as non-multiresistant were tested for genotypic
(Polimerase Chain Reaction, Pulsed Field Gel Electrophoresis e Multilocus Sequence
Typing). In total, 206 MRSA samples were selected, with only 45 (21.8%) non-
multiresistant. After genotyping tests eight samples were identified as SCCmec
(Staphylococcal Cassete Chromossome mec) IV, belonging to a single clone by PFGE
technique, with six pulsotypes. Seven of them were ST (Sequence Typing) 5 (CC5) by
MLST. Data indicate a low CA-MRSA prevalence (non MR - 21.8% SCCmeclV -
3.8%) then reported in the United States, isolated from patients with several kind of
hospital infections and risk factors. Only one SCCmeclV sample, recovered from a
child had community origin, corresponding to an otitis, also characterized as ST5 clone.
SCCmeclV samples showed distinct resistance profile and susceptibility to

trimethoprim-sulfamethoxazole in all of them. Evolution to death related to multidrug-
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resistant organism infections and skin / soft tissue infection or hospitalization in
pediatric units to non-multiresistant infection, were independent risk factors. Hospital
mortality was 47.8% among multidrug-resistant MRSA and 26.6% among non-
multidrug-resistant samples. There were no deaths among patients infected with MRSA
SCCmeclV. Epidemiological studies of different MRSA strains, in hospital or
community, for the medical and hospital relevance, should be cause for public health
services concern and additional investigations.

Keywords: MRSA, SCCmeclV, CA-MRSA, MLST, Hospital Infections.
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1- Introducéo

As infecgBes associadas a assisténcia a saude (IrAS) representam um sério
problema de saude publica tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises
desenvolvidos causando aumento significativo na morbidade, mortalidade e custos
hospitalares (BOYCE, 2001). Nos Estados Unidos da América (EUA), 5,0 a 10,0% dos
pacientes adquirem infeccdo hospitalar, resultando em aproximadamente 80.000 mortes
e um custo financeiro adicional de US$ 4 bilhdes por ano (YALCIN, 2003).

Staphylococcus aureus esta associado com varios tipos de infeccdes destacando-
se as de pele e tecidos moles como impetigo bolhoso, abscesso e furunculose.
Adicionalmente, causa infeccdes sistémicas e potencialmente fatais como bacteremias,
endocardites e pneumonias, além de doencas associadas as toxinas estafilococicas como
intoxicacdo alimentar e sindrome do choque toxico (SAFDAR & BRADLEY, 2008,
DURUPT et al., 2007).

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes associados as IrAS
(EYKYN, GRANSDEN & PHILLIPS, 1990) predominando as de sitio cirargico (ISC),
e esta relacionado entre os trés principais agentes de pneumonias (18,8%) e infeccdes
de corrente sanguinea (12,6%), sendo estas Ultimas em pacientes internados em
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (CDC, 2006). Dados do “Sentry” no Brasil
revelam que ele é o patdgeno mais frequentemente associado a infec¢des de corrente
sanguinea, pele e tecido mole e pneumonias em pacientes hospitalizados, especialmente
em unidades de terapia intensiva (GALES et al., 2009).

Desde o primeiro relato de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(“methicillin / oxacillin-resistant Staphylococcus aureus” - MRSA) no Reino Unido em
1961, este patdgeno se disseminou nos hospitais nas diferentes regides do mundo

(ENRIGHT et al., 2002). Os dados de vigilancia evidenciam que o percentual de
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infeccOes estafilococicas devido ao fendtipo resistente supera o atribuido & amostra
susceptivel a meticilina / oxacilina (SHUKLA et al., 2004). MRSA € considerado como
o principal agente de IrAS (DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008). Atualmente,
na casuistica NNIS (“National Nosocomial Infection Surveilance”), ele responde por
62,0% das infeccBes de sitio cirdrgico (1ISC), 60,0% das pneumonias (WUNDERINK et
al., 2003) e 20,0 % das infeccbes de corrente sanguinea (TENOVER, BIDDLE &
LANCASTER, 2001), causadas por S. aureus. No Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia as freqliéncias de estafilococcias e bacteremias hospitalares por
este fendtipo foram de 44,0% (SADOYAMA & GONTIJO FILHO, 2000) e 39,2%,
respectivamente (RIBAS, MELO & GONTIJO FILHO, 2003).

O mecanismo de resisténcia a meticilina nas amostras de MRSA / ORSA ocorre
pela presenga de uma proteina ligadora de penicilina (“Penicillin Binding Protein” -
PBP) de baixa afinidade para esse antibidtico, PBP2’ ou PBP2a na membrana
plasmética, codificada pelo gene cromossémico mecA (CHAMBERS, 2001;
ROBINSON & ENRIGHT, 2004; OTTER & FRENCH, 2010). Este gene, que é
carreado por um elemento genético movel (“staphylococcal cassete chomossome mec” -
SCCmec) (ROBINSON & ENRIGHT, 2003), e confere resisténcia a todas as
penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (HANSSEN & SOLLID, 2005), e esta
usualmente associado a genes de resisténcia a outras classes de antimicrobianos
incluindo macrolideos, fluorquinolonas, clindamicina e rifampicina, entre outros,
resultando em multirresisténcia das amostras (BOYCE et al.,1994; DEURENBERG &
STOBBERINGH, 2008).

Bactérias aerobias Gram-positivas multirresistentes foram responsaveis por
39,0% das IrAS analisadas pelo sistema NNIS no periodo de janeiro de 1990 a marco de

1996, sendo Staphylococcus aureus o microrganismo mais comum (FRENCH, 2004).
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Estudos experimentais demonstram que as amostras sensiveis (“methicillin-
sensitive Staphylococcus aureus - MSSA) ndo diferem das resistentes (MRSA) quanto a
destruicdo por fagocitos, producdo de hemolisinas, enzimas e toxinas e letalidade em
modelos animais (YOON et al., 2005). A maior parte dos estudos caso-controle nédo
apresentam diferencas quanto a morbi-mortalidade quando pacientes com infec¢Ges por
MRSA sdo comparados aqueles com infeccBes por MSSA. Entretanto, ha relatos que
sugerem maior viruléncia de MRSA (HARTSTEIN, SEBASTIAN &
STRAUSBAUGH, 2004). Um estudo recente sustenta que infecgdes de corrente
sanguinea causadas por MRSA estdo associadas a uma taxa de mortalidade maior que
aquelas por MSSA (HURLEY, 2002).

MRSA ¢ primariamente um patogeno hospitalar e estd usualmente presente em
centros terciarios e de grande porte (YAMAMOTO et al., 2010). Entretanto, também
pode colonizar pacientes idosos internados em “Nursing Homes”, de forma que, os
pacientes cuidados nestas instituicdes representam reservatérios potenciais deste
microrganismo (KAUFFMAN, BRADLEY & TERPENNING, 1990). Algumas
amostras de MRSA apresentam maior habilidade de disseminagdo hospitalar e
eventualmente comunitaria. Sdo denominadas Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina epidémicos (“epidemic methicillin-resistant Staphylococcus aureus” —
EMRSA) e relatadas principalmente no Reino Unido (COOKSON & PHILLIPS, 1988).

No ambiente hospitalar os principais reservatorios de MRSA sdo pacientes

infectados e colonizados na mucosa de narinas anteriores, além de faringe, reto,
feridas e lesGes cronicas de pele; e a principal via de transmissdo nosocomial séo as
méos de profissionais de saide (CROSSLEY & THURN, 1992). Entre os fatores de
risco para colonizacdo e / ou infeccdo destacam-se: tempo de hospitalizacéo,

comorbidades, cirurgias, cuidados em UTI, procedimentos invasivos e exposicao
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prévia a antimicrobianos (FRENCH, 2004; DEURENBERG & STOBERINGH,
2009). Apesar das politicas de controle e prevencdo empregadas para evitar a sua
disseminacdo, este patdgeno permanece endémico na maioria dos hospitais

(FRENCH, 2004).
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Figura 1. eBURST analysis of S. aureus. Data from the MLST website

(http://www.mlst.net/) and eBURST software (http:/eburst.mist.net/), 23 December 20009.

Major CC and ST types are indicated. (Yamamoto et al., 2010)

Entre os principais sistemas de tipagem de MRSA baseados em caracteristicas
genéticas estdo: “multilocus sequence type” (ST), tipagem do gene da proteina A (spa),
tipagem do gene agr, tipagem da coagulase e tipagem do SCCmec (IWG-SCC, 2009;
YAMAMOTO, 2010). O estudo do SCCmec demonstrou a diversidade deste elemento.
Sete tipos de SCCmec, | a VII e suas variantes, ja foram descritos e novos tipos
continuam a emergir (DEURENBERG & STOBBRINGH, 2008). A maioria das
infeccOes adquiridas em hospitais por MRSA esta associada a um numero relativamente
restrito de clones distribuidas em diferentes continentes que incluem os Brasileiro /
Hungaro (SCCmec tipo HIA/IIN), 1bérico (SCCmec 1), Nova York / Japdo (SCCmec Il) e

o clone pediatrico (SCCmec IV) (OLIVEIRA, TOMASZ & LENCASTRE, 2002; DA
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SILVA COIMBRA et al., 2003), caracterizados pela multirresisténcia a diferentes
classes de antibidticos e acometem pacientes com fatores de risco descritos
anteriormente. Os clones de MRSA mais freqlientes associados aos servicos de
assisténcia a salde estdo, atualmente, agrupados em cinco complexos clonais: CC5,
CC8, CC22, CC30 e CC45, relacionados na figura 1.

A partir da década de 80 amostras de MRSA foram isoladas de aborigenes
australianos e criancas da comunidade, sem a presenca de fatores de risco classicos para
aquisicdo de infecgcdes por MRSA (CHAMBERS & DE LEO, 2009; YAMAMOTO,
2010) e, atualmente, de outros grupos populacionais sem histérico de internacdo no
ultimo ano, bem como, de forma crescente, em pacientes hospitalizados (TENOVER et
al., 2006; REDZINIAK et al., 2009), com evidéncia de aquisi¢do do microrganismo na
comunidade (“community-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus” - CA-
MRSA). Estas amostras séo classificadas na sua maioria como SCCmec tipos IV e V
(YAMAMOTO et al., 2010; SKOV & JENSEN, 2009).

Recentemente, foram propostos alguns fatores de risco para infecgdes por CA-
MRSA: historia de colonizacdo / infeccdo por CA-MRSA, contato intimo com pessoa
colonizada / infectada por CA-MRSA, praticantes de esportes que envolvem contato
fisico, usuérios de drogas injetaveis, presidiarios, militares e homossexuais masculinos
(REDZINIAK et al., 2009). Estes grupos tém em comum, de acordo com defini¢es do
CDC (“US Centers for Disease Control and Prevention’s”), os 6 “Cs”para transmissao:
contato cutaneo com superficies contaminadas (“Contact”), limpeza / higiene precaria
(“Cleanliness”), pele comprometida (“Compromised skin integrity”), itens
compartilhados (“Contaminated objects”) e aglomeragdo (“Crowded living conditions”),
além do uso freqiiente de antimicrobianos (“Capsules”) (MILLER & DIEP, 2008). De

acordo com Yamamoto et al. (2010) CA-MRSA deve apresentar uma habilidade
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diferenciada para colonizar e infectar individuos saudaveis na comunidade. S&o ainda,
amostras n&o relacionadas aos clones internacionais de HA-MRSA uma vez que exibem
sensibilidade a algumas drogas antimicrobianas (VANDENESCH et al., 2003).

O fenttipo CA-MRSA abriga o gene SCCmec tipo 1V, que confere resisténcia
apenas a B-lactamicos e heterorresisténcia a meticilina e, freqlientemente, os genes
lukS-lukF que codificam a leucocidina (“Panton-Valentine leucocidin” - PVL). As
diferencas entre estas linhagens de MRSA e a hospitalar incluem caracteristicas como
crescimento mais rapido “in vitro” e caracteristicas adicionais de viruléncia como a
producdo de PVL, elementos mdveis do catabdlito da arginina (OKUMA et al., 2002) e
modulinas soltveis em fenol ainda ndo demonstradas no HA-MRSA (DUFOUR et al.,
2002). CA-MRSA usualmente apresenta valores baixos de MIC para oxacilina (<32
pg/ml) e imipenem (~1pg/ml) que podem ser utilizados como marcadores (TAKANO
& HIGUCHI, 2009) e sensibilidade a véarios antimicrobianos como: sufametoxazol-
trimetoprim, fluorquinolonas, clindamicina e gentamicina (POPOVICH et al., 2007)
que podem ser combinados para fornecer informacGes importantes no estudo
epidemiol6gico de CA-MRSA (POPOVICH, WEINSTEIN & HOTA, 2008).

As formas clinicas relacionadas as infeccGes por CA-MRSA envolvem doencas

de pele e tecido mole (GILLET et al., 2002; VAN DER FLIER et al., 2003)
incluindo infeccdes piogénicas de pele (NAIMI et al.,, 2003). CA-MRSA pode
também causar infeccBes de sitio cirdrgico, infeccBes de trato urinario, infeccGes
oculares, meningite e sinusites (YAMAMOTO et al., 2010) bem como infecgdes

graves como pneumonia necrosante e sepse (TRINDADE et al., 2005).

Na dltima década houve um aumento na participacdo deste microrganismo em
infeccOes de natureza hospitalar nos EUA (POPOVICH, WEINSTEIN & HOTA,

2008), em paises da Europa (OTTER & FRENCH, 2010) e no Brasil (RIBEIRO et
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al., 2005; MIRANDA et al., 2007; SCHUENCK et al., 2009). A identificacdo de
CA-MRSA, na comunidade ou no ambiente hospitalar, deve ser realizada a partir de
dados epidemioldgicos, perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos e
caracterizagdo genotipica, utilizando as técnicas: tipagem do SCCmec, identificacdo
dos genes codificadores de PVL e proteina A (“spa type”) e além da determinagdo da

clonalidade por PFGE e MLST (DIEP et al., 2006; YAMAMOTO et al., 2010).

As caracteristicas moleculares e a epidemiologia dos principais clones de CA-
MRSA tém sido amplamente estudadas e incluem os STs: ST8-1V, PVL+ (USA300)
e ST1-1V, PVL+ (USA400) nos Estados Unidos e Canadd (YAMAMOTO et al.,
2010); ST80-1V, PVL+ na Europa; ST59-VII, PVL+ e ST30-1V, PVL+ (OSPC) na
Asia e ST1-1V, PVL- (WA-1), ST129-IV, PVL- (WA-2), ST93-IV, PVL+

(Queensland) e ST30-1V, PVL+ (OSPC) na Oceania (Australia), mostrados na figura

Canada
ST8-IV, PVL+ (USA300)

ST1-1V, PVL+ (USA400) :
urope

USA ST80-IV, PVL+ (European)
ST398-V, PVL- (Pig-associated)

ST8-IV, PVL+ (USA300) :
STA-IV, PVL+ (USA400) ST152-V, PVL+ (Balkan region) East #iait

ST59-VII, PVL+ (Taiwan)

ST30-1V, PVL+ (SWP)

South America :
ST30-1V, PVL+/(SWP) Oceania

ST1-1V, PVL- (WA-MRSA-1)
ST129-1V, PVL- (WA-MRSA-2)
ST93-1V, PVL+ (Queensland)

ST30-1V, PVL+ (SWP)

2 (OTTER & FRENCH, 2010).

Figura 2: Global distribution of predominant successful clones of community-

associated meticillin-resistant Staphylococcus aureus. PVL+=Panton-Valentine
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leukocidin positive. PVL—=PVL negative. SWP=southwest Pacifi c. WA=western
Australia. (Otter & French,2010)

Os primeiros relatos de infeccdes causadas por CA-MRSA no Brasil foram se
referiram a trés pacientes, sendo dois com infeccdo de pele e tecido mole e um com
artrite septica e, ainda, duas amostras de origem indeterminada obtidas no
ambulatério de dois hospitais em Porto Alegre (RIBEIRO et al., 2005). Trindade e
colaboradores (2005) relataram 13,0% de amostras SCCmeclV provenientes de
infeccbes de corrente sanguinea de origem hospitalar. Posteriormente Ribeiro et al.
(2007) detectaram 13 casos de MRSA SCCmeclV, classificados como ST30 e ST1,
no Rio de Janeiro e em Porto Alegre classificados, respectivamente, como infec¢fes
comunitarias e hospitalares, demonstrando a participacdo do fenétipo comunitario

como agente de IrAS também no Brasil, a exemplo do observado em outros paises.
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2- Objetivos

2.1- Objetivo Geral

e Investigar a ocorréncia de CA-MRSA e / ou HA-MRSA associados a infeccGes
comunitarias e hospitalares no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU), no periodo de Setembro de 2006 a Setembro de 2008.

2.2- Objetivos Especificos

e Analisar a participacdo de CA-MRSA e / ou HA-MRSA nas infeccOes de pele e
tecidos moles incluindo aquelas de sitio cirurgico (infecgdes incisionais), pneumonias,
pneumonias associadas a ventilacdo mecéanica (PAVS) e sangue;

e Descrever a natureza hospitalar ou comunitaria das infeccdes associadas aos dois
fendtipos.

e Identificar fatores de risco que possam estar associados as infec¢bes pelos dois
fendtipos.

e Auvaliar antimicrobianos como marcadores fenotipicos para identificagdo presuntiva
de amostras de CA-MRSA.

o Definir perfis genotipicos das amostras de CA-MRSA através da técnica de tipagem
por Eletroforese em Campo Pulsétil (PFGE);

o Definir perfis genotipicos das amostras de CA-MRSA através da técnica de tipagem
por “Multilocus Sequence Typing” (MLST);

e Pesquisar marcadores genotipicos de fatores de patogenicidade (PVL e a-toxina).

25



3- Material e métodos

3.1- Hospital
O estudo foi realizado no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU), que possui 570 leitos e oferece atendimento de nivel

terciario, apos aprovacdo no comité de ética (Parecer 218/06) (Anexo I).

3.2- Modelo de Estudo

Foi realizada uma investigacdo da ocorréncia de CA-MRSA e HA-MRSA em
amostras de infeccBes de pele, tecidos moles incluindo pus, de pacientes com
infeccdo de sitio cirdrgico e corrente sanguinea; de pacientes internados ou atendidos
no ambulatorio do hospital que apresentaram diagndstico de infeccéo por S. aureus.
Estes fendtipos foram também pesquisados a partir do aspirado endotraqueal de
pacientes com pneumonia associada a prétese ventilatoria (PAV) internados na UTI
de adultos com resultado positivo de infeccdo por Staphylococcus aureus. As

amostras foram coletadas no periodo de Setembro de 2006 a Setembro de 2008.

Os responsaveis pelos pacientes internados na UTI assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo Il) autorizando a coleta do aspirado

endotraqueal.
3.3- Vigilancia

As culturas de S. aureus (pele, tecidos moles e infeccdo de corrente
sanguinea) foram obtidas diariamente no laboratério de microbiologia do HC-UFU.
O aspirado endotraqueal foi obtido a partir de pacientes com diagnostico clinico /
radiologico de PAV, quando da higiene de rotina do tubo endotraqueal, realizada

diariamente por enfermeiros e fisioterapeutas.



Uma ficha clinica e epidemioldgica contendo o perfil demografico e fatores
de risco (intrinsecos e extrinsecos) relacionados aos pacientes (Anexo IllI) foi
preenchida para todas as amostras obtidas a partir do laboratorio de microbiologia e
para as coletas realizadas na UTI. As informagdes para o preenchimento das fichas

foram obtidas no Setor de Prontuérios do HC-UFU.
3.4- Definigoes

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

et al., 2007).

HA-MRSA: MRSA isolado a partir de infeccbes em pacientes com pelo menos um
fator de risco, usualmente multirresistente e carreando SCCmecl, II, 1l ou IV

(MILLAR et al., 2007; OTTER e FRENCH, 2010).

Infeccdo Hospitalar: ¢ definida pelo “Center for Disease Control and Prevention”
(CDC) como toda infeccdo adquirida 72 horas apds a admissdo do paciente no
hospital ou apds 48 horas, quando da presenca de cateter vascular central ou prétese
ventilatoria, e que se manifeste durante o tempo de internacdo ou ap6s a alta, quando
esta puder ser relacionada com a internacdo ou com os procedimentos hospitalares

(HORAN, ANDRUS & DUDECK et al., 2008).

Infeccdo comunitaria: é definida pelo CDC (“Center for Disease Control and
Prevention”) como toda infec¢do diagnosticada microbiologicamente nas primeiras
48 horas de internacdo quando, ndo puder ser associada a internagdes ou

procedimentos hospitalares previos (GARNER et al., 1988).
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Pneumonia associada a ventilagdo mecanica: toda pneumonia diagnosticada
através de critérios clinicos, radioldgicos, laboratoriais e microbioldgicos, sendo este,
por meio de cultura quantitativa de aspirado endotraqueal com contagem > 10°

UFC/mL (HUNTER, 2006).

Bacteremia / Sepse primaria: definida pela presenca de pelo menos um dos sinais e
sintomas relacionados: febre, hipotensdo, oligaria, quando de cultura de sangue
positiva, sem outros focos reconhecidos. (HORAN, ANDRUS, DUDECK et al.,

2008).

Bacteremia / Sepse secundaria: Definida como a sepse que ocorre na presenca de

um sitio anatdmico extra-vascular infectado (EGGIMANN & PITTET, 2002).

Infeccdo de pele e tecidos moles: lesbes com drenagem purulenta, febre, dor e rubor
no local; a cultura da secrecdo, quando do isolamento de microrganismos deve ser

em cultura pura, ou isolamento de microrganismo no sangue (MAYHALL, 2004).

Infeccdo de sitio cirurgico incisional superficial: infeccdes diagnosticadas no
periodo de 30 dias apds a cirurgia desde que a infeccdo esteja localizada apenas em
pele ou tecido subcutaneo no local da incisdo, apresentando drenagem purulenta e

com caracteristicas clinicas de febre, rubor e edema (MANGRAM et al., 1999).

3.5- Técnicas microbiologicas
3.5.1- Coleta

Os isolados de S. aureus a partir de infecgbes de pele e tecido mole, sangue e
infeccdo de sitio cirdrgico (ISC) foram obtidos no laboratério de microbiologia do

hospital.
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As amostras de aspirado endotraqueal foram coletadas em frascos estéreis e
transportadas ao laboratério de ensino da UFU sendo submetidas a dilui¢des decimais
em tubos contendo salina estéril.

3.5.2- Cultivo primario
As amostras de S. aureus obtidas a partir do laboratério do HC-UFU foram
estocadas em tubos contendo caldo “Brain Heart Infusion” (BHI) e glicerol (10,0%)

e congeladas a -20°C para posterior estudo.

As amostras clinicas de secrecdo traqueal e suas respectivas dilui¢des (1:1000 e
1:10.000) foram inoculadas em Agar BHI (“Brain Heart Infusion”) e incubadas a 37 ° C
por 24-48 horas e, as placas contendo coldnias com contagens > 10® UFC/mL foram,
novamente, subcultivadas em Agar TSA (“Triptic Soy Agar) e ap6s crescimento as
colbnias sugestivas de Staphylococcus foram submetidas aos testes fenotipicos para
identificacdo realizada pelas caracteristicas morfo-tintoriais (coloracdo de Gram),
fermentacdo do manitol, e teste de coagulase ligada, e estocadas como descrito no
paragrafo anterior.

3.5.3- Sensibilidade “in vitro” aos antimicrobianos

e Teste de triagem em 4gar incorporado de oxacilina e NaCl

Foram utilizadas placas de 4gar Mueller-Hinton contendo 6 ug de oxacilina por
mL 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¢fes do
“Clinical Laboratory Standards Institute” — CLSI (2008). Os inoculos foram
preparados por subcultivo em caldo Mueller-Hinton e os “spots”, correspondendo a
0,1 mL de cada isolado, aplicados na superficie do 4gar com o 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. Os controles
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utilizados foram Staphylococcus aureus ATCC29213, como amostra sensivel e

Staphylococcus aureus ATCC43300, como amostra resistente.

e Teste de difusdo em &gar — segundo a técnica do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008).
As amostras foram subcultivadas em “Tryptic Soy Agar” (TSA) e incubadas a
37 ° C por 24 — 48 horas. Trés ou quatro colbnias representativas foram semeadas em
caldo “Tryptic Soy Broth” (TSB) e novamente incubadas a 37 © C até a turvagédo
correspondente ao tubo 0,5 da escala MacFarland (1 — 2 x 108 UFC/mL) e semeadas
com o auxilio de “swab” estéril na superficie do agar Mueller-Hinton. Os discos de
antimicrobianos foram posicionados e as placas incubadas a 35°C por 24 horas. A
sensibilidade foi testada para: oxacilina (1ug), clindamicina (2 ug), levofloxacina (5
ug), eritromicina (15 pg), tetraciclina (30 pg), gentamicina (10 ug), rifampicina (5
ug), sulfametoxazol/trimetoprim (25ug), e vancomicina (30ug). Foi usada como

controle a cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 25923.

Foram considerados como ndo-multirresistentes (ndo-MR-MRSA) as amostras
sceptiveis a mais de trés classes de antimicrobianos, particularmente, aqueles
considerados como marcadores fenotipicos do microrganismo comunitério:

sulfametoxazol-trimetoprim, gentamicina, tetraciclina, clindamicina e levofloxacina.

o Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima — segundo a técnica do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008)
As amostras de S. aureus resistentes a oxacilina e sensiveis a mais de trés
antimicrobianos foram selecionadas e subcultivadas em “Tryptic Soy Agar” (TSA) e,
apos o crescimento, duas a trés coldnias diluidas em salina estéril até atingirem a

turvacdo correspondente ao tubo 0,5 da escala MacFarland. As amostras foram



semeadas na superficie do agar com o auxilio de swabs estéreis e as fitas de E-teste,
posicionadas na superficie do &gar. As placas foram incubadas a 35 ° C por 24 horas
e, apos este periodo realizada a leitura do teste. Os controles utilizados foram
Staphylococcus aureus ATCC 29213, como amostra sensivel e Staphylococcus

aureus ATCC 43300, como amostra resistente.
3.6- Técnicas moleculares

Os testes moleculares foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, sob orientacdo da

Prof® Dr2 Elsa Massae Mamizuka.

3.6.1- Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo da presenca dos

genes mecA, regulatdrios (mecl / mecR1), 1S1272 e ccr pertencentes ao SCCmec

» Extracdo do DNA bacteriano

A extracdo foi ser realizada por lise térmica ap6s o subcultivo em tubo com 5
mL de caldo TSB (“Tryptic Soy Broth”). Uma aliquota de 1 mL de suspensdo
resultante foi submetida a centrifugag@o por 4 minutos a 2500 x g, e 0 sobrenadante
descartado; o sedimento lavado trés vezes em 1 mL de tampédo TE (Tris 10 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,8) e ressuspenso em 100 uL deste mesmo tampéo. A suspenséo
resultante foi mantida a temperatura de 100°C por 10 minutos e em seguida
centrifugada por 30 segundos a 9000 x g a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e

utilizado nas reagdes de PCR.

» ReacOes de PCR
A presenca dos genes foi confirmada pela amplificagdo dos fragmentos

correspondentes utilizando o kit NCL-AS-OS (Novo Castra, United Kingdom) como

31



descrito por Okuma et al. (2002), com a utilizacdo dos “primers” descritos na Tabela

1.

Tabela 1. “Primers” utilizados nas reagdes de PCR

Estrutura  Iniciador “Primer” Tamanho
Fragmento
mecA mAl 5-TGC TAT CCACCC TCAAACAGG -3 200 bp
mA2 5-AAC GTT GTAACCACCCCAAGA-Z
mecl / ml4 5-CAAGTG AATTGAAACCGCCT -3 180 bp
mecRL \cRrs 5'- CAG GGA ATG AAA ATT ATT GGA — 3 320 bp
ccr Bc (B2) 5-ATTGCCTTG ATAATAGCCTCT -3 560 bp
al (a2) 5-AAC CTATAT CAT CAATCAGTACGT -3 700 bp
a2 (a3) 5-TAA AGG CAT CAATGC ACAAACACT -3 1 kbp
a3 (a4) 5- AGC TCA AAA GCA AGC AAT AGAAT-% 1,6 kbp
1S1272 IS5 5-AAC GCC ACT CAT AACATATGG AA-3 2 kbp
MAG6 5-TAT ACC AAACCCGACAAC-3

Os tubos contendo 50 u L desta solugdo foram adicionados de 50 p L do
DNA extraido por lise térmica e processados em um termociclador (Gene Amp PCR
System 2400— Applied Biosystems) como descrito a seguir: pré-desnaturacdo a 94° C
por 5 minutos, 30 ciclos de amplificacdo, cada um consistindo de 95° C por 30
segundos, 50° C por 1 minuto e 72° C por 2 minutos.A reacao foi concluida com um
ciclo de 5 minutos a 72° C. Posteriormente, 10uL deste material foi aplicado em gel
de agarose (AcaKem LE 2,0%) e visualizado ap6s coloragdo do gel com brometo de

etidio sob luz ultravioleta (UV).

» Reacdo em cadeia de Polimerase (PCR) para amplificacdo de

estruturas génicas que codificam fatores de viruléncia
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A tabela 2 mostra os “primers” utilizados nas reacdes para identificagdo dos

genes que codificam a producéo de leucocidina Panton-Valentine e Hemolisina A.

Para amplificacdo das estruturas génicas foi utilizado o protocolo descrito por
Okuma et al. (2002): um volume de 20 puL de uma mistura para reacdo contendo 2
pL de DNA, 0,5 U de Taq polimerase, 200uM de cada dNTP; 1,5mM de MgCly;
75mM Tris-HCI pH 9,0; 20 mM (NH,)2SO4; 0,01%Tween 20; 250 nM de cada um
dos iniciadores. As reacdes forma amplificadas no temociclador (Gene Amp PCR
System 2400— Applied Biosystems) como descrito a seguir: pré-desnaturacdo a 94° C
por 5 minutos, 30 ciclos de amplificagcdo, cada um consistindo de 95° C por 30
segundos, 55° C por 1 minuto e 72° C por 2 minutos.A reacao foi concluida com um
ciclo de 5 minutos a 72° C. Posteriormente, 10uL deste material foi aplicado em gel
de agarose (AcaKem LE 2,0%) e visualizado ap6s coloracdo do gel com brometo de

etidio sob luz ultravioleta (UV).

Tabela 2. “Primers” utilizados nas reagdes de PCR (REINERT, 2006)

Toxina Iniciador Sequéncia (57 - 3’) Cepa
Padréo

Leucocidina PVL1 ATC ATT AGG TAAAAT GTCTGGACATGATCCA MR 108

Panton Valentine  PVL2 GCA TCA AAT GTA TTG GAT AGC AAA AGC

Leucocidina LUKDE1 TGA AAA AGG TTC AAA GTT GAT ACG AG N315

Panton Valentine  LUKDE2 TGT ATT CGA TAG CAA AAG CAG TGC A

Hemolisina A HLA1 CTG ATT ACT ATC CAAGAAATT CGATTG N315

HLA2 CTTTCC AGC CTACTT TTTTATCAG T

3.6.2- Tipagem molecular pela técnica de Eletroforese em campo pulsatil - PFGE

As oito amostras identificadas como SCCmeclV foram submetidas ao PFGE

conforme a técnica descrita por PFALLER et al. (1993). As amostras foram cultivadas
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em agar sangue por 24 horas e, ap0s este periodo algumas col6nias foram repicadas em
5 mL de caldo BHI e incubadas a 37° C durante 24 horas com agitacdo constante, de
modo a atingirem sua fase exponencial de crescimento. Uma aliquota de 1,5 mL da
cultura foi transferida para um tubo eppendorf e centrifugada por 2 minutos a 12.000
rpm a 4°C. As células foram lavadas em 500uL de PIV (10Mm Tris, 1.0M NacCl),
novamente centrifugadas, e o sobrenadante descartado. O “pellet” foi ressuspenso em
200uL de PIV e 150uL da suspensdo transferido para um novo tubo eppendorf e
colocado em banho maria & 48°C por 5 a 10 minutos para o equilibrio da temperatura.
Em seguida, 150uL de agarose (1,5% Agarose Ultra Pure), foi adicionada ao tubo.

Os discos de agarose foram colocados em solucdo de lise EC
acrescentando-se RNase a uma concentracao final de 20pg/mL e incubados por 4 a 5
horas a 37° C. Ao final deste periodo, o tamp&o EC foi substituido por tampdo ES
acrescido de proteinase K, incubando-se por um periodo de 18-24 horas a 50° C. Os
discos de agarose foram lavados 5 vezes com 13mL do tampdo TE por 30 minutos. Um
Gnico disco foi colocado em 100uL de tamp&o e deixado a 37°C por 30 minutos. Em
seguida, a solucdo foi substituida por tampédo fresco e adicionado 30 unidades de
enzima de restricdo Smal seguindo-se incubacdo em banho maria por 18 a 20 horas a
37°C. O gel de agarose (Agarose Ultra Pure) (150mL a 1,0%) em TBE 0,5x.

A eletroforese foi realizada em aparelho Gene Navigator, utilizando-se o tampéo
TBE 0,5x e a temperatura de 14°C por 20 horas e 1 minuto, com pulsos de 5 segundos
por 20 horas e 15 segundos por 1 minuto utilizando-se uma corrente elétrica de 164V,
no modo interpolation. Apds esse procedimento o gel foi corado com brometo de etidio
(1 pg/mL) por 30 minutos, descorado em &gua destilada por 30 minutos e fotografado
com filme Photoman. Como padréo de massa molecular foi utilizado o concatdmero de

L DNA Ladder (Pharmacia), com extenséo das bandas de 48,5 kb.
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A andlise das bandas obtidas ap0ds a eletroforese foi realizada visualmente por
mais de um observador de acordo com o guia de interpretacéo de Eletroforese de campo
pulsado proposto por TENOVER et al. (1995, 1997) como mostrado na Tabela 2.

Tabela 3. Critérios para interpretacdo de Eletroforese de campo pulsado

Categorias N de N de Interpretacédo
diferengas fragmentos
genéticas diferentes
Semelhantes 0 0 Cepas fazem parte do mesmo clone
Relacionadas 1 2-3 Cepas sdo consideradas como
subtipos
Possivelmente 2 4-6 Cepas possivelmente relacionadas
relacionadas com o clone com o qual foram
comparadas
Diferentes >3 >7 Cepas sao diferentes

3.6.3- Tipagem molelcular pela técnica de “Multilocus sequene typing”

Sete genes foram amplificados de acordo com a técnica: arc (carbamato
quinase), aroE (Chiquimato desidrogenase), glpf (glicerol quinase), gmk (guanilato
quinase), pta (fosfato acetiltransferase), tpi (triosefosfato isomerase) e yqil (acetil
coenzima A acetiltransferase) (Enright et al., 2000). A amplificagdo foi realizada
através da Triple Master ® PCR System (Eppendorf, Hamburg, Germany). As reagdes
foram amplificadas no termociclador Perkin-Elmer Gene Amp 2400 e suas condi¢Oes
foram as seguintes: um ciclo de 94° C / 5 min seguido de 30 ciclos de 94° C / 1 min,
55°C /1 mine 72° C por 1 minuto. A reagdo foi concluida com um ciclo de 72°C /5

min.



Apo6s amplifiacdo, os produtos do PCR foram purificados utilizando o kit

Wizard ®SV Gel e PCR Clean-up System (Promega, Madison, EUA).

Apods as reagdes de sequenciamento de cada um dos genes (“forward” e
“reverse”) as seqiiéncias génicas foram identificadas através da comparagdo cos as

sequéncias disponiveis na base de dados acessivel em www.mist.net .
3.7- Analise Estatistica

As andlises estatisticas univariada, através de tabela 2 x 2 e teste-t, e
multivariada, por regressdo logistica multipla, foram realizadas pelo programa
BioEstat5.0.

3.8- Aprovacao pelo Comité de Etica

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFU conforme documento em

anexo (Anexo 1) sob o nimero de registro: 218/06
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4 — Resultados

No periodo da investigacdo, entre os meses de setembro de 2006 e setembro de
2008, foram registrados 633 episddios de infecgcdes por Staphylococcus aureus, dos
quais episodios, foram excluidas 141 amostras por serem duplicatas de pacientes (93) e
pela falta de dados (48). No total foram incluidas no estudo 492 amostras: 286 (58,0%)
de MSSA e 206 (42,0%) de MRSA; e, as ultimas, subdivididas como multirresistentes
(MR-MRSA) e ndo multirresistentes (ndo MR-MRSA) (Tabela 1).
Tabela 1. Infec¢Bes por amostras de Staphylococcus aureus susceptiveis ou resistentes a

meticilina em pacientes internados no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a

setembro de 2008.
S. aureus NuUmero de amostras / infeccdes (%)
492 (100)
MSSA 286 (58,0)
MRSA 206 (42,0)
MR-MRSA? 161 (78,1)
N&o MR-MRSA® 45 (21,9)

% Staphylococcus aureus resistente a meticilina multirresistente, °: Staphylococcus aureus resistente a

meticilina ndo-multirresistente

Tabela 2. Sitios de infeccdo MRSA em pacientes internados no HC-UFU, de setembro

de 2006 a setembro de 2008.

Sitio de Infeccéo N=206 (%0)
Corrente sanguinea 89 (43,2)
Sitio Cirurgico 56 (27,2)
Pneumonia 38 (18,4)
Pele e tecido mole 23 (11,1)
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As infeccbes por MRSA foram predominantemente de corrente sanguinea
(43,2%), sitio cirargico (27,2%) e pneumonia (18,4%) e, excetuando-se quatro, de
natureza hospitalar, tanto por MR quanto por ndo MR-MRSA (Tabelas 2 e 3). As
infeccBes de natureza comunitaria responderam por apenas 1,9% do total. Observou-se
predominio de 6Obitos entre pacientes com infecgdo pelo microrganismo multirresistente
(P<0,01) (Tabela 3).

Tabela 3. Classificagdo das infeccGes por Staphylococcus aureus em pacientes
internados no HC-UFU, quanto a origem e evolucdo clinica dos pacientes, no periodo

de setembro de 2006 a setembro de 2008.

Caracteristica MRSA OR (IC 95%)
MR-MRSA Ndo MR-MRSA P
N=161 (%) N=45 (%)
Comunitaria 2(1,2) 2 (4,4 0,20 0,27 (0,03-2,80)
Hospitalar 159 (98,8) 43 (95,6) 0,20
Evolucéo
Alta 84 (52,2) 33 (73,4) 0,01 0,40 (0,18-0,87)
Obito 77 (47,8) 12 (26,6) 0,01

Os fatores de risco relativos aos pacientes e tipos de infeccdes associados aos
dois microrganismos (MR-MRSA e ndo MR-MRSA) sdao mostrados na tabela 4,
observando-se significancia (p<0,05) de infec¢Bes de sitio cirargico e pneumonia por
ventilagdo mecénica no grupo de infectados por MR-MRSA enquanto no grupo nao
MR-MRSA houve predominio de infecgdes de pele e tecidos moles, quando da analise
univariada. Também entre os fatores intrinsecos foi avaliada a presenca de
comorbidades (cardiopatia, DPOC, diabetes mellitus, nefropatia, neoplasias e

imunocomprometimento), presentes na metade (49,7%) dos pacientes com infec¢do por
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MR-MRSA e em 46,6% daqgueles infectados com amostras ndo MR-MRSA. Entretanto,
embora fossem mais frequentes as infeccdes por MR-MRSA em pacientes com diabetes
mellitus (OR=3,86; 1C=0,50-81,30), ndo foram observadas diferencgas significativas
quanto ao agente etiologico nas freqliéncias observadas destes fatores predisponentes.

Tabela 4. Fatores de risco relacionados aos pacientes para infeccdo por MR- e ndo MR-

MRSA no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008.

Caracteristica MR-MRSA Ndo MR-MRSA P OR (IC 95%)
N=161 N=45
Sexo (M /F) 106 / 55 30/15 0,91 0,96 (0,45-2,05)

Idade: média (variacdo)® 50,1 (0 - 90) 27,5 (0 — 85) 0,001 -
Tempo de internacao® 47,51 (0-348) 76,51 (0-1080) 1,00 -

Sitio de infeccao

Corrente Sanguinea 69 (42,8) 20 (44,4) 0,25 0,68 (0,33-1,39)
Pele e tecidos moles 10 (6,2) 13 (28,8) 0,001 0,13 (0,05-0,36)
Sitio cirdrgico 50 (31,0) 6 (13,3) 0,01 3,40 (1,19-10,46)
Pneumonia 12 (7,4) 5(11,1) 0,30 0,64 (0,19-2,24)
Pneumonia VM 20 (12,4) 1(2,2) 0,03 6,24 (0,85-128,33)
Trauma 47 (29,2) 9 (20,0) 0,22 1,65 (0,70-4,01)

® Média (variacdo) em anos; ° Média (variacdo) em dias.

A andlise dos fatores de risco considerados extrinsecos foi significativa (P <
0,05) para o grupo com infeccdo por MR-MRSA em relacdo aos seguintes itens:
cirurgia,uso de cateter vascular periférico e sonda vesical, mais de dois procedimentos
invasivos e internagdo em unidades critica e cirurgica. A internacdo em unidades
pediatricas sobressaiu entre os pacientes com infeccdo por amostra ndo-multirresistente

(P <0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Fatores de risco extrinsecos para infeccdes por amostras MR- e ndo MR-

MRSA diagnosticadas no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de

2008.
Caracteristica MR-MRSA Nio MR-MRSA P OR (IC 95%)
N=161 (%) N=45 (%)
Cirurgia 105 (65,2) 22 (48,8) 0,04 1,96 (0,95-4,03)
Procedimento invasivo
Cateter vascular central 84 (52,2) 23 (51,1) 0,89 1,04 (0,51-2,13)
Cateter vascular periférico 63 (39,1) 7 (15,5) 0,003 3,49 (1,38-9,16)
Tubo Endotraqueal 59 (36,6) 10 (22,2) 0,06 2,02 (0,88-4,73)
Sonda Vesical 85 (52,8) 14 (31,1) 0,01 2,48 (1,17-5,32)
> 2 procedimentos invasivos 64 (39,7) 7 (15,5) 0,002 3,58 (1,42-9,40)
Antimicrobianos 137 (85,1) 38 (84,4) 0,91 1,05 (0,38-2,82)
> 2 antimicrobianos 44 (27,3) 15 (33,3) 0,43 0,75 (0,35-1,63)
Unidade de internacéo
UTI adultos 31(19,2) 3(6,6) 0,04 3,34 (0,91-14,46)
Unidades Cirurgicas 47 (29,2) 6 (13,3) 0,03 2,68 (1,00 —7,57)
Moléstias Infecciosas 10 (6,2) 1(2,2) 0,26 2,91 (0,37-62,48)
Pronto Socorro 20 (12,4) 7 (15,5) 0,58 0,77 (0,28-2,88)
Unidade de Queimados 3(1,8) 0 0,47 -
Clinica Médica 29 (18,0) 4 (8,8) 0,14 2,25 (0,70-8,05)
Unidades pediatricas® 10 (6,2) 19 (42,2) 0,001 0,09 (0,03-0,23)
Ambulatério 10 (6,2) 4 (8,8) 0,36 0,68 (0,18-2,72)
Indeterminado 1 (0,6) 1(2,2) 0,39 0,28 (0,01-10,29)

# Pediatria, UTI pediatrica, ITU neonatal.

A anélise multivariada dos fatores relacionados aos pacientes e extrinsecos nas
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infeccbes pelos microrganismos multirresistentes e ndo multiresistentes evidenciou,
como fatores independentes, pior prognostico (6bito) para infec¢bes por amostras MR e
infeccOes de pele e tecido mole em neonatos e criangas quando de infecgdes por
amostras ndo MR de MRSA (Tabela 6).

Tabela 6. Andlise multivariada dos fatores de risco para infecgdes por amostras MR- e

ndo MR-MRSA diagnosticadas no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a

setembro de 2008.

Fator de risco P OR IC 95%

Infeccbes de pele e tecido mole 0,01 0,226 0,07 -0,74
Infeccdo de Sitio Cirdrgico 0,49 1,532 0,45-5,19
Uso de CVC 0,31 0,590 0,21-1,65
Uso de > 2 procedimentos invasivos 0,96 0,972 0,28 — 3,40
Cirurgia 0,19 1,863 0,73—-4,73
Internacédo préviaem UTI 0,35 2,020 0,46 — 8,86
Internacdo em unidades pediatricas < 0,001 0,101 0,03-0,33
Evolucdo para 6bito 0,01 3,04 1,20 - 7,69

O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou que todas as amostras
de MR-MRSA exibem resisténcia a trés ou mais classes de agentes antimicrobianos,
excluidos os B-lactdmicos, contra 82,2% das amostras ndo MR-MRSA (Tabela 7).
Quando da avaliagdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos considerados
como marcadores fenotipicos para CA-MRSA verificou-se, no grupo ndo MR-MRSA,
susceptibilidade superior a 60,0% para: levofloxacina, cloranfenicol, sulfametoxazol-
trimetoprim, gentamicina, tetraciclina, rifampicina. Cabe assinalar que todas as

amostras de MR-MRSA foram susceptiveis a Vancomicina e a maioria a Rifampicina
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(70,0%) e Cloranfenicol (68,3%). Os resultados obtidos pelo E-test mostraram
resisténcia entre 1-2 pg/mL em 75% das amostras. Em apenas duas amostras, 455 e 321,
0 MICs foi mais elevado, 50 e 75 pug/mL, respectivamente.

Tabela 7. Susceptibilidade aos agentes antimicrobianos de amostras MR- e ndo MR-

MRSA isolados de pacientes internados no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a

setembro de 2008.
Antimicrobiano MR-MRSA  Ndo MR-MRSA P OR (IC)
N=161 (%) N=45 (%)

Eritromicina 7(4.3) 5(11,1) 0,09 0,36 (0,10 — 1,41)
Levofloxacina 62 (38,5) 30 (66,6) 0,001 0,31 (0,15 — 0,66)
Clindamicina 12 (7,4) 17 (37,7) < 0,001 0,13 (0,05 — 0,33)
Tetraciclina 19 (11,8) 42 (93,3) < 0,001 0,01 (0,00 — 0,04)
Gentamicina 24 (14,9) 41 (91,1) < 0,001 0,02 (0,00 — 0,06)
Rifampicina 113 (70,2) 42 (93,3) 0,003 0,17 (0,04 — 0,62)
Sulfazotrim 15 (9,3) 41 (91,1) < 0,001 0,01 (0,00 — 0,03)
Cloranfenicol 110 (68,3) 37 (82,2) 0,10 0,47 (0,19 — 1,14)
Vancomicina 161 (100) 45 (100) - -
Resisténcia >3 161 (100) 38 (84,4) < 0,001 -

Entre as quarenta e cinco amostras ndo MR-MRSA 26 (57,8%) foram testadas
quanto ao tipo de SCCmec e a presenca de genes para a producdo de fatores de
viruléncia, sendo apenas oito (17,7%) classificadas como do tipo IV e as restantes como
dos tipos Il e Il (82,3%). As classificadas como SCCmec IV foram isoladas
principalmente de infec¢bes de corrente sanguinea (37,5%) e pneumonias (25,0%)

(Tabela 8). Neste grupo o espectro de resisténcia foi predominantemente a eritromicina
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(37,5%). Quatro amostras (50,0%) exibiram resisténcia a clindamicina associada a este

macrolideo (Tabela 8).

Tabela 8. Caracteristicas das amostras de Staphylococcus aureus SCCmec tipo IV

isoladas no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008.

Amostra Data de Sitio de infeccéo Perfil de resisténcia SCCmec
isolamento
229 25/05/2007 Pele ERI%, CLP v
321 18/09/2007 Sangue ERI v
333 20/09/2007 Sangue ERI, CLO* v
u70 04/03/2008 Aspirado traqueal ERI, CLI, LEVO®, CLO v
455 17/03/2008 Aspirado traqueal ERI, CLI, LEVO v
495 06/05/2008 Sangue ERI v
508 21/05/2008 Secrecéo (Otite) ERI, CLO, CLI v
533 18/06/2008 ISC* ERI v

ISC' — Infeccéo de Sitio Cirdrgico; “Eritromicina, *Clindamicina, “Cloranfenicol, *Levofloxacina

Os fatores de risco intrinsecos e extrinsecos observados nos pacientes com

infecces por amostras SCCmeclV, mostrados, respectivamente, nas tabelas 9 e 10,

revelam o predominio do sexo masculino (87,5%), com idade inferior a um ano (50,0%)

e apenas um dos pacientes (12,5%) com infeccdo de natureza comunitaria (Tabela 9).
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Tabela 9. Fatores de risco relacionados aos pacientes com infecgdo por Staphylococcus

aureus SCCmec tipo 1V isolados no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008.

Amostra Sexo Idade Internacéo Trauma  Comorbidades Origem
(anos) anterior
229 Masculino 0,05 Néo Nao - Hospitalar
321 Masculino 0,66 Sim Nao Cardiopatia Hospitalar
333 Masculino 0,7 Né&o Né&o Cardiopatia Hospitalar
u70 Masculino 62 Né&o Sim - Hospitalar
455 Masculino 62 Néo Sim - Hospitalar
495 Feminino 25 Sim Nao SIDA Hospitalar
508 Masculino 1 Né&o Né&o - Comunitaria
533 Masculino 43 Sim Sim - Hospitalar

Os fatores predisponentes extrinsecos relacionados com infecgBes por estas

amostras sdo mostrados na tabela 10, destacando-se a distribuicdo abrangente (unidades

citicas e ndo criticas) no hospital, além de, predominio de pacientes submetidos a

procedimentos cirdrgicos (62,5%) e invasivos (75,0%), bem como em uso de duas ou

mais classes de antimicrobiano (62,5%).

Tabela 10. Fatores de risco extrinsecos para infeccdo por amostras de Staphylococcus

aureus SCCmec tipo 1V isoladas no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008.

Amostra Unidade de Cirurgia Procedimentos invasivos® Uso de

internacao’ Antimicrobianos®

229 Neonatologia Néo CcvC OXA, AMC, VAN

321 Ambulatorio Sim - VAN, MER

333 Neonatologia Sim CVC, CVvP VAN, MER

u70 UTI Sim CVC, TET, SV CLI, CEF

455 UTI Sim CVC, TET, SV VAN

495 Ml Nao CVvP VAN

508 Ambulatério Néo - CTX, AMX, CLV

533 PS Sim CVP -
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YUTI- Unidade de Terapia Intensiva de Adultos, MI- Moléstias Infecciosas, PS- Pronto Socorro; 2 CVC-
Cateter Vascular Central, CVP- Cateter Vascular Periférico, TET- Tubo Endotraqueal, SV- Sonda
Vesical; ® CLI — Clindamicina; CEF — Cefepime; OXA — Oxacilina;, AMC — Amicacina; VAN —
Vancomicina; MER — Meropenem; CTX — Ceftriaxone; AMX — Amoxicilina; CLV — Clavulin

Tabela 11. Fatores de risco intrinsecos relacionados aos pacientes com infeccdo por

amostras de MRSA versus MRSA SCCmec IV no HC-UFU, no periodo de setembro de

2006 a setembro de 2008.
Caracteristicas MRSA MRSA P OR (IC 95%)
N=198 SCCmeclV
N=8
Sexo (M / F) 130/ 68 711 0,18 0,27 (0,01-2,28)
Idade: média (variacdo)® 50,1 (0 - 90) 24,12 (0-62) 0,013 -
Tempo de internacao® 53,09 (0-1080) 67 (0-360) 1,00 -
Sitio de infeccao
Corrente sanguinea 86 (43,4) 3 (37,5) 0,51 1,28 (0,26-6,97)
Pele e tecidos moles 21 (10,6) 2 (25,0) 0,22 0,36 (0,06-2,74)
Sitio cirdrgico 55 (27,7) 1(12,5) 0,30 2,69 (0,32-59,56)
Pneumonia 16 (8,0) 1(12,5) 0,50 0,62 (0,07-14,13)
Pneumonia VM 20 (10,1) 1(12,5) 0,58 0,79 (0,09-17,87)
Comorbidades:
Cardiopatia 16 (8,0) 2 (25,0) 0,14 0,26 (0,04-2,07)
10 (5,0) 1(12,5) 0,26 2,91 (0,37-62,48)
Imunocompromentimento 73 (36,8) 0 0,001 -
Outras’
Trauma 53 (26,8) 3 (37,5) 0,37 0,61 (0,12-3,35)

“Média (variacdo em anos), ° Média (variacdo) em dias, *Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica,

Nefropatia, Diabetes Mellitus, Neoplasia

A comparacgéo de fatores de risco inerentes aos pacientes com infeccdo por MRSA ou
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MRSA SCCmec IV (Tabela 11) mostrou diferencas significativas (P<0,05) quando da
andlise univariada para os seguintes itens: idade, infeccdes graves (infecgdo de corrente
sanguinea e pneumonias) e de sitio cirurgico e trauma (P<0,05), mais expressivos no
primeiro grupo de pacientes, excetuando-se as pneumonias, com (P = 0,05) e sem (P =
0,03) ventilacdo mecanica, que foram mais fregiientes entre os pacientes com infecgédo
por SCCmec IV.

Embora vérias caracteristicas inerentes ao paciente fossem significativas quando da
comparagdo de infecgbes por amostras de MRSA versus SCCmec IV, como referido
anteriormente, quando da analise univariada o mesmo ndo foi observado para as
variaveis extrinsecas (Tabela 12). A anélise multivariada dos itens com significancia na
univariada ndo foram independentemente associados com os dois grupos. Por outro lado
os sitios de infeccdo observados apresentaram valores de OR altos, a saber: Infeccbes de
sitio cirdrgico (10,663), infeccbGes de corrente sanguinea (3,332) nos pacientes com
infeccbes pelos SCCmec tipos Il e Ill, e pneumonias (2,753) nos infectados por

SCCmec IV (Tabela 13).
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Tabela 12. Fatores de risco extrinsecos para infecgdes por MRSA versus MRSA

SCCmec IV diagnosticadas no HC-UFU, no periodo de setembro de 2006 a setembro de

2008.
Caracteristica MRSA MRSA P OR (IC 95%)
N=198 SCCmec IV
N=8
Cirurgia 123 (62,1) 4 (50,0) 0,36 1,64 (0,33-8,09)
Procedimento invasivo
Cateter vascular central 103 (52,0) 4 (50,0) 0,59 1,08 (0,22-5,33)
Cateter vascular periférico 67 (34,0) 3 (37,5) 0,53 0,85 (0,17-4,66)
Tubo Endotraqueal 67 (34,0) 2 (25,0) 0,46 1,53 (0,27-11,32)
Sonda Vesical 97 (49,0) 2 (25,0) 0,16 2,88 (0,51-21,19)
> 2 procedimentos invasivos 69 (34,8) 2(25,0) 0,43 1,60 (0,28-11,84)
Antimicrobianos 167 (84,3) 7 (87,5) 0,63 0,77 (NC)
> 2 antimicrobianos 57 (28,8) 2 (25,0) 0,58 1,21 (0,21-8,97)
Unidade de internacéo
UTI adultos 32 (16,1) 2 (25,0) 0,40 0,60 (0,10-4,51)
Moléstias Infecciosas 10 (5,0) 1(12,5) 0,36 0,37 (0,04-8,82)
Pronto socorro 26 (13,1) 1(12,5) 0,71 1,06 (0,12-23,81)
Ambulatério 12 (6,0) 2 (25,0) 0,09 0,19 (0,03-1,56)
Unidades Pediatricas 27 (13,6) 2 (25,0) 0,31 0,47 (0,08-3,59)
Outras* 91 (46,0) 0 0,008 -

! Unidades Cirdrgicas (Cirdrgica I, Cirargica 11 e Cirtrgica 111), Clinica Médica e Unidade de Queimados

e indeterminados
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Tabela 13. Analise multivariada dos fatores intrinsecos de risco para infeccdes por
MRSA SCCmec IV versus SCCmecll / 11l diagnosticadas no HC-UFU, no periodo de

setembro de 2006 a setembro de 2008.

Fatores de risco P OR IC 95%
Trauma 0,135 0,246 0,04 —1,55
Infeccbes de Corrente Sanguinea 0,237 3,322 0,45 — 24,32
Infeccdo de Sitio Cirdrgico 0,113 10,663 0,57 — 199,92
Pneumonia 0,409 2,753 0,25 -30,47
Comorbidade (Cardiopatia) 0,105 0,221 0,04 -1,37

O perfil alélico obtido pela analise por MLST (1-4-1-4-12-1-10) indicou que as
amostras SCCmeclV isoladas em nosso estudo pertencem ao complexo clonal ST5
(CCb5), clone USAB800, excetuando-se a amostra 333 (Figura 1, linha2) correspondente
ao padrdo A5 do PFGE que nao teve seu ST definido devido a trés alelos inconclusivos.
A tipagem molecular demonstrou, pela técnica de PFGE, a presenca de apenas um clone
(A), subdividido em seis subtipos (Figura 1), sendo “A” (padrdo) o mais freqiiente,
correspondendo as amostras 229, 321 e 495, recuperadas de episddios de infeccdo de
pele e tecido mole (229) e de corrente sanguinea (321 e 495). Os outros subtipos
discriminados (A1, A2, A3, A4 e Ab) foram representados por apenas uma amostra

cada.
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Figura 3. Genotipos do PFGE das oito amostras ndo-MR MRSA, SCCmeclV, isoladas
de pacientes do Hospital de Clinicas da UFU. Amostras - linhas 2 a 9; A ladder - linhas
1, 10 e 11. Padrdo A (linhas 6, 8 e 9), padrdao Al (linha 7), padrdo A2 (linha 5), padrao

A3 (linha 3), padrédo A4 (linha 4) e padrdo A5 (linha 2).
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5 — Discussao

Neste estudo detectamos uma freqliéncia baixa de amostras ndo MR-MRSA,
incluindo amostras SCCmeclV, associadas a infec¢fes hospitalares quando comparadas
as frequéncias relatadas nos Estados Unidos. Adicionalmente, merece destaque a
prevaléncia de apenas um clone entre as mesmas tanto pela técnica MLST (ST5) e
quanto pela de PFGE (A).

A incidéncia de infec¢bes hospitalares por MRSA varia de um pais para outro
com frequéncias baixas no norte da Europa (Suica e Holanda) e altas nos Estados
Unidos e Japdo (DEURENBERG et al., 2007; VAN TRIJP et al., 2007; KLEVENS et
al., 2007). Outros dados de prevaléncia de HA-MRSA referem taxas de 23,0% na
Australia, 67,0% no Japéo, 40,0% no Pacifico Sul, 32,0% nos EUA e 26,0% na Europa
(DIEKEMA et al., 2001). Dados do SENTRY -“Antimicrobial Surveillance Program”,
relativos a América Latina no periodo de 1997 a 2001, mostraram a participacdo de
MRSA como agente etiologico, respectivamente, de bacteremias e pneumonias
hospitalares em 35,0% e 56,7% (Ameérica Latina) e 35,2% e 52,4% (Brasil) (SADER et
al., 2004). Entretanto, estas frequéncias variam significantemente de hospital para
hospital, mesmo considerando um pais especifico (SADER et al., 2004), tornando-se
importante o levantamento da epidemiologia local, sobretudo para um tratamento
empirico mais efetivo. Gales et al. (2004) relataram que MRSA ¢é responsavel por
37,0% das infecgdes por S. aureus em pacientes hospitalizados no pais. No entanto, em
alguns hospitais esta taxa € maior, como em Sao Paulo onde foram detectados de 60,0 a
70,0% de infecgOes por este microrganismo (TRINDADE et al., 2005).
Aproximadamente 20,0% dos hospitais brasileiros estdo localizados no estado de Séo
Paulo, com este microrganismo restrito aqueles de grande porte e universitarios

(PADOVEZE et al., 2010). No Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
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Uberlandia, onde foi realizado o presente estudo, 63,7% de infecgbes de corrente
sanguinea e 46,7% das pneumonias associadas a ventilagdo mecanica (PAV’s) por S.
aureus foram atribuidas a MRSA (CARVALHO & GONTIJO FILHO, 2007). Em outra
investigacdo (MOREIRA & GONTIJO FILHO, 2008), considerando apenas PAVsS em
pacientes internados na UTI do mesmo hospital relataram uma participagéo significativa
de S. aureus, com 41,2% das amostras correspondendo a MRSA.

Neste estudo, considerando apenas infec¢bes de corrente sanguinea, a avaliacdo
de 51 amostras recuperadas de pacientes hospitalizados revelaram proporgéo
semelhantes de infecgdes por MRSA (56,8%) e MSSA (43,2%), e mortalidade total de
47,0%, predominantemente entre pacientes com infeccdo por MRSA (70,8% vs. 29,2%,
P=0.05). (Dados do artigo de qualificagdo em anexo - Anexo V)

As infeccdes hospitalares por HA-MRSA estéo tradicionalmente associadas aos
seguintes fatores predisponentes: pacientes idosos, presenca de comorbidades e tempo
de internacéo, entre os associados ao paciente; e, cirurgia, procedimentos invasivos, uso
de antimicrobianos e internacdo em unidades criticas como fatores extrinsecos
(CHAMBERS & DE LEO, 2009).

No total, foram avaliadas na nossa investigacdo 492 amostras de S. aureus e
42,0% mostraram resisténcia a meticilina, com a maioria (78,0%) comportando-se como
multirresistente aos antibidticos, caracteristica fenotipica do microrganismo de origem
hospitalar. A presenca de MRSA / MSSA observada em nosso estudo foi semelhante a
relatada por Kuehnert e colaboradores (2006) na Europa e Huang et al. (2006) na China,
respectivamente, 43,0% e 42,0% de infeccdes por MRSA entre aquelas por S. aureus.
Entretanto, a participacdo de pacientes infectados internados em UT]I foi pequena nesta
avaliacdo (16,5%) frente a frequéncias mais altas observadas em unidades clinicas

(36,0%) e cirargicas (25,7%), evidenciando sua endemicidade no hospital; ao contrario
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dos trabalhos referentes a hospitais do hemisferio norte onde as infec¢bes por este
fendtipo sdo mais evidentes em pacientes de unidades criticas (CHAMBERS & DE
LEO, 2009).

A partir dos anos 90 emergiram as amostras de CA-MRSA, usualmente
associadas com infecgOes cutaneas e de tecidos moles, sobressaindo o impetigo, e
especialmente em criancas (YAMAMOTO et al., 2010), mas também em infec¢des
graves como pneumonias necrotizantes e infeccdes de corrente sanguinea (ROSSNEY
et al., 2007; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008). O (nico caso de origem
comunitaria, com isolamento de CA-MRSA, detectado na populacdo estudada em
Uberlandia foi de uma crianca de um ano de idade, atendida no ambulatorio,
correspondendo a um episddio de otite. As infeccdes por este microrganismo se
desenvolvem usualmente em individuos sadios sem a existéncia de fatores de risco para
aquisicdo de MRSA, como hospitalizacdo prévia (CDC, 2004).

Ha sugestbes de que CA-MRSA evoluiu espontaneamente a partir de amostras
de MSSA, pela aquisicdo do gene mecA independentemente em muitas areas
geogréficas (ENRIGHT et al., 2002; OTTER & FRENCH, 2010) e, ao contrario das
amostras de HA-MRSA, usualmente restritas a pacientes hospitalizados e com fatores
de risco predisponentes ja referidos anteriormente, disseminou-se na comunidade
(YAMAMOTO et al., 2010; CHAMBERS & DE LEO, 2009). A expansdo da linhagem
comunitaria foi relatada em diferentes regides geograficas como Canada, Asia, América
do Sul, Australia e Europa, incluindo, neste ultimo continente, paises onde
historicamente a prevaléncia de MRSA é baixa como: Noruega, Holanda, Dinamarca e
Finlandia (CHAMBERS & DE LEO, 2009).

Recentemente o microrganismo comunitario (CA-MRSA) comegou a substituir

0 HA-MRSA em hospitais nos EUA e Taiwan, onde sua prevaléncia é alta em IRAS
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(Infeccdes relacionadas & assisténcia a saude) (SEYBOLD et al., 2006; HUANG et al.,
2007; DEURENBERG & STOBBERINGH, 2008; PATEL et al., 2008; POPOVICH,
WEINSTEIN e HOTA, 2008; WANG et al., 2008). POPOVICH et al. (2008) relataram
que a participacdo de amostras de CA-MRSA na etiologia de infecgBes de corrente
sanguinea por MRSA aumentou de 24,0% para 49,0% em um hospital de Chicago,
evidenciando a substituicdo das amostras hospitalares tradicionais de MRSA (FENG et
al., 2008).

Em nossa avaliagdo este estudo é o primeiro no pais, centrado em populacdo
hospitalar, a abordar a epidemiologia de infeccbes por MRSA considerando amostras
multirresistentes e ndo-multirresistentes por métodos classicos e moleculares.

No Brasil, os primeiros relatos sobre a presenga de CA-MRSA foram relativos a
infecgBes comunitarias, usualmente de pele e tecido subcutdneo e um caso de artrite
séptica, nos estados do Rio Grande do Sul (RIBEIRO et al. 2005, 2007) e Rio de
Janeiro (SCHUENCK et al., 2009). A seguir, outras publicacbes descreveram estas
amostras recuperadas de infeccBes de corrente sanguinea (TRINDADE et al., 2005;
MIRANDA et al., 2007; SCHUENCK et al., 2009), tecido mole (RIBEIRO et al., 2007)
e sitio cirurgico (MIRANDA et al., 2007; SCHUENCK et al., 2009), em pacientes
apresentando fatores de risco tradicionais. O presente estudo refere-se exclusivamente a
amostras de natureza hospitalar, excetuando-se duas, de atendimento ambulatorial: uma
crianga com otite anteriormente referida e um paciente com infeccdo cutanea. No total,
entre 0s 45 pacientes com amostras ndo multirresistentes de MRSA, observamos o
predominio de infeccdes de corrente sanguinea (43,2%), seguidas de infeccdes de sitio
cirurgico e pele e tecido mole (38,3%) e pneumonia (18,4%).

Enquanto as amostras hospitalares sdo multirresisitentes, as de CA-MRSA

apresentam resisténcia somente aos [-lactamicos, disponibilizando vérias opcoes
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guando de decisdes terapéuticas (POPOVICH et al., 2007). Entretanto, vem-se
observando a aquisicdo crescente de genes de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos (BOYLE-VAVRA et al., 2005; RAMDANI-BOUGUESSA et al.,
2006; DIEP et al., 2008).

Alguns clones de CA-MRSA, como o Europeu (ST80-SCCmeclV), apresentam
um perfil especifico de resisténcia incluindo o &cido fusidico, tetraciclina, canamicina e
resisténcia variavel a ciprofloxacina (VANDENESCH et al., 2003; TRISTAN et al.,
2007). Entre as amostras de ndo MR-MRSA isoladas em nossa investigacdo o espectro
de resisténcia aos antimicrobianos incluiu predominantemente eritromicina (88,8%),
clindamicina (62,3%), fluorquinolona (33,4%), cloranfenicol (17,7%) e sulfametoxazol-
trimetoprim (S+T) (8,8%). Entre as oito amostras que apresentaram o SCCmeclV
37,5% apresentou um resistograma comum com resisténcia apenas a eritromicina.

A susceptibilidade a antimicrobianos como tetraciclina, S+T, gentamicina,
fluorquinolonas e clindamicina é considerada como marcador fenotipico para a deteccao
laboratorial presuntiva de CA-MRSA (MILLAR et al., 2007; POPOVICH et al., 2007).
Embora a susceptibilidade a ciprofloxacina seja recomendada como teste de triagem
primario para esta identificagao pelo “HPA Staphylococcus Reference Laboratory” a
maioria, usualmente, comporta-se como susceptivel também ao S+T, gentamicina e
clindamicina (MILLAR et al., 2007). Popovich et al. (2007) verificaram que a
clindamicina ou as fluorquinolonas foram os antimicrobianos que melhor previram o
gendtipo de CA-MRSA. Os valores preditivos positivos para a identificagdo destas
amostras foram 94,0% entre as amostras de MRSA e para clindamicina e
fluorquinolona, quando a prevaléncia destes isolados foi 75,0%. Os nossos dados,
relativos as oito amostras SCCmeclV das 26 genotipadas entre as amostras ndo MR-

MRSA, evidenciaram para clindamicina e fluorquinolona as seguintes frequéncias de
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sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo, respectivamente: 50,0%, 94,4%,
80,0%; 75,0%, 66,6%, 50,0%. Por outro lado, dados de dois estudos realizados no pais
(TRINDADE et al., 2005 e SCHUENCK et al.,, 2009) sugerem a utilizacdo da
susceptibiliade ao S+T como marcador fenotipico de CA-MRSA. Aproximadamente
90,0% das amostras ndo-multirresistentes, bem como 100,0% das oito com genotipo
SCCmeclV recuperadas no HC-UFU foram susceptiveis a este antimicrobiano.

Adicionalmente a susceptibilidade a diversas classes de antimicrobianos que ndo
os P-lactamicos, esta linhagem caracteriza-se pela resisténcia heterogénea a
meticilina/oxacilina (OKUMA et al., 2002; YAMAMOTO et al., 2010), refletida pelos
baixos valores de MIC para estas penicilinas, em torno de 32 pg/mL (RIBEIRO et al.,
2005). Os nossos resultados obtidos pelo E-test mostraram a maioria das amostras
(75,0%) com resisténcia entre 1-2 pg/mL e apenas duas amostras, 455 e 321, com MICs
de 50 e 75 pg/mL, respectivamente.

A viruléncia deste microrganismo € atribuida, principalmente, a producdo de
leucocidina de Panton-Valentine, citocina codificada pelos genes lukS-PV e lukF-PV
(OTTER & FRENCH, 2010), além de hemolisinas (a, p ¢ &) bem como de outros
fatores de viruléncia comuns as amostras de S. aureus como superantigenos e toxinas
(OTTER & FRENCH, 2009; YAMAMOTO et al., 2010). A producdo de leucocidina
estd associada a amostras de CA-MRSA prevalentes em alguns paises como Austrélia,
Alemanha e, sobretudo, EUA onde sua presenca é uma das caracteristicas do clone USA
300 (ST8-1V) (OTTER & FRENCH, 2010). Entretanto, é incomum em varias linhagens
de CA-MRSA isoladas em outros paises, de forma que sua produgdo ndo é um marcador
universal para este gendtipo (NIMMO et al., 2006; ZHANG et al., 2008; YAMAMOTO
et al., 2010). A leucocidina Panton-Valentine €, provavelmente, um fator de viruléncia

com participagdo direta em episodios de pneumonia necrotizante (LABANDEIRA et
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al., 2007) mas, sua contribuicdo na patogenia das infecgOes de pele, tecido mole e outras
infeccOes estafilocdcicas invasivas € controversa (ELLINGTON et al., 2007).
Considera-se que as amostras que produzem PVL representem um problema
grave de salde publica devido a sua viruléncia aumentada, bem como o potencial de
transmissdo desta caracteristica, que torna este microrganismo uma ameaca real se
importado para o interior de hospitais (NASS et al., 2005). No entanto, amostras que
carreiam estes genes ndo estdo associadas de forma clara com sindromes clinicas mais
graves (MESRATI et al., 2010). Schuenck et al. (2009) relataram auséncia de
leucocidina em 85,0% de amostras ndo multirresistentes SCCmeclV pertencentes a
clones distintos no Rio de Janeiro, recuperados na sua maioria de pacientes internados.
Este gendtipo ndo foi detectado em nenhuma das amostras incluidas na nossa
investigacdo. Outro fator de viruléncia pesquisado em nosso estudo foi a produgao de a-
hemolisina, esta sim, documentada nas oito amostras pesquisadas. Entretanto, a
associagdo destas hemolisinas com sindromes clinicas especificas ainda ndo foi descrita.
Em nosso estudo, a taxa de mortalidade hospitalar total, no prazo de trinta dias
pos o diagnostico, foi de 43,2% e, significante (P<0,01) entre os pacientes com infecgdo
pelo microrganismo multirresistente e quando da comparagdo com 0s pacientes com
infecgdo por amostras ndo-multirresistentes. Na analise multivariada a multirresisténcia
foi um fator independente (P<0,01) para um pior prognéstico (6bito). Entre as oito
amostras identificadas como SCCmeclV, incluindo um isolado de um episédio de otite
de natureza comunitaria, ndo foram observados oObitos, apesar da maioria (62,2%) estar
associada a infecgbes graves, como pneumonias e infec¢fes de corrente sanguinea. Ha
poucos relatos sugestivos de que a mortalidade por bacteremias de natureza hospitalar

por CA-MRSA e CA-MSSA néo séo diferentes (WANG et al., 2008) ao contrario do
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observado com as infec¢cdes comunitarias quando, aquelas por CA-MRSA apresentam
evolucdo menos favoravel do que as por CA-MSSA (DAVIS et al., 2007).

O uso intenso e indiscriminado de antimicrobianos, tanto na comunidade quanto
em hospitais, € um problema de saude publica, particularmente em paises em
desenvolvimento como no Brasil (NETTLEMAN, 1993; GOULD, 2009), justificando a
situacdo, cada vez mais preocupante, de emergéncia e prevaléncia de microrganismos
multirresistentes (GOLDMANN & HUSKINS, 1997). Em relacdo ao CA-MRSA,
sugere-se que a presenca do SCCmeclV seja uma vantagem para 0 microrganismo, com
0s niveis mais baixos de antimicrobianos utilizados na comunidade suficientes para sua
disseminagdo sem maior custo biol6gico (LEVIN, 2001; DIEP et al., 2008), em
contraste com amostras SCCmecll e Ill, multirresistentes, endémicas nos hospitais
gerais, cujo maior numero de genes imp&e um custo bioldgico e seriam favorecidas pela
forca pressora resultante dos niveis elevados de antimicrobianos no ambiente hospitalar,
mas que restringiriam sua disseminagdo na comunidade (ENDER et al., 2004; LEE et
al., 2007; DIEP et al., 2008). Entretanto, uma vez introduzido em hospitais pela
admissdo de doentes infectados ou portadores, as amostras de MRSA SCCmeclV,
particularmente USA300, causam infec¢Oes nosocomiais, em pacientes com a presenca
de fatores predisponentes classicos, como ja referido anteriormente (MORAN et al.,
2006; POPOVICH et al., 2008), e observado no nosso estudo. Contudo as infecgdes de
pele e tecido mole, assim como a internagdo em unidades pediatricas, foram fatores de
risco independentes para infecgdes por amostras ndo MR-MRSA, enquanto as
recuperadas de corrente sanguinea, sitio cirirgico e pneumonia sobressairam entre as
multirresistentes.

A combinacdo de técnicas moleculares, particularmente as tipagens por

“multilocus sequence typing (MLST)”, além do “pulsed-field” e “spa typing”
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(CHAMBERS & DE LEO, 2009), é usualmente utilizada na definicdo de tipos e clones
de CA-MRSA (OTTER & FRENCH, 2010). Amostras idénticas de acordo com a
analise pela técnica de MLST s&o consideradas como de um mesmo “sequence typing”
(ST) e os STs que diferem em menos de trés loci génicos sdo agrupados em complexos
clonais (CC) (OTTER & FRENCH, 2010). Assim como ocorreu com o MRSA
multirresistente associado a instituicdes de saude, clones bem sucedidos de CA-MRSA
estdo usualmente relacionados com regides geograficas especificas por razdes ainda ndo
bem compreendidas, mas que, provavelmente, incluem fatores socio-econémicos,
praticas de prescricdo de antimicrobianos e surtos comunitarios e hospitalares
(VANDENESCH et al., 2003; TRISTAN et al., 2007; DEURENBERG &
STOBBERINGH, 2008).

Os primeiros relatos de casos de infec¢Ges por CA-MRSA foram causados pela
linhagem USA400/ MW2 (ST1-1V, PVL+), relacionada com o clone WA-1, PVL-
australiano e com MSSA476 prevalente no Reino Unido (CDC, 1999, OTTER &
FRENCH, 2010). Atualmente, o clone USA300 (ST8-1V, PVL+) ndo sé substituiu os
antigos clones como o USA400, como também se tornou o agente mais freqliente de
infeccbes hospitalares nos Estados Unidos e Canada (SEYBOLD et al., 2006; PATEL
et al., 2008; POPOVICH, WEINSTEIN & HOTA, 2008), onde também tem crescido a
participacdo do clone USA 100 (ST5) (JOHNSON et al., 2001; KLEVENS et al.,
2007). USA 300 é também um patogeno nosocomial importante em Taiwan (HUANG
et al., 2007), ao contrario do que ocorre em outras regides geograficas, incluindo a
Europa onde as amostras de CA-MRSA sdo caracterizadas pela diversidade clonal
(CHAMBERS & DE LEO, 2009; OTTER & FRENCH, 2010). O clone mais comum
neste continente (Clone Europeu) é o ST80-1V, embora relatos da participacdo do

USA300 estejam aumentando (OTTER & FRENCH, 2010). No Reino Unido os
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principais clones circulantes relacionados com infeccBes comunitarias sdo ST1-1V,
PVL- e ST30-1V, PVL+ (OTTER & FRENCH, 2010), também associados com surtos
hospitalares (DAVID et al., 2006; HPA, 2006). Adicionalmente, os clones ST59-1V,
PVL+ e ST30-1V, PVL+ (Southwest Pacific Clone / OSPC) sobressaem em Taiwan e,
este Gltimo, além do ST1, ST93, e ST29 sdo mais representativos na Oceania/Australia
(HUANG et al., 2007; STAM-BOLINK et al., 2007).

No Brasil, amostras de HA-MRSA pertencentes ao BEC (“Brazilian
epidemic clone”, ST239-I11lA) se disseminaram entre hospitais gerais tornando-se
endémicas nos mesmos (SOARES et al, 2001, FORTALEZA et al, 2010),
representando aproximadamente 80,0 a 97,0% das amostras de MRSA hospitalares
classicas (SADER et al., 1994; SOUZA et al., 2001). O primeiro relato de infec¢des
causadas por CA-MRSA (RIBEIRO et al., 2005) evidenciou a participagdo do clone
OSPC (ST30-1V, PVL+) em trés amostras associadas a infec¢des de pele (2) e artrite
séptica (1), de natureza comunitaria em pacientes atendidos ambulatorialmente em
hospitais de Porto Alegre, RS. Posteriormente foi relatada a emergéncia da linhagem
comunitaria de S. aureus em hospitais de S&o Paulo (TRINDADE et al., 2005), Recife e
Rio de Janeiro (MIRANDA et al., 2007; SCHUENCK et al., 2009). A primeira
publicacdo (TRINDADE et al., 2005) refere-se a 13,0% de amostras de MRSA néo-
multirresistentes, SCCmeclV em isolados de sangue de neonatos internados em UTI,
enquanto, Miranda e colaboradores (2007) incluiram amostras de pacientes adultos ou
idosos em Recife apresentando comorbidades e outros fatores de risco observados
tradicionalmente em infec¢Ges por HA-MRSA, e de isolados de profissionais de salde
de um hospital pediatrico colonizados por MRSA, verificando prevaléncia de 14,0% e
5,9%, respectivamente, de amostras do tipo SCCmeclV. Posteriormente Schuenck et al.

(2009) analisaram 20 amostras com 0 mesmo genotipo SCCmeclV recuperadas de
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pacientes internados e ambulatoriais no hospital universitario da UFRJ caracterizadas
pela policlonalidade. Em nosso estudo, foram detectadas 45 (21,8%) amostras néo-
multirresistentes, das quais oito (17,7%) foram identificadas como SCCmeclV entre as
26 submetidas a tipagem molecular.

A anélise epidemioldgica molecular das amostras de CA-MRSA no pais indicam
maior prevaléncia do clone OSPC (69,2%) tanto naquelas provenientes do Rio de
Janeiro quanto de Porto Alegre, em infeccBes de natureza comunitéria, incluindo cinco
pacientes sem fatores de risco e quatro com hospitalizacdo prévia no ultimo ano; além
de quatro amostras caracterizadas como WA-1/USA400 (ST1-1V, PVL-) e uma como
USA300 (ST8-V, PVL-), estes tltimos, isolados de pacientes hospitalizados. Os nossos
resultados, evidenciaram, entre as oito amostras do genétipo SCCmeclV, a maioria
(87,5%), como do clone ST5 (1-4-1-4-12-1-10) pela técnica de MLST, com uma
amostra apresentando resultado inconclusivo devido a presenca de trés alelos
indeterminados. A prevaléncia hospitalar deste clone foi relatada anteriormente por
Trindade et al. (2005) e, posteriormente por Miranda et al. (2007). Estudos realizados
em outros paises como Bélgica e Franca também relataram a presenca de amostras de
HA-MRSA abrigando o SCCmeclV (BERTRAND, THOUVEREZ & TALON, 2000;
MANGENEY et al., 2002; DENIS et al., 2003), com aumento de 22,0% para 48,0%
entre os anos de 1995 a 1998, em hospitais belgas.

O clone ST5-1V pertence ao complexo clonal 5 (CC5) e é referido como
USAB800 pelo perfil PFGE, representando amostras de MRSA de origem hospitalar
(OTTER & FRENCH, 2009; ENRIGHT et al., 2002). Na nossa investiga¢cdo quando da
avaliacdo do “DNA fingerprinting” pelo PFGE, a comparacdo com amostras “padroes”

dos clones USA300 e USA800 nao foi realizada, impossibilitando afirmar que se trata
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do clone hospitalar classico (Clone Pediatrico), embora a tipagem pelo MLST mostre
similaridade.

O clone ST5 parece ter presenga importante em hospitais brasileiros e seu
sucesso no ambiente hospitalar parece estar relacionada a vantagem biol6gica de
multiplicagdo mais rapida que amostras de HA-MRSA (LAURENT et al., 2001) que

pode contribuir para 0 aumento de sua prevaléncia.
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6 — Conclusodes

Amostras ndo multirresistentes e do tipo SCCmeclV representaram apenas
21,8% e 3,8%, respectivamente, daquelas de MRSA isoladas de pacientes
internados no HC-UFU, na sua maioria de infec¢fes de corrente sanguinea;
Verificou-se o predominio de infec¢Bes de natureza hospitalar (98,0%) incluindo
as causadas por amostras do gendétipo SCCmeclV (87,5%), entre as quais apenas
uma, referente a um caso de otite, foi caracterizada como CA-MRSA,;

Foram fatores de risco para aquisicao de infeccdes por HA-MRSA: cirurgia, uso
de cateter vascular periférico e sonda vesical bem como o uso de mais de dois
procedimentos invasivos e internacdo em unidades criticas (UTI adultos),
quando da andlise univariada. A evolucgdo para o 6bito foi um fator independente
relacionado a infeccdo por HA-MRSA quando comparado com aquela por
amostras ndo multirresistentes de MRSA;

Entre os antimicrobianos testados a susceptibilidade ao sulfazotrim foi o que
mostrou maior sensibilidade, sugerindo sua utilizacdo como marcador fenotipico
na identificacdo presuntiva de amostras SCCmeclV e, adicionalmente as
amostras ndo multirresistentes de MRSA apresentaram um MIC baixo para
oxacilina;

Entre as oito amostras SCCmeclV foi identificado um unico clone / gendtipo
(PFGE), apresentando 5 subtipos (A1,A2, A3, A4 e Ab5), pertencente ao
complexo clonal cinco (CC5) (MLST); e, sete destas amostras foram
caracterizadas como do clone ST5, semelhante ao clone pediatrico (USA800),
considerado predominantemente como associado a infeccdes relacionadas com

instituicOes de assisténcia a saude.
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e Estas oito amostras foram negativas para producdo de PVL e positivas para
hemolisina.

Concluindo, embora nossos dados de vigilancia sejam limitados, os resultados
mostraram a prevaléncia do tipo ST5-1V de MRSA de natureza hospitalar inferior
em relacdo as relatadas nos Estados Unidos para o clone comunitario ST8-1V, PVL+
(USA300), bem como para o clone hospitalar ST5 (USA800) na Bélgica e na
Franca, mas, com melhor progndstico para o paciente quando da comparacdo com
infeccbes por amostras multirresistentes classicas de HA-MRSA. Entretanto, a
vigilancia epidemiolégica destas linhagens (ST5-1V, PVL-) tanto na comunidade
quanto nos hospitais depende de muitos fatores e deve ser motivo de preocupacao

dos servicos de saude publica.
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8 - ANEXO |

! Q Universidade Federal de Uberlandia

i Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagsio
| COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
| Av. Jo@o Naves de Avila, n° 2160 - Bloco J - Campus Santa Ménica - Ubertandia-MG -
| CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 218/06

istfo CEP: 014/06

Pfoje ‘ Pesquisa: “ncidéncia de SCCmec TIPO IV DE staphylococcus aureus em infecgbes de
e e ltecidos moles, comente sanguinea € pneumonicas, comunitérias e hospitalares em um

ui_:sador Responsével: Paulo Pinto Gontyoe Fitho

yrdo com as atribuigbes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
a ovg‘zo do projeto de pesquisa proposto.

tuac_:ho: Projeto aprovado.

CEPJUFU lembra que:
al segundo a Resolug3o 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da pesquisa e
Terqhos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.

podera, por escolha aleatbria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
oun{entacao pertinente ao projeto.

ata para entrega do Relatorio Parcial: dezembro/2006
ata para entrega do Relatério Parcial: dezembro/2007
ata para entrega do Relatério Parcial: dezembro/2008
ata gara entrega do Relat6rio Final: margo/2009

Uberténdia, 03 de agosto de 2006. 9 .
R P P AR N PR S

L a. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
- Coordenadora do CEP/UFU

i

Crientagdes ao pesquisador:
{Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recomendoges)
*/O sujeito da pesquisa tem & liberdade de Tecusar-se 2 participar ou de rotirar seu conscutimento em quakquer fase da pesquisa, sem
i penalizagio alguma e sem prejuizo 20 seu cuidado (Res. CNS 195/96 - Hem IV.1.1) e deve receber uma cbopia do Termo de
| Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (feern TV.2.d).
°0pwqﬁsndmdﬂedmgnvplmapcsquisncqumdeﬁ:mdamptmu!u aprovado e descontinuar o estudo somente apos andlise das
@‘:‘swda“g:mmtgtmom pelo CEP que o‘gptwou (Res. CNS Hem (1.3 z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco
ou ao swetito parficipanie ou quando constadar a superion de regi i i
(lmV.S)qge“ Aoy ! perionidade de regime oferecido a um dos grupoes da pesquisa
40 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevanies que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS liem V.4),
Epapeldopesqmmdcrass&glmmedidasimedim:sadequadasﬁaiteammdmmwonido(mmoquehaﬁnsidom
outro_centro) e enviar notificagdo a0 CEF e 4 Agéncia Nacions) de Vigildncia Sanitaria — ANVISA - junte com seu
posiclonamento.
-;Evcnluai,smodiﬂcagﬁm@mmmohmgmmmmmm&mmadmem,mwmﬂnamde
i‘ protocolo & ser modificada € suas justificativas. Em caso de projetns do Grupo I on 1T apresentados anteriormente 2 ANVISA, o
* pesquisador ou patrocinador deve envis-las também & mesma, junio com o parecer aprovaténio do CEP, para serem juntadas a0
protocolo inicial ( Res. 251/97. item TI1.2.¢). O prazo para entrega «c relalério é de 120 dias apés o término da execugdo prevista
no cronograma do projeto, conforme norma da Res. [96/95 CNS.

pital universitério de Minas Gerais. .” - 4 .
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9 - ANEXO II

Termo de Consentimento livre e esclarecido
Caro paciente,

Este ¢ um termo de consentimento para sua participacdo voluntaria em uma pesquisa a ser realizada
dentro do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia. A nossa pesquisa tem como
objetivo a busca de uma bactéria (Staphylococcus aureus) que causa infecgGes nos hospitais e em pessoas
da comunidade (aquelas que néo estdo internadas). O beneficio do nosso estudo se baseia no fato de que o
diagnostico precoce de colonizagdo de pacientes por esta bactéria, tanto nos internados em UTIs quanto
em pessoas com infecgBes simples de pele (como furdnculos e abscessos) pode prevenir infecgdes graves
em pacientes debilitados, bem como a disseminacdo deste microrganismo, evitando que outras pessoas
adquiram a mesma doenca.

Para que possamos fazer o diagndstico precoce é necessario coletar uma amostra de secrecdo pulmonar a
partir de pacientes com suspeita de pneumonia. Mas como esta coleta é realizada? A secrecdo pulmonar é
removia diariamente pela equipe de fisioterapia como um procedimento de rotina, em todos os pacientes
com prétese ventilatéria. A limpeza do respirador, que ajudam o paciente a respirar, é indispensavel.
Como o0 nosso estudo é direcionado aos pacientes com pneumonia e internados na UTI, durante a limpeza
diéria do tubo, nosso material é obtido ndo alterando a rotina do paciente e nem causando a ele nenhum
desconforto adicional, uma vez que este procedimento ja é parte do tratamento. A qualquer momento,
caso seja 0 seul desejo, vocé poderd ser excluido da pesquisa entrando em contato com os pesquisadores
responsaveis por telefone ou endereco listados abaixo.

Os resultados obtidos serdo utilizados na pesquisa e 0s nomes dos pacientes ndo serdo divulgados.

Eu ou responsavel
( ) aceito participar voluntariamente desta pesquisa.

Assinatura do paciente ou responsavel
Quaisquer duavidas, em relacdo aos procedimentos realizados ou aos resultados, poderdo ser
esclarecidas nos seguintes locais:
Prof. Dr. Paulo P. Gontijo Filho (Pesquisador responsavel pela pesquisa) e Profa. Karinne Spirandelli
Carvalho (Aluna do curso de pos-graduagdo): Av. Para Bloco 4C (Laboratorio de Microbiologia) -

Universidade Federal de Uberlandia - Campus Umuarama — Telefone: (34) 3218 2236

Comité de Etica em Pesquisa: Telefones: (34) 3239 4531 / 32394131
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10 - ANEXO 111

Ficha Clinica

ColetaNo.: _ Prontuario: data de internacdo: _/ /  data da coleta:
B

Idade na coleta: ~ anos Data de nascimento: _/ /  RG: Unidade de
Internacéo: Género: _ 0 (M) / _ 1 (F) Doenca de Base:
CID: Diagnostico principal (motivo da internacao):

Trauma: __ 0(Sim)/_ 1 (N&o)

Sitio de infecgdo: __ 0 (Pele e tecidos moles)/ 1 (ISC)/ _ 2 (Sangue)/ __ 3 (PAV)
Data do diagnéstico: __/_/_ Tipo de infeccdo: __ 0 (Comunitaria) / __ 1 (Hospitalar)
Internagéo Atual (Unidade de internagdo): __ OUTI/_1CI1/_2Cll/_3Cll/__
4CIV/_5MI/_6PS/_7G0O/__ 8Queimados/__ 9 Psiquiatria/_ 01 Cl. M/
__ 02 Ambulatério/ 03 Outros

Leucécitos:

No momento da internagédo ou 2 semanas antes da data da hemocultura positiva
Cateter venoso Central: S () Néo () Data Inicio__/ [ DataFim __ / [

(antes da data da hemocultura positiva/dirante toda internacéo)

Procedimentos invasivos: 0 (CVC)/ __ 1 (TET)/ _2(SV)/ _ 3 (CvP)/ _4

nenhum

Antibiético: 0 (Sim) / __ 1 (Nao) Quais? Via: Data de inicio:
B

Procedimento Cirurgico: __ 0 (Sim) / __ 1 (N&o) Tipo: Data:
B

Internacdo Prévia: S () N&do () Data__ / / (periodo méaximo de 1 ano antes

da internacgé&o atual)
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11 - ANEXO IV
METHICILLIN-RESISTANT  Staphylococcus aureus BLOODSTREAM
INFECTION: RISK FACTORS AND CLINICAL OUTCOME IN NON-
INTENSIVE CARE UNITS

(MRSA bloodstream infection)
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Summary

Objectives: The aim of this study was to identify risk factors for methicillin-
resistance in S. aureus BSI and the predictive factors for death.

Methods: A retrospective cohort of Fifty one patients presenting bacteraemia
due to S. aureus between September 2006 and September 2008 was analised.
S. aureus samples were obtained from hemocultures performed by hospital
microbiology laboratory. Methicillin-resistance was determined by growth on
oxacillin screen agar and antimicrobial suscetibility by means of the disk
diffusion method.

Results: We found similar numbers of MRSA (56.8%) and MSSA (43.2%)
infections and overall hospital mortality ratio was 47%, predominantly in MRSA
group (70.8% vs. 29.2%) (P=0.05). Age (P=0.02) and presence of central
venous catheter (P=0.02) were significantly increased in MRSA patients.
Regarding the outcome the use of two or more antimicrobial agents (P=0.03)
and lenght of hospital stay prior to bacteraemia superior to seven days
(P=0.006) were associated to death. The use of more than two antimicrobial
agents remained associated to death and high odds ratio value were observed
to cardiopathy as comorbidity and length of hospital stay prior to bacteraemia.
Conclusions: Despite several risk factors were associated to MRSA and
MSSA infection and mortality, the use of two or more antimicrobial agents was

the unique independent variable for death.

Keywords: Staphylococcus aureus; MRSA,; Bacteraemia
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Introduction

A broad variety of infections, ranging from minor infections of the skin to
severe infections as bloodstream infections (BSI) can be caused by S. aureus.
Today methicillin-resistant S. aureus (MRSA) is an endemic nosocomial
pathogen, but has recently begun to appear in the community*. Some previous
studies of patients with MRSA bloodstream infection (BSI) have reported higher
mortality rates, increased morbidity and longer hospital length of stay than those
with MSSA BSI %3, In the UK, MRSA infection is cited with increasing frequency
as causing or contributing to death* °. Risk factors for methicillin-resistance in

these infections have been extensively described but vary among institutions® ’.

Methicillin-resistance among S. aureus remain as an important problem in Latin
America hospitals®, but rates vary significantly from hospital to hospital. In
Brazil, the Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY)? described a
prevalence of MRSA bacteraemia of 30.9% in hospitalized patients between
1997 and 2000, but in large brazilian teaching hospitals up to 73.0% of clinically
significant S. aureus bacteraemias were caused by methicillin-resistant strains.
Ribas, Freitas e Gontijo Filho (2009)° reported 49.5% of bloodstream infection
in Hospital de Clinicas of Uberlandia’s Federal University due to S. aureus and
recently Carvalho and Gontijo Filho (2008)** described 63.7% of S. aureus BSI
due to MRSA in adult critical care unit.

The objectives of this study were to identify institution-specific risk factors
for methicillin-resistance in S. aureus BSI, to determine the predictive factors for
death and assess the impact of methicillin-resistance on mortality in patients in
non-intensive care units of a Brazilian University Hospital.

Materials and Methods
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The study was conducted in a 500-bed teaching hospital which provides
tertiary care for Uberlandia and surroundings. The investigation was designed
as a retrospective cohort of patients presenting bacteraemia due to S. aureus.
Clinical an epidemiological data were collected from the hospital patient
records. The present study was approved by Ethics Committee of Federal
University of Uberlandia (UFU) (014/06).

BSIs were classified as primary when they were unrelated to another
focus of infection. BSIs were considered to be secondary when they were
clinically related to infection in another site than the vascular system*?. Previous
antimicrobial therapy was defined as the use of any antibiotic within 30 days
prior to bacteraemia®®. Antimicrobial therapy was considered to be adequate if
the drug used within the first 48 h after blood culture collection had in vitro
activity against the isolated S. aureus strain®®.  Bacteraemia-associated
mortality was characterized by the patient's death during the bacteremic
episode and/or 30 days after hospitalization period without any other
explanation™”.

Hemocultures were performed inoculating 5-10 mL of blood into a flask of
the automatic commercial system Bactec/ Alert® (Vitek System). Positive
cultures were further sub-cultured in Mueller-Hinton Agar (Isofar LTDA, Brazil)
supplemented with 5% of human blood and incubated for 24-48 hours at 35 +
2°C in the hospital microbiology laboratory. Methicillin-resistance was
determined by growth on oxacillin screen agar and antimicrobial suscetibility by
means of the disk diffusion method with disks containing antimicrobial agents.

Univariate analysis was used to compare variables for the outcome

groups of interest. Continuous variables were compared using Student’s t test
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for normally distributed variables. The x? statistic or Fisher's exact test was
used to compare categorical variables. Multivariated analysis was performed
using multiple logistic regression with stepwise approach for entering new terms
into the BioEstat5.0 model with 0.2 as the limit for their acceptance or removal.
All P value lower than 0.2 were considered significant.

Results

Between September 2007 and September 2008, 134 S. aureus BSI were
identified. Methicillin-resistance rate was 59,7% (80/134). Unfortunatelly among
these 83 were excluded from the study because of incomplete or missing data.
A total of 51 episodes in patients were then reviewed. Ten patients presented
multiple episodes of MRSA BSI and two presented multiple episodes of MSSA
BSI. Thirty one infections occurred in male patients and twenty occurred in
female patients (Table 1).

Table 1 shows clinical and demographic characteristics of patients with
MRSA and MSSA BSI. MRSA BSI occurred in older patients, after a longer time
following admission when compared to MSSA BSI. All MRSA BSI were
classified as nosocomial. The use of more than two antimicrobial agents,
comorbidity and length of hospital stay prior to bacteraemia longer than seven
days were more frequent in MRSA group. Presence of intravascular device was
significantly higher in MRSA than MSSA group. The sources of S. aureus BSI
are also listed in Table 1 and in both, MRSA and MSSA primary BSI were the
most common sources than secondary ones and 22 (75.9%) of whom with
MRSA episodes associated with central venous catheter.

The overall mortality rate was 47%. Univariate analysis for potential

prognostic death factors associated with S. aureus bacteraemia is presented in
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Table 2. The presence of MRSA (P=0.057), clinical status, represented by
patient’s unit (P=0.046), and length of hospital stay prior to bacteraemia higher
than seven days (P=0.006) were significantly associated with death. No
difference was found regarding sex, age, severity of underlying disease,
nosocomial origin of the infection or presence of intravascular device among the
patients who died compared with the patients who survived.

In multivariate analysis (Table 3) use of more than two antibiotics was
independently associated with mortality by S. aureus (OR=8.65; 95%IC = 1.92
to 39.07; P=0.05), but ORs observed for long duration of hospital stay (OR=4.7)
and cardiopathy (OR=5.85) were both high in death patients group.

Discussion

Hospital acquired bloodstream infections caused by S. aureus, mainly
those due to methicillin-resistant S. aureus (MRSA), are associated with
significant mortality and morbidity’®> and add considerable costs to hospital
care®. In Brazil S. aureus was the most common cause of bloodstream
infection (20.2%) and resistance to methicillin was observed in 31.0% of S.
aureus isolates in the brazilian hospital participating of the SENTRY
Antimicrobial Surveillance Programme®. However, MRSA rates may vary greatly
among hospitals (55.9 — 73.0%) 2 3. In our hospital bacteraemia rates caused
by MRSA were both high in both critical (63.7%) and non-critical units
(62.5%)™. In our study we observed a similar rate (56.8%) of BSI due to MRSA
in clinical, burned and oncology wards and almost all BSIs (96.0%) had
nosocomial origin.

The emergence of MRSA is largely due to dissemination of clonal strains

between patients favored for poor infection control politics and antimicrobial
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pressure '’ but this correlation has been difficult to establish due to the high
number of variables involved *2. Risk factors for methicillin resistance reported
in literature also vary among institutions and patients. The major independent

19,20

risk factors includes: advanced age **%, residence in a nursing home "%, long

4 6, 22

duration of hospitalization *, prior antibiotic exposure , Insulin-requiring

23

diabetes 23, intravascular devices ¥ %*

, presence of decubitus ulcers or

I 6, 15, 24

pneumonia as source of BS , iInadequacy of antimicrobial therapy and

severity of clinical status 3.

In the present study, based on univariate analysis, age and presence of
CVC were risk factor for MRSA bacteraemia as also reported previously *°*2,
Most of MRSA bacteraemia (72.4%) was classified as primary and, CVC was
probably the foci of infection as discussed by Das, O Connell and Lambert
(2007)**. A high proportion of these infections was detected in clinical ward
(34.5%) when most studies report higher MRSA infections in critical care units®*
25.

Other analyzed variables as length of hospital stay prior to bacteraemia
(OR=3.19), cardiopathy as comorbidity (OR=2.85), and more than two
antimicrobial drugs usage (OR=2.74), despite had not significance, presented
high OR values when compared MRSA and MSSA infections. Several studies
also have demonstrated that longer hospitalization before the onset of
bacteraemia % and antimicrobials use in greater frequency *° were risk factor
for MRSA infection. None of these factors: age, central vascular catheter
presence or even the use of more than two antimicrobial drugs, cardiopathy or

longer hospital stay prior to bacteraemia, were independently prognostic factors

for MRSA infection in our study.
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Comparisons of mortality between patients with MRSA and MSSA have been
contradictory in the literature *>. Several studies including a meta-analisys one
have demonstrated an increase in mortality among patients with MRSA
bacteraemia versus MSSA bacteraemia * * ?® 2/ |n this study a higher crude
mortality of 58.6% vs 24.1% (OR=3.036; P=0.05) was observed in the MRSA
group than MSSA one, respectively, but significant just in univariated analysis

and with rates much higher than those reported in UK and US hospitals *> %',

28, 15, 10

Traditional risk factors for mortality includes older age , iInadequate

13, 29 25

treatment and severity of comorbidity “°. Despite in our study these
variables were not significant we attribute an association between them and
mortality due to the high OR values of 2.80, 2.04 and 3.85, respectively.
Intensive care unit admition before bacteraemia is also a predictor for MRSA-
BSI mortality > *. However according to our data most of deaths due to
Staphylococcal BSI occurred in the clinical ward (45%; P=0,046) with only 4%
of patients carried out in the ICU.

Length of hospitalization is a measure of morbidity **> as well as invasive device
use as CVC *. On univariated analysis death was associated with an increase
in length of hospital stay for more than seven days (P<0.05) and the use of
more than two antimicrobial drugs (P= 0,034) but only the former was
independently significant (OR=8.65; P= 0.005) in multiple regression analysis.
In multivariable analysis for the length of hospital stay prior to bacteraemia
superior to seven days (OR=4.7) and cardiopathy as comorbidity (OR=5.8) we
observed high OR values. These findings coincide with previous reports

25

demonstrating that longer of hospital stay before bacteraemia and

comorbidities as cardiopathy ' were influencing factors for mortality.
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Neverthless, in our study patients with bacteraemia besides longer
hospitalization before diagnostic and high frequency of CVC use (62.7%) were
usually carried out in non-critical units due to lack of sufficient beds in the ICU
and 33.3% of them received inadequate empirical antimicrobial therapy that
resulted in higher rate (41.6%) of hospital mortality. Eighty percent of the
patients who died using an inadequate treatment were from MRSA BSI
infections group.

Our study has certain limitations that must acknowledged; it was
retrospective and performed at the single hospital, therefore our results are not
necessarily applicable to other settings. Additionally, the sample size of the
study limits its power to detect statistically significance difference. We also did
not use the Apache Il or other score to assess severity of illness prognostic
indicator on the hospital mortality.

In conclusion, even so most of cases were found in patients admitted to
non-critical care units they resulted in high hospital mortality. We found several
risk factors associated to MRSA and MSSA bacteraemia and high mortality
level of S. aureus bacteraemia. However the use of two or more antimicrobial
agents was the unique independent variable for death. This can be partially
justified by high frequency of inadequate empirical therapy observed in our
study. In spite of limitations, mainly the small number of patients, the study
suggest that the hospital antimicrobial policies followed in the hospital should be
reviewed.
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Tables

Table 1.Clinical and demographic characteristics of patients with MRSA and

MSSA BSI
MRSA MSSA Odds Ratio (CI') P
N= 29 N= 22 (£0.05)
(56.8%) (43.2%)
Mortality 17 (58.6) 7(24.1) 3.036(0.949-9.719) 0.057
Age (years), median 56.13 (0-89) 39.6 (0-80) 0.021
(range)
Sex (female / male) 11/18 9/13 0.882 (0.284 - 2.743  0.829
LOS before BSI (days), 46,4 13,7 0.074
median (range) (0-300) (0-74)
Origin onset
Community-acquired 0 2 (9.0) 0.139 (0.006 — 3.051) 0.181
Nosocomial 29 (100.0) 20 (91.0)
Prior hospitalization 14 (48.3) 12 (54.5) 0.777 (0.255-2.364) 0.657
Antimicrobial therapy
- No 2 4 0.333 (0.055-2.016) 0.389
- Yes 27 18
-22 19 9 2.744 (0.874 — 8.618) 0.080
Comorbidity 27 (93.1) 18 (81.8) 3.000 (0.496 — 18.14) 0.382
- Diabetes 4 (14.8) 3 (16.6) 1.013 (0.202 - 5.079) 1.000
- Cardiopathy 9 (31.0) 3(16.6) 2.850(0.668 —12.15) 0.192
- Pulmonary disease 3(11.2) 2(11.2) 1.154 (0.175-7.579) 1.000
- Nefropathy 2 (7.4) 1(5.5) 1.556 (0.131-18.35) 1.000
- Malignancy 3(11.2) 5(27.7) 0.392(0.082-1.861) 0.267
- Others 6 (22.2) 4 (22.2) 1.174 (0.287 — 4.798) 1.000
Surgery 16 (55.2) 14 (63.6) 0.703 (0.225-2.191) 0.543
Presence of central 22 (75.9) 10 (45.5) 3.771(1.141-12.46) 0.026
venous catheter
Unit
ITU 1(3.5) 1(4.5) 0.750 (0.044 - 12.70) 1.000
Surgical 5(17.3) 4(18.2) 0.720(0.158 —3.269) 0.712
Clinical 10 (34.5) 5 (22.7) 1.789 (0.508 — 6.293) 0.361
Pediatrics 1(13.5) 2 (9.0) 0.357 (0.030-4.217) 0.571
Others 12 (41.4) 10 (45.4) 0.847 (0.276 —2.592) 0.771
Source
Primary 21 (72.4) 19 (86.4) 0.357 (0.030-4.217) 0.571
Secondary 8 (27.6) 3(13.6) 2.413(0.557-10.44) 0.311
Length of hospital stay
prior to bacteraemia
> 7 days 23 (79.3) 12 (54.5) 3.194 (0.933-10.93) 0.059
< 7 days 6 (20.7) 10 (45.5) 0.313 (0.091-0.575) 0.059
Initial antimicrobial
therapy 10 (34.5) 7 (31.8) 1.128 (0.346 — 3.670) 0.841
Inadequate 19 (65.5) 15(68.2) 0.886 (0.272 —-2.885) 0.845
Adequate

1CI: Confidence Interval
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Table 2. Potential prognostic death factors associated with S. aureus

bacteraemia

Outcome N=51 Odds Ratio (CI) P
(=0.05)
Death Survival
N (%) N (%)
N=24(47.0) N=27(53.0)
Sex (female / male) (12/13) (9/18) 1.692 (0.544 —5.259) 0.361
Age
> 60 years 13 (54.2) 8 (29.6) 2.807 (0.88 — 8.88) 0.075
<60 years 11 (45.8) 19 (70.4)
Origin onset
Community-acquired 0 (0) 2 (7.4) 0.208 (0.009 - 4.56) 0.491
Nosocomial 24 (100) 25 (926)
Susceptibility to
meticillin 17 (70.8) 12 (44.4) 3.035(0.949-9.709) 0.057
Resistant 7 (29.2) 15 (55.6) 0.3294 (0.1030 - 0.109
Sensitive 1.0533)
Antimicrobial therapy
- No 2 3
- Yes 22 24
-22 16 (72.7) 10 (41.6) 2.744 (0.874 — 8.618) 0.034
Initial antimicrobial
therapy 10 (41.6) 7 (25.9) 2.041 (0.625 — 6.663) 0.234
Inadequate 14 (58.4) 20 (74.1) 0.490 (0.150 — 1.600) 0.234
Adequate
Comorbidity 22 (91.6) 20 (74.1) 3.85(0.714 — 20.75) 0.146
- Diabetes 4 (18.2) 3 (15.0) 1.60 (0.319 - 8.01) 0.693
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- Cardiopathy
- Pulmonary disease
- Nefropathy
- Malignancy
- Others
Surgery
Presence of central
venous catheter
Unit

ITU

Surgical

Clinical

Pediatrics

Others

Length of hospital stay

prior to bacteraemia
> 7 days

<7 days

5(22.7)
3(13.7)
0
5 (22.7)
5 (22.7)
15 (62.5)

16 (66.6)

1(4.0)
5 (20.8)

11 (45.8)
2 (8.6)

5 (20.8)

21 (87.5)

3 (12.5)

4 (20.0)
0

4 (20.0)

3 (15.0)

6 (30.0)

15 (55.5)

16 (59.3)

1(3.7)
4 (14.8)
5 (18.5)
4 (14.8)

13 (48.2)

14 (51.8)

13 (48.2)

1.51 (0.355 — 6.443)
8.95 (0.438 — 183.0)
0.106 (0.005 — 2.092)
2.105 (0.445 — 9.950)
0.921 (0.241 — 3.516)
0.777 (0.229 — 2.635)

1.375 (0.437 — 4.319)

1.130 (0.066 — 19.13)
1.513 (0.355 — 6.443)
3.457 (0.988 — 12.09)
0.522 (0.086 — 3.149)

0.283 (0.081 — 0.980)

6.500 (1.561 — 27.06)

0.153 (0.036 — 0.640)

0.718

0.097

0.112

0.450

1.000

0.686

0.585

1.000

0.718

0.046

0.671

0.041

0.006

0.007
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Table 3. Multivariate analysis for mortality by Staphylococcus aureus

bacteraemia

Variable Odds ratio 95%ClI P
More than two antimicrobial agents 8.655 1.92 to 39.07 0.005
MRSA Infection 0.500 0.11to0 2.24 0.361
Cardiopathy 5.851 0.91 to37.51 0.062
Presence of intravascular device 0.888 0.20to 3.98 0.876
Length of hospital stay prior to
bacteraemia

4716 0.79to0 27.99 0.087

> 7 days

Cl, confidence interval; OR, odds ratio; MRSA, methicillin-resistant S. aureus.
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